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CHAVES MENDEZ, NP. 2007. UTILIZACION DE BACTERIAS Y HONGOS
ENDOFITICOS PARA EL CONTROL BIOLOGICO DEL NEMATODO
BARRENADOR Radopholus similis (Cobb) Thorn

Palabras claves: bacterias, hongos, endofiticos, Pseudomonas, Bacillus, Fusarium,
Trichoderma, control bioldgico, Radopholus similis, promocion de crecimiento,
compatibilidad.

RESUMEN

Ocho aislamientos endofiticos con conocida actividad antagonista contra Radopholus similis
fueron estudiados en condiciones in vivo e in vitro para determinar su compatibilidad, asi
como su efecto, tanto individual como combinado, sobre el biocontrol de R. similis y en la
promocion de crecimiento de vitroplantas de banano del cultivar “Gran Enano” en
invernadero. No se encontraron casos de incompatibilidad en las combinaciones hongo-
bacteria y bacteria-bacteria en ninguno de los ensayos realizados. Las bacterias presentaron
un mayor nuimero de ufc/ml y potencial de indculo en comparacion con los hongos.
Asimismo, en todas las combinaciones hongo-bacteria y bacteria-bacteria, las bacterias
presentaron un crecimiento mas rapido y mayor porcentaje de colonizacién en la planta
independientemente del 6rgano estudiado. La penetracion de R. similis en el sistema radical
fue significativamente menor en plantas protegidas con inoculaciones mixtas en comparacion
con la inoculacion individual de los agentes bioldgicos y el testigo absoluto. Adicionalmente,
se encontr6 que la combinacion de los agentes de biocontrol presentd mejor efecto en la
reduccion de la poblacion final de R. similis en el sistema radical, en comparacion con la
inoculacion de cada agente por separado, con diferencias altamente significativas (p<0,0001)
con respecto al testigo referencial. Veintilin tratamientos presentaron actividad antagonista
estadisticamente similar al testigo quimico, con porcentajes de biocontrol entre 62 y 93%. El
efecto aditivo y/o sinérgico de los mecanismos de accion de los agentes biologicos quedd
demostrado en su actividad antagonista contra R. similis. Ademas, los resultados obtenidos en
el bioensayo de promociéon de crecimiento demostraron que plantas protegidas con
inoculaciones multiples presentaron valores mayores en las variables peso total de la planta,
peso radical y longitud radical en comparacion con las inoculaciones individuales y los

testigos.
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CHAVES MENDEZ, NP. 2007. UTILIZATION OF ENDOPHYTIC BACTERIA AND
FUNGI FOR THE BIOLOGICAL CONTROL OF THE BURROWING NEMATODE
Radopholus similis (Cobb) Thorn

Key words: bacteria, fungi, endophytic, Pseudomonas, Bacillus, Fusarium, Trichoderma,
biological control, Radopholus similis, growth promotion, compatibility.

SUMMARY

Eight endophytic fungal and bacterial isolates with well-known antagonistic activity against
Radopholus similis were evaluated under in vivo and in vitro conditions to determine their
compatibility as well as their individual and combined effects on the biocontrol of R. similis
and on the growth promotion of “Grand Naine” cultivar plantlets in the glasshouse. No
evidence of fungi-bacteria or bacteria-bacteria incompatibility was observed. However,
bacterial endophytes grew much faster than their fungal counterparts, and in all endophyte
combinations observations showed that the bacterial component had a higher percentage of
tissue colonization. Nematode penetration of the root system was significantly lower in
plantlets protected with mixed than single endophyte inoculum. In addition, combinations of
biocontrol agents induced a highly significant reduction in the final nematode population of
roots when compared with the reference control. Twenty-one treatments produced
antagonistic activity which was statistically similar to the nematicide control, with biocontrol
percentages ranging between 62 and 93%. The additive or synergistic effects of the biocontrol
agents were demonstrated by their antagonistic activity against R. similis. In addition, the
growth promotion bioassay showed that plants protected with mixed inocula increased root
length and gave a higher weight of plant and root biomass in comparison with single

entophyte inocula and the absolute control.
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Utilizacion de bacterias y hongos endofiticos para el control biolégico del nematodo

barrenador Radopholus similis (Cobb) Thorn

I. Introduccion general

El banano (Musa spp.) es el cuarto cultivo en importancia a nivel mundial después del maiz,
arroz y trigo, representando una importante fuente de ingresos en mas de 120 paises de las
zonas tropicales y subtropicales (Jones 2000, FAO 2005). Sin embargo, no escapa al
problema fitosanitario causado por diversas especies de nematodos. Estd completamente
establecido que el ataque del nematodo barrenador Radopholus similis es uno de los
principales problemas que afecta las plantaciones, y su combate constituye uno de los costos
mas altos del cultivo (Sarah 1989, Gowen y Quénéhervé 1990, Gowen 1993). En el ambito
comercial, las grandes extensiones de monocultivo para exportacion se han basado en el uso
de cultivares del subgrupo Cavendish, especialmente del cultivar “Gran Enano”, con un
manejo convencional de fitonematodos que contempla hasta tres aplicaciones de nematicida
al ano. Esto, ademas de constituir una practica de alto costo econdmico, afecta negativamente
las poblaciones de enemigos naturales de los nematodos presentes en el suelo y en la rizosfera
(Davide 1996, Pocasangre 2002). Asimismo, los nematicidas representan una conocida
amenaza para la salud humana y ambiental, siendo sus ingredientes activos los mas toxicos

utilizados en la agricultura (Gowen 1993, Dochez et al. 2000, Rey et al. 2000, Marin 2003).

El estudio del potencial de las bacterias y los hongos endofiticos para el control bioldgico de
fitonematodos ha adquirido gran importancia durante los Gltimos afios, debido a la creciente
necesidad de disminuir el uso de plaguicidas en los sistemas de produccion agricola (Davide
1992, Marin 2003, Mena et al. 2003). Estudios realizados sobre poblaciones de hongos
endofiticos presentes en raices de banano y platano demuestran que el 10% de los hongos
endofiticos colectados manifiesta una alta actividad antagonista contra R. similis, con
reducciones de hasta un 90% en la poblacion final del nematodo (Pocasangre et al. 2004);
resultados similares se han presentado con bacterias endofiticas (Nufiez 2006) aunque con
mecanismos de accion diferentes, resultando ambos en alternativas promisorias para el

combate de esta plaga. Ademas, se ha evidenciado un incremento en el peso radical y foliar



de las plantas, tanto con hongos como con bacterias endofiticas, en comparacién con plantas

no protegidas.

A partir del estudio individual de estos hongos y bacterias, ha sido posible seleccionar cuatro
bacterias endofiticas, dos del género Bacillus spp. y dos Pseudomonas spp., y cuatro hongos
endofiticos correspondientes a dos cepas no patogénicas de Fusarium oxysporum y dos cepas
de Trichoderma atroviride. Estos agentes bioldgicos de control han evidenciado el mayor
potencial antagonista en diversos estudios tanto in vitro como in vivo. La marcada diferencia
en los mecanismos de accion que expresan los hongos con respecto a las bacterias hace
pensar en la posibilidad de obtener un efecto aditivo si se utilizan de manera combinada,
como una estrategia para obtener un control mas efectivo de la plaga y un mejoramiento

biologico de las plantas.

La presente investigacion se realizé en dos etapas: a) determinacion de la compatibilidad de
los agentes de biocontrol seleccionados, b) estudio del efecto individual y combinado de los
agentes de biocontrol sobre Radopholus similis y la promocion de crecimiento de las plantas.
Los resultados de la investigacion se presentan en dos articulos, que son antecedidos por un
capitulo introductorio de revision de literatura. El primer articulo se titula “Estudios sobre
interacciones biologicas entre hongos y bacterias endofiticas y su patrén de colonizacion en
plantas de banano del cultivar “Gran Enano” (Musa AAA)”, y el segundo trata sobre el
“Efecto de las inoculaciones combinadas de hongos y bacterias endofiticas sobre el biocontrol
de Radopholus similis y en la promocion de crecimiento de plantas de banano del cultivar

“Gran Enano” (Musa AAA)”.



II. Objetivos

Objetivo general

Estudiar el efecto combinado de bacterias y hongos endofiticos ¢élite sobre el biocontrol de

Radopholus similis en vitroplantas de banano en condiciones de invernadero.

Objetivos especificos

a. Determinar la compatibilidad in vitro e in vivo de cuatro bacterias y cuatro hongos

endofiticos seleccionados para pruebas de biocontrol contra R. similis.

b. Evaluar el efecto individual y combinado de los agentes biolégicos en el biocontrol de R.

similis en vitroplantas de banano del cultivar “Gran Enano” en invernadero.

c. Evaluar el efecto individual y combinado de los agentes bioldgicos en la promocion de

crecimiento de vitroplantas de banano del cultivar “Gran Enano” bajo condiciones de

invernadero, en ausencia de R. similis.

III. Hipatesis

La combinacion de bacterias y hongos endofiticos tiene un efecto aditivo de biocontrol contra

el nematodo barrenador R. similis y promueve el crecimiento de las plantas en invernadero.



IV.Revision de literatura

1. El cultivo del banano

El banano es el cuarto cultivo basico, después del arroz, maiz y trigo, con una produccion que
supera los 90 millones de toneladas al afio. Aproximadamente, 13 millones de toneladas se
destinan a la exportacion anualmente, siendo una importante fuente de divisas en mas de cien
paises productores en Africa, Asia, América Latina y el Caribe (FAO 2005, Gold y Dubois
2005). Atin cuando se conoce que el cultivo en Africa es més extensivo, no se contabiliza en
el mercado internacional porque la produccion es consumida por los propios agricultores,
quienes ademds, venden sus cosechas en el mercado local (Sarah 1989). En América
Tropical, aproximadamente el 15% de la produccion esta destinado al comercio internacional,
del cual depende el sustento de varios millones de personas (Marin et al. 2002). Asimismo,
algunos de los principales paises consumidores de banano dedican su produccion
exclusivamente al auto consumo, siendo este alimento el que proporciona la mayor fuente de

carbohidratos en muchas zonas rurales (Pereira et al. 1999).

Las variedades cultivadas son hibridos mejorados de las especies silvestres Musa acuminata
(A) y M. balbisiana (B), de la familia Musaceae, nativas del Sureste de Asia. En general, los
hibridos varian grandemente en tamafio de la planta y de los frutos, morfologia de la planta,
calidad del fruto y resistencia a plagas y enfermedades. Los que poseen una alta proporcion
de M. acuminata producen frutos dulces, en tanto los que poseen una alta proporcién de M.
balbisiana producen frutos con alto contenido de almidon. La produccion de una determinada
variedad dependerd del fruto y rendimiento deseado, la adaptacion a las condiciones
agroclimaticas de la zona y la incidencia de patdégenos. La mayoria de los cultivares
comerciales de banano (Musa AAA) pertenecen al subgrupo Cavendish desde los afos 1960,
cuando fue introducido el cultivar Valery, seleccionado por su resistencia al Mal de Panama.
Valery reemplazé al cultivar Gros Michel y fue luego reemplazado por el cultivar Gran
Enano en la década de 1980, el cual es uno de los materiales mas utilizados actualmente

(Crane y Balerdi 1998, Marin et al. 2002).



2. Los nematodos

Los nematodos son organismos de forma alargada y redondeada, lisos, no segmentados, que
miden de 0,30 a mas de 5 mm de largo y tienen aspecto similar a una lombriz. Son los
organismos multicelulares mas abundantes en el suelo y han sido ampliamente conocidos y
estudiados por muchos afios. Mas del 90% de los nematodos identificados son benéficos,
incluso su diversidad y abundancia son un indicador de la salud y calidad de un suelo. Sin
embargo, el 10% corresponde a especies fitoparasitas que representan un importante factor de
reduccion de rendimiento en la produccion de muchos cultivos de importancia econdmica y
para seguridad alimentaria alrededor del mundo. Muchas de las especies de fitonematodos
son pardsitos de las plantas, ya sea en las raices, en los tallos, hojas, semillas, bulbos, o en
rizomas y se alimentan de las células de las plantas al extraer su contenido por medio de un
estilete (Taylor 1971, Yépez 1972). De acuerdo al modo de accion de las diferentes especies,
los sintomas varian desde el mas severo, que es el volcamiento de la planta, hasta los menos

obvios como la prolongacion de los ciclos de produccion (Gowen y Quénéhervé 1990).

Cuadro 1. Clasificacion de los nematodos segun el daiio que ocasionan en el hospedero

DANO CLASIFICACION
Producen agallas Meloidogyne , Nacobbus
Producen quistes Heterodera — Globodera
Lesiones en la raiz Pratylenchus
Barrenadores de raices y rizomas Radopholus
Atacan el tallo Bursaphelenchus
Atacan los bulbos Ditylenchus
Foliares Aphelenchoides
Atacan semillas Anguina




3. Nematodos en el cultivo de banano (Musa spp.) y su importancia econémica

Esta ampliamente documentado que los nematodos fitoparasitos son la plaga méas importante
del cultivo de banano, y estan distribuidos en casi todas las zonas productoras del mundo, con
mas de 100 especies asociadas con la destruccion de las raices, generando pérdidas
economicas de mas del 20% anual (Yépez 1972, Pinochet 1986, Gowen y Quénéhervé 1990,
Davide 1992). Rara vez se encuentra una sola especie de nematodo atacando el cultivo, por lo
general interactan poblaciones mixtas de varias especies de nematodos con diferentes
habitos de alimentacion. En esta interaccion, los endoparasitos migratorios tienden a suprimir
a los nematodos sedentarios, y compiten entre ellos por fuentes de alimento y espacio. La
dominancia de una especie en particular dependerd de la susceptibilidad del hospedero y de la
agresividad y tasa de reproduccion del nematodo, la cual estd altamente influenciada por las

condiciones agroecoldgicas (Sarah 1989, Gowen y Quénéhervé 1990, Pinochet 1996).

Las especies pertenecientes a los géneros Radopholus, Pratylenchus, Helicotylenchus y
Meloidogyne son las que mas afectan las plantaciones de banano, sin embargo Radopholus
similis es la especie de mayor importancia en la regiones tropicales y subtropicales (Figura 1),
especialmente en plantaciones comerciales del subgrupo Cavendish (Gowen 1979, Pinochet
1986, Hemeng 1993), con reducciones de 30 a 50% en el rendimiento en paises como Costa
Rica y Panamd, y de 10 a 20 % en Guatemala y Honduras (Davide 1992, Davide 1996, Sarah
1999, Jones 2000, Araya 2004). Es dificil estimar la pérdida econdémica real en fincas de
pequefios productores. Sin embargo, Pinochet (1986) estim¢é pérdidas que fluctuaban entre 12
y 18% en Colombia, Costa Rica y Panam4, considerando tnicamente el recuento de plantas
desenraizadas. Gowen y Quénéhervé (1990) sefialaron pérdidas en el Caribe que superaban el

60% en Puerto Rico y Jamaica.
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Figura 1. Distribucion geografica de Radopholus similis. Fuente: EPPO 2006.

4. Patogenecidad de Radopholus similis y su combate

El nematodo barrenador, Radopholus similis, es nativo del Sureste de Asia. Fue observado
por primera vez por Cobb en los tejidos necrdticos de las raices de Musa sp. provenientes de
Fiji en 1891 y desde entonces se ha encontrado disperso en las regiones tropicales y
subtropicales donde se cultiva banano y platano, con algunas excepciones como las Islas
Canarias, Israel, Taiwan y el Este de Africa (Gowen y Quénéhervé 1990). Su distribucion en
plantaciones de banano, especialmente del subgrupo Cavendish, puede ser resultado de la
reproduccion de estos clones durante el periodo de cambio del cultivar Gros Michel,
susceptible a Fusarium, en muchas partes del Oeste de Africa, el Caribe, América Central y
América del Sur (Gowen 1993). R. similis es un endoparasito migratorio capaz de completar
su ciclo de vida dentro de la raiz de las plantas en un periodo entre 20 y 25 dias, por lo que
debe afectarse primero a la planta para luego afectar el nematodo. La penetracion ocurre
principalmente cerca de la punta de la raiz, pero el nematodo puede desplazarse a través de
ella desarrollandose, incluso, en los tejidos del cormo produciendo una lesion tipica color

pardo rojizo (Figura 2). Las hembras adultas y todos los estados juveniles son infectivos. Los



machos no poseen el estilete y probablemente no son parasiticos. Las poblaciones de
nematodos en las raices pueden crecer rdpidamente y decaer cuando la disponibilidad de

alimento es limitante (Yépez 1972, Gowen 1979, Gowen y Quénéhervé 1990).

Figura 2. Necrosis en la corteza de la raiz causado por Radopholus similis. Fuente:
American Samoa Community College 2004

Los fitonematodos provocan la necrosis y muerte de las raices y de los tejidos del cormo asi
como limitan la capacidad de la planta de absorber agua y nutrientes del suelo, por lo que
restringe su crecimiento y el peso del racimo. Esto puede aumentar considerablemente el
periodo entre cosechas y disminuye la longevidad de la plantacion. La planta presenta un
aspecto raquitico y con frecuencia se cae debido a la destruccion de su sistema de anclaje y al
peso del racimo, principalmente justo antes de la cosecha o en temporadas de fuertes vientos.
Esto constituye la extrema expresion del dafo en la produccién de banano a gran escala
orientada a los mercados de exportacion en Ameérica Central, América del Sur, Oeste de
Africa, Costa de Marfil y Australia (Blake 1966, Yépez 1972, Pinochet 1986, Gowen y
Quénéhervé 1990, Gowen 1993, Pinochet 1996). Adicionalmente, el dafio causado por el
nematodo en el sistema radical puede favorecer la infecciéon de la planta con hongos y
bacterias fitopatogenos (Taylor 1971, Speijer y Gold 1996, Araya 2004). Por ejemplo,
Fusarium moniliforme, Fusarium solani, Cylindrocarpon musae y Acremonium stromaticum
pueden ser aislados de lesiones causadas por diferentes nematodos endoparasitos migratorios,
especialmente R. similis. Dado que son parte de la flora radical e invasores de las heridas de
la raiz, no presentan dafos en ausencia de nematodos. Se convierten en patogénicos cuando

hay heridas en la raiz (Pinochet 1996).



4.1 Control quimico

Los productos quimicos registrados para el control de nematodos resultan altamente toxicos,
de alto valor econdmico y requieren de personal capacitado para su aplicacion (Pinochet
1986, Gowen y Quénéhervé 1990, Tabora ef al. 2002, Araya 2004, Athman et al. 2006). Los
nematicidas se usan en promedio dos veces al afio a las dosis recomendadas por las casas
comerciales. Tanto los carbamatos (Carbofuran y Oxamil) como los organofosforados
(Terbufos, Etroproph, Fenamiphos, Cadusafos) son inhibidores de las acetilcolinesterasas
presentes en multiples formas moleculares en la neuroanatomia del nematodo y dependiendo
de la dosis y la concentracion pueden actuar como nematoxicos (matan los nematodos) o
nematostaticos (inhiben su funcionamiento normal). En Costa Rica, nematicidas carbamatos y
organofosforados son utilizados de forma rotacional en dos o tres aplicaciones al afio (Marin
2003). El mayor efecto de estos productos es en la reproduccion y no en la mortalidad de los
nematodos, con una efectividad que fluctaa entre un 50 y 90%, grandemente afectada por las

propiedades fisico-quimicas del suelo y las condiciones climaticas de la zona (Araya 2004).

Una de las principales limitantes del uso de los nematicidas es que su aplicacion frecuente
modifica la microflora y microfauna del suelo alterando las cadenas troficas, eliminando los
microorganismos antagonistas de los nematodos fitoparasitos (Araya 2004). Ademas, el uso
indiscriminado de una determinada molécula generalmente resulta en pérdida de efectividad,
debido a su biodegradacion a metabolitos no toéxicos por la accion de hongos y bacterias del
suelo (Moens et al. 2004). Otro aspecto importante es que para que el nematicida mate o
inactive al nematodo debe haber contacto entre ellos, ya sea a través de la penetracion de la
cuticula o por ingestion durante la alimentacion, por lo que no afecta a los nematodos al

interior de la planta (Gowen 1979).

4.2 Control bioldgico e induccion de resistencia

Los fitonematodos coexisten en la rizosfera con gran diversidad de microorganismos, muchos
de los cuales han sido aislados e identificados como antagonistas de los nematodos, ya que
ejercen algun tipo de control biologico (Sikora 1992). Estos enemigos naturales de los

nematodos pueden ser depredadores, que los matan y se los comen, como hongos y otros
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nematodos, o pardsitos que viven a expensas suyas causando su muerte paulatina, entre los
que se pueden mencionar virus, protozoos, bacterias y hongos (Taylor 1971, Yépez 1972,

Coosemans 1993, Lopez 2004, Khan et al. 2006).

Se han identificado suelos supresivos a los fitonematodos, es decir, sistemas de produccion en
los cuales se mantiene un equilibrio entre las poblaciones de nematodos y sus enemigos
naturales permitiendo la permanencia de cultivos susceptibles durante varios afios sin
presentar una reduccion en su rendimiento (Cooke 1968, Kerry et al. 1982, Sikora 1992). Esta
completamente documentado que ciertas bacterias de la rizosfera, conocidas como
rizobacterias promotoras de crecimiento (PGPR), producen compuestos que pueden afectar
positivamente el crecimiento y desarrollo de las plantas, desde su germinacion hasta la
senescencia (Kloepper ef al. 1999). Un gran nimero de rizobacterias han sido utilizadas como
agentes de biocontrol en diversos cultivos y tienen gran potencial para el control de
nematodos, especialmente las Pseudomonas spp. y Bacillus spp. Las rizobacterias
generalmente colonizan las raices promoviendo el crecimiento de las plantas y previenen el
establecimiento de patdogenos. Ademads, desencadenan una serie de reacciones de defensa en

la planta hospedera (Kuc 1995, Shonbeck y Steiner 1997, Pieterse y van Loon 1999).

La resistencia sistémica inducida (ISR) es una respuesta de defensa de la planta ante la
presencia y actividad de un agente bioldgico no patogénico, especifico, que reduce la
severidad o la incidencia de la enfermedad o dafio causado por un patdogeno que se encuentra
espacialmente separado del agente inductor (Kloepper ef al. 2004, Kloepper y Ryu 2006). La
resistencia sistémica también puede ser inducida por sustancias quimicas o por la presencia de
patdgenos, denomindndose entonces resistencia sistémica adquirida (SAR). De acuerdo con
Pieterse et al. (1998), las diferencias entre ISR y SAR son el agente inductor y los signos que
presenta la planta. ISR es un fenomeno independiente del acido salicilico, el etileno y el acido
jasmonico, y no produce la acumulacion de proteinas relacionadas con la patogenecidad (PR).
Las proteinas PR son acumuladas en la SAR, inducida por patdégenos y/o quimicos. Ademas,
SAR es dependiente del acido salicilico (van Loon et al. 1998, Zhang et al. 2002a). En
cultivos como tomate (Yan et al. 2002), pepino (Wei et al. 1991) y tabaco (Zhang et al.
2002b), se ha demostrado ISR contra diversas plagas y enfermedades a partir de la

colonizacion de las raices de las plantas por rizobacterias (PGPR) y microorganismos
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endofiticos (Kloepper et al. 2004, Kloepper y Ryu 2006). Recientemente, Vu et al. (2006)
demostraron la induccion de resistencia contra Radopholus similis en plantas de banano con
la inoculacion de aislamientos endofiticos de cepas no patogénicas de Fusarium oxysporum
en pruebas de split-root system, con reducciones en la penetracion de R. similis de hasta 45%

en la parte no tratada de la planta.

5. Potencial antagonista de microorganismos endofitos (endofiticos)

La palabra endofito se deriva del griego endon, que significa dentro y phyte que significa
planta. De Barry fue el primero en utilizar este término, en el afio 1866, al referirse a hongos
viviendo dentro de los tejidos de una planta (Petrini 1986). A través de los afios, diferentes
autores han propuesto definiciones mds complejas, coincidiendo en que la naturaleza
endofitica permite colonizar tejidos internos de plantas sin producir signos visibles de
enfermedad (Petrini 1991, Hallmann et al. 1997, Schulz y Boyle 2006). Se documenta,
ademas, el potencial de estos organismos como agentes controladores de patégenos (Carrol
1988). Este fenomeno de biocontrol se presenta debido a que los endofiticos pueden
establecer una relacion mutualista con la planta desde su interior, mediante la cual le
confieren proteccion contra factores bidticos y abioticos adversos (Carrol 1990, Schulz y

Boyle 2006).

Para considerar un microorganismo endofitico como potencial agente de biocontrol se
requieren ciertas caracteristicas. En primer lugar, que no sea patogeno de plantas, hombres o
animales. Debe tener una elevada capacidad de colonizacion y reproduccion en los tejidos
internos después de su inoculaciéon en las plantas, ya que una poblacion que declina
rapidamente tiene una baja capacidad competitiva con la microflora presente en la planta
(Schippers et al. 1987, Weller 1988, Lugtenberg y Dekkers 1999). Ademas, que tenga
capacidad de reducir o suprimir eficientemente la poblacion de nematodos por debajo del
nivel critico. También es muy importante que tenga la capacidad de reproducirse
abundantemente en condiciones in vitro para asegurar su reproduccion y conservacion a nivel

comercial; ademas, debe ser de facil aplicacion (Cook 1993, Hernandez y Escalona 2003).
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Investigaciones realizadas durante los tltimos diez afios en el Centro Agrondmico Tropical de
Investigacion y Ensefianza (CATIE), Costa Rica, han demostrado que poblaciones endofiticas
de bacterias y hongos presentes en el tejido interno de raices de banano y platano pueden ser
utilizadas como agentes biologicos de control de fitonematodos (Pocasangre et al. 2004,

Nufiez 2006).

6. Bacterias endofiticas (BE)

Las bacterias endofiticas forman parte de la gran cantidad de bacterias benéficas presentes en
la rizosfera, que favorecen el crecimiento y desarrollo de las plantas y las protegen contra
otros organismos del suelo que causan enfermedades (Weller 1988, Hallmann et al. 1997).
Ecologicamente, a esta relacion benéfica entre las bacterias y las plantas se le denomina
“mutualismo”, el cual se define como la condicion en la que dos seres vivos de diversas
especies viven juntos habitualmente, aunque no necesariamente, con beneficio reciproco para
el hospedero y para el simbionte. La mayoria de estas asociaciones ocurre a nivel de la
rizosfera; que es toda aquella porcion de suelo que estd fuertemente influenciada por las
raices de las plantas. La aplicacion de este tipo de rizobacterias en diversos cultivos ha dado
como resultado la promocion evidente del crecimiento de las plantas, observandose un
incremento en la emergencia, vigor, produccion de biomasa y desarrollo del sistema radical

(kloepper et al. 1999).

La promocion de 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. Esto favorece la capacidad de
absorcion de agua y nutrimentos, permitiendo que las plantas sean mas vigorosas, productivas
y tolerantes a condiciones climaticas adversas (Lugtenberg y Dekkers 1999, Hernandez y
Escalona 2003, Vessey 2003, Berg y Hallmann 2006). Los mecanismos involucrados en este
proceso incluyen la fijacion de nitrégeno, solubilizacion del fosforo y la produccion de
fitohormonas (Kloepper et al. 1991). Por ejemplo, las Pseudomonas spp. al solubilizar
algunos elementos poco moviles del suelo, como el fosforo, mejoran el ingreso de este

macronutrimento hacia la planta, lo que se traduce en una mayor produccion de biomasa.
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Otras especies, como Rhizobium sp. y Bradyrhizobium sp., aumentan el aporte de nitrogeno,
influyendo directamente en el crecimiento, desarrollo y rendimiento. Ademas, ciertos
metabolitos secundarios, que funcionan como antagonistas de microorganismos perjudiciales,
permiten que las plantas se desarrollen en un ambiente idoneo libre de patdgenos

(Thomashow y Weller 1996, Lugtenberg y Dekkers 1999, Berg y Hallmann 2006).

Estas rizobacterias, que pertenecen mayormente al grupo de Pseudomonas y Bacillus, son
antagonistas de importantes patdgenos de la raiz en muchos cultivos de importancia
economica (Schroth y Hancock 1982, Hallmann y Berg 2006). Bajo condiciones de
invernadero, su aplicacion ha generado prometedores resultados en vegetales, frutas y plantas
ornamentales. Por otra parte, poblaciones endofiticas, tanto de Pseudomonas como de
Bacillus, aisladas de tejidos internos de banano, han evidenciado un gran potencial como
agentes bioldgicos de control de Radopholus similis en condiciones de invernadero (Nufiez
2006). En cuanto a condiciones de campo, algunos aislamientos han demostrado eficacia y
consistencia como agentes de biocontrol y actualmente se reproducen a nivel comercial,

especialmente Bacillus (Mena et al. 2003, Hass y Défago 2005).

6.1 Bacillus spp.

El género Bacillus incluye una importante variedad de especies Gram-positivas, no
patogénicas, con propiedades antagonistas. Son buenas secretoras de proteinas y metabolitos,
faciles de cultivar y altamente eficientes para el control de plagas y enfermedades (Berg y
Hallmann 2006). Los mecanismos de accion de Bacillus spp. incluyen competencia por
espacio y nutrientes (Handelsmann y Stabb 1996), antibiosis (Loeffler et al. 1986) e
induccion de resistencia (Kloepper y Ryu 2006). Ademas, tienen comprobado efecto en la
promocion de crecimiento de las plantas (Kloepper et al. 2004). La capacidad de Bacillus spp.
de formar esporas que sobreviven y permanecen metabolitamente activas bajo condiciones
adversas (Rodgers 1989), las hace apropiadas para la formulacion de productos viables y
estables para el control biolégico. B. subtilis es uno de los mas eficientes agentes de
biocontrol, el cual exhibe actividad antagonista contra varios hongos y bacterias patogénicos.

Este antagonismo se ha atribuido a la producciéon de antibidticos y a la capacidad de
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colonizacidn en la planta (Loeffler et al. 1986, McKeen et al. 1986, Bochow y Gantcheva
1995).

Otros productos comercialmente disponibles son: a) Bacillus subtilis cepas GB03 y MBI 600,
ampliamente utilizadas para el biocontrol de Rhizoctonia, Fusarium, Alternaria y Aspergillus
spp. b) Bacillus cereus BPO1, utilizada para la promocion de crecimiento en el cultivo de
algodon y c) Bacillus licheniformis cepa SB3086, antagonista de gran cantidad de hongos
fitopatogenos (Haas y Défago 2005, EPA 2007). En Cuba, la determinacion de la actividad
nematicida de Bacillus thuringiensis var. kurstaki cepa LBT-3 y su posterior extension a las
areas agricolas, fundamentalmente en platano y banano, ha constituido una importante
alternativa de control bioldgico contra R. similis y M. incognita (Fernandez et al. 2003),
permitiendo un significativo ahorro de divisas al disminuir las importaciones de plaguicidas,
ademas de incidir en la proteccion del medio ambiente. El empleo de la cepa LBT-3 como
nematicida bioldgico ha sido introducido en la préctica productiva, fundamentalmente en la
provincia de Camagiiey, donde se trataron con este nematicida biologico entre 1997 y el afio

2001, un total de 6.790 hectéareas de platano y banano (Mena ef al. 2003).

6.2 Pseudomonas spp.

Las rizobacterias del género Pseudomonas han sido estudiadas como importantes agentes de
biocontrol por su capacidad de inhibir el crecimiento de ciertos patdogenos, como bacterias,
hongos, nematodos y virus, mismos que podrian llegar a reducir considerablemente las
cosechas en los cultivos establecidos tanto en invernadero como en campo. Estos organismos
ejercen ciertos mecanismos de accidon antagonista que involucran la produccién de
compuestos bacterianos, como sideroforos, acido cianhidrico (HCN) y antibioticos (Loper
1988, Hamdan et al. 1991, Mazzola et al. 1992, Thomashow y Weller 1995, Haas y Défago
2005, Berg y Hallmann 2006). Ademas, se ha comprobado que en algunos casos inducen un
sistema de resistencia en las plantas que hace que puedan tolerar el ataque de diversos

patogenos del suelo (Weller y Cooke 1983, Kloepper y Ryu 2006).

Con relacion a la produccion de antibioticos, P. fluorescens y P. putida tienen la capacidad de

sintetizar algunos compuestos que causan la muerte de aquellos microorganismos que entren
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en contacto con ellas (Hamdan et al. 1991). Los sider6foros son producidos por muchos
microorganismos para capturar hierro en la rizosfera en condiciones limitantes de este
elemento y le dan a Pseudomonas la capacidad de tener actividad fungistatica y
bacteriostatica cuando el hierro es bajo (Loper 1988, Haas y Défago 2005). P. putida produce
pseudobactina la cual es un tipo de sider6foro que incrementa el antagonismo de F.
oxysporum no patogénico contra el F. oxysporum patogénico, ya que hace a esta raza

patogénica mas sensitiva a la competencia por glucosa (Alabouvette y Couteaudier 1992).

En cuanto al control de nematodos, cepas de Pseudomonas fluorescens y P. putida han
demostrado actividad antagonista contra Radopholus similis y Meloidogyne spp. en banano,
maiz y tomate (Becker et al. 1988, Aalten et al. 1998). Un aislamiento endofitico de P.
aeruginosa produjo compuestos toxicos in vitro que resulto en alta mortalidad de los estadios
juveniles de M. javanica (Siddiqui y Ehteshamul-Haque 2001). Asimismo, el compuesto 2,4-
diacetylpholoroglucinol producido por P. fluorescens redujo la eclosion de huevos de M.
Jjavanica (Siddiqui y Shaukat 2003). Nuiiez (2006) encontré que aislamientos endofiticos de
Pseudomonas spp. redujeron significativamente la poblacion de R. similis en plantas de

banano bajo condiciones de invernadero, en comparacion con plantas no tratadas.

7. Hongos endofiticos (HE)

Esta ampliamente documentado que existen relaciones simbidticas entre hongos endofiticos
y una amplia variedad de plantas. La colonizacion de HE puede generar beneficios para la
planta hospedera, incluyendo la actividad antagonista y la induccion de resistencia contra
patdgenos, asi como la promocion de crecimiento mediante la secrecion de fitohormonas y la
movilizacion de nutrientes de la rizosfera hacia la planta (Harman et al. 2004, Schulz 2006).
Segun investigaciones recientes sobre poblaciones de HE presentes en tejidos internos de
raices de banano y platano, se ha determinado que Trichoderma y Fusarium son los géneros
mas abundantes y tienen un alto potencial como antagonistas de los nematodos. Se han
encontrado reducciones de hasta un 90% en la poblacion final de R. similis en el sistema
radical de plantas de banano protegidas con HE de los géneros Fusarium y Trichoderma.
Ademas, se ha evidenciado un incremento en el peso y longitud radical, y en el peso foliar de

dichas plantas, en comparacion con plantas no protegidas (Pocasangre et al. 2004).
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7.1 Trichoderma spp.

Por su versatilidad, adaptabilidad y facil manipulacion, los hongos del género Trichoderma
han sido estudiados y utilizados como fungicidas bioldgicos en la agricultura, ademas, son
conocidos como estimuladores de crecimiento en las plantas. Trichoderma spp. es un hongo
anaerobico facultativo, perteneciente a los Deuteromycetes, caracterizados por no presentar
un estado sexual determinado. Se encuentra distribuido a nivel mundial en un amplio rango
de zonas de vida y habitat, especialmente en aquellos donde se encuentra un alto contenido de
materia organica o desechos vegetales en descomposicion. Crece réapido, esporula
abundantemente y presenta gran habilidad para colonizar rapidamente las raices de las
plantas. Ademads, ha desarrollado mecanismos para atacar y parasitar a otros organismos

(Howell 2003, Harman et al. 2004, Lopez 2004).

Trichoderma spp. produce tres tipos de propagulo: hifas, clamidosporas y conidios, estas son
activas contra fitopatdgenos en diferentes fases del ciclo del vida, desde la germinacion de
esporas hasta la esporulacion. Los mecanismos de accion utilizados para desplazar al
fitopatdbgeno son basicamente los siguientes: micoparasitismo, antibidsis y competencia
directa por espacio y nutrientes (Harman et al. 2004, Lu et al. 2004, Chet et al. 2006). En el
caso particular de control de fitonematodos, 7richoderma exhibe la capacidad de envolver al
nematodo en micelio, y produce metabolitos que actian como nematicidas, tales como
Trichodermin, Suzukacilina, Alameticina, Dermadina, entre otros. Ademas, frecuentemente,
las raices colonizadas por Trichoderma spp. presentan mejor crecimiento y peso radical que
las plantas no tratadas, incrementando la productividad del cultivo y su resistencia a factores

bioticos y abioticos adversos (Rey et al. 2000, Howell 2003, Pocasangre et al. 2004).

Figura 3. Trichoderma atroviride aislado del tejido interno de raices de banano (Musa AAA)
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7.2 Fusarium spp.

Las cepas patogénicas y no patogénicas de Fusarium son comunes en todo tipo de suelos. Las
cepas no patogénicas viven saprofiticamente, aunque pueden colonizar la superficie de las
raices de las plantas sin inducir sintomas de dafio, incluso pueden penetrar en el interior de las
raices y generar reacciones de defensa en la planta (Bacon y Yates 2006, Vu et al. 2006). Su
crecimiento se caracteriza por la produccion de tres tipos de esporas: micronidias,
macronidias y clamidosporas, estas ultimas tienen paredes muy gruesas, lo cual las hace muy

resistentes a condiciones ambientales desfavorables (Olivain ef al. 2003).

Cepas no patogénicas de F. oxysporum han sido ampliamente documentadas como
antagonistas de los nematodos fitoparasitos. Se ha observado que ciertos metabolitos
producidos por esta especie provocan la muerte de los nematodos en diversos cultivos
(Crump 1987, Quadri y Saleh 1990). En tomate, por ejemplo, Hallmann y Sikora (1994)
encontraron que raices colonizadas por cepas endofiticas no patogénicas de F. oxysporum
presentaron una reduccion del 50% en el ataque de Meloidogyne incognita debido a la
produccion de metabolitos secundarios toxicos para el nematodo. En plantas de banano se han
encontrado cepas no patogénicas de F. oxysporum como endofiticos naturales y han sido
detectados en el sistema radical de diferentes cultivares en varios paises, algunas de ellas ya
han demostrado su habilidad de afectar positivamente la salud y productividad de las plantas.
Asimismo, se ha demostrado la actividad antagonista de los aislamientos endofiticos contra
poblaciones de R. similis provocando pardlisis y muerte del nematodo tanto en pruebas in
vitro como in vivo (Hallmann y Sikora 1996, Harman et al. 2004, Pocasangre et al. 2004,

Athman et al. 2006).

Figura 4. Fusarium oxysporum aislado del tejido interno de raices de banano (Musa AAA)
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V. Articulo 1.

Estudios sobre interacciones biologicas entre hongos y bacterias endofiticas y su patrén

de colonizacion en plantas de banano del cultivar “Gran Enano” (Musa AAA)

1. Introduccion

La efectividad de los microorganismos endofiticos como antagonistas de los fitonematodos ha
sido ampliamente estudiada y comprobada en diversos cultivos. En el caso particular del
cultivo de banano (Musa AAA), se ha demostrado que diferentes aislamientos endofiticos de
hongos y bacterias tienen efecto antagonista contra Radopholus similis por diversos
mecanismos de accion (Pocasangre 2004, Ntnez 2006). Por lo tanto la aplicacién combinada
de estos agentes de biocontrol podria representar una estrategia viable que incremente el

control del nematodo.

Existen casos documentados en los que las combinaciones de agentes biologicos no han
tenido mejores resultados en el control de patégenos comparando con las aplicaciones
individuales. Las interacciones positivas y/o negativas que ocurren entre los microorganismos
de biocontrol, en inoculaciones multiples, pueden afectar su comportamiento en la rizosfera y
limitar su capacidad de colonizacion en el sistema radical. Se ha demostrado que existe una
relacion directamente proporcional entre la densidad poblacional del agente de biocontrol y la
supresion del patdgeno, por lo que se debe alcanzar un cierto nivel poblacional para que la
supresion ocurra. Si en una combinacion de agentes de biocontrol uno o ambos agentes no
alcanzan el umbral poblacional, debido a algin tipo de antagonismo entre ellos, no se
expresara el efecto de biocontrol esperado (de Boer 1999). Por lo tanto, es indispensable que
los agentes de biocontrol seleccionados para inoculaciones multiples, ademas de su potencial

antagonista contra determinado patdgeno, sean compatibles (Baker 1990).
El objetivo de este estudio fue evaluar las interacciones bioldgicas entre las bacterias y

hongos endofiticos seleccionados y determinar si existe compatibilidad en el crecimiento in

vitro de los agentes biologicos, asi como su patron de colonizacion en vitroplantas de banano.
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2. Materiales y métodos

2.1 Localizacion del estudio

El trabajo de investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de nematologia y el invernadero
de Musaceas del Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE),
ubicado en el canton de Turrialba de la provincia de Cartago, Costa Rica. Localizado a 9°52”
latitud norte y 83°38” latitud oeste, a una altura de 602msnm, con un rango de temperatura
que oscila entre los 22 y 28°C, con precipitacion promedio anual de 2600mm y 87% de

humedad relativa.

2.2 Material experimental

Dos cepas no patogénicas de Fusarium oxysporum recolectadas en Sixaola y Talamanca,
Costa Rica, y dos de Trichoderma atroviride, provenientes de suelos supresivos de
Guatemala y Costa Rica (zum Felde 2002, Cafiizares 2003) fueron utilizados en este estudio.
Asimismo, se seleccionaron dos bacterias del género Bacillus spp. (B21 y B31) y dos de
Pseudomonas spp. (P52 y P58), provenientes de fincas comerciales de banano en la Zona
Atlantica de Costa Rica (Nuiez 2006). Estos aislamientos fueron identificados como
antagonistas de R. similis en pruebas in vitro e in vivo realizadas en el laboratorio de
fitopatologia de CATIE en el periodo de enero 2002 a diciembre 2006 (Cafiizares 2003,
Meneses et al. 2003, Nuiiez 2006, zum Felde et al. 2006). La compatibilidad de los
aislamientos fue evaluada en este estudio mediante la inoculacion combinada hongo-bacteria
y bacteria-bacteria in vitro e in vivo en el laboratorio de fitopatologia y el invernadero de
Muséaceas de CATIE. Los estudios histologicos se llevaron a cabo en el laboratorio de

histologia del mismo centro de investigacion.
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Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos de suspensiones mixtas hongo-bacteria y bacteria-
bacteria evaluados en las pruebas de compatibilidad in vitro e in vivo

Tratamiento  Codigo Género
| E3 B21  F. oxysporum (E3) / Bacillus spp. B21
2 E3B31  F. oxysporum (E3) / Bacillus spp. B31
3 E3 P52  F. oxysporum (E3) / Pseudomonas spp. P52
4 E3 P58  F. oxysporum (E3) / Pseudomonas spp. P58
5 E4 B21  Fl.oxysporum (E4) / Bacillus spp. B21
6 E4 B31  F.oxysporum (E4) / Bacillus spp. B31
7 E4 P52  F. oxysporum (E4) / Pseudomonas spp. P52
8 E4 P58  F. oxysporum (E4) / Pseudomonas spp. P58
9 El B21 T. atroviride (E1)/ Bacillus spp. B21
10 El1 B31 T. atroviride (E1)/ Bacillus spp. B31
11 El P52 T. atroviride (E1)/ Pseudomonas spp. P52
12 E1 P58 T. atroviride (E1)/ Pseudomonas spp. P58
13 E2 B21 T. atroviride (E2)/ Bacillus spp. B21
14 E2 B31 T. atroviride (E2)/ Bacillus spp. B31
15 E2 P52 T. atroviride (E2)/ Pseudomonas spp. P52
16 E2 P58 T. atroviride (E2)/ Pseudomonas spp. P58
17 B21 B31  Bacillus spp. B21 / Bacillus spp. B31
18 B21 P52 Bacillus spp. B21 / Pseudomonas spp. P52
19 B21 P58  Bacillus spp. B21 / Pseudomonas spp. P58
20 B31 P52 Bacillus spp. B31 / Pseudomonas spp. P52
21 B31 P58  Bacillus spp. B31 / Pseudomonas spp. P58
22 P52 P58  Pseudomonas spp. P52 / Pseudomonas spp. P58

Testigo TA Testigo absoluto

2.3 Determinacion de unidades formadoras de colonias (ufc) y potencial de inéculo

2.3.1 Preparacion de bacterias endofiticas

Bacterias endofiticas cultivadas en Agar Nutritivo durante tres dias fueron utilizadas para la

obtencion de una suspension de células. Se agregaron 10ml de agua destilada al plato Petri

que contenia el cultivo de bacteria y se hizo un raspado con un asa esterilizada para

desprender las células; la suspension obtenida fue filtrada en un beaker a través de una gasa

esterilizada y se llevo a un volumen de 500ml con agua destilada. El recuento de ufc se
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realizd utilizando un hematocimetro de Neubauer en un microscopio Olympus BH2 con

aumento 40x (Figura 5).

Figura 5. Protocolo para el recuento de ufc y determinacion del potencial de inoculo de las
bacterias endofiticas

2.3.2 Preparacion de hongos endofiticos

Cultivos de dos semanas de crecimiento en Agar Papa Dextrosa (PDA) al 100% fueron
utilizados para la preparacion de una suspension de esporas. La determinacion de ufc se

realiz6 mediante el procedimiento descrito en el numeral 2.3.1 (Figura 6).

Figura 6. Protocolo para el recuento de ufc y determinacion del potencial de indculo de los
hongos endofiticos

2.4 Prueba biolégica in vitro para determinar la compatibilidad entre bacterias y hongos
endofiticos

2.4.1 Cocultivo de bacterias y hongos endofiticos

Suspensiones individuales de bacterias y hongos endofiticos fueron obtenidas mediante el
procedimiento descrito en los numerales 2.3.1 y 2.3.2 y fueron ajustadas a una concentracioén

de 1x10%fc/ml en condiciones asépticas. Posteriormente, se hicieron las combinaciones
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hongo-bacteria y bacteria-bacteria en una relacion 50:50 de acuerdo a cada uno de los
tratamientos establecidos (Cuadro 2). Utilizando una micro pipeta calibrada se coloco 0.1 ml
de la suspension mixta en un plato Petri con PDA al 100% y se dispersé cuidadosamente por
todo el plato utilizando una asa previamente esterilizada. Cada plato fue identificado y sellado
con papel parafilm y almacenado en camara oscura a 26°C. Se estableci6 un testigo absoluto y
cinco repeticiones para cada tratamiento. La compatibilidad de los agentes bioldgicos se
determind evaluando la presencia o ausencia de cada microorganismo en los cocultivos en

platos Petri. Las observaciones se realizaron cada 24 horas, durante siete dias consecutivos.

2.5 Prueba bioldgica in vivo para determinar la compatibilidad entre bacterias y hongos
endofiticos y su patrén de colonizacion en la planta

2.5.1 Proteccion de vitroplantas con agentes biologicos

Vitroplantas de banano del cultivar “Gran Enano” (AAA) de cuatro semanas de
endurecimiento colectivo en invernadero fueron inoculadas con suspensiones mixtas de
bacterias y hongos endofiticos para determinar el porcentaje de colonizacion en los 6rganos
de la planta. La inoculacion se realizd sumergiendo el sistema radical de las vitroplantas en
una suspension de 1x10%ufc/ml, de acuerdo a cada tratamiento, por 5 minutos. Posteriormente
las plantas fueron sembradas en vasos plasticos de 250ml con una mezcla esterilizada de
tierra y arena en una relacion 1:1. La esterilizacion del sustrato se realizé en horno eléctrico a
300°C durante 8 horas. Se establecieron cinco repeticiones por tratamiento, colocando las
plantas al azar, con espacio entre ellas para evitar contaminacion durante el riego, y

permanecieron en invernadero a una tem2peratura de 25+2°C durante siete dias.

Figura 7. Protocolo de inoculacion de vitroplantas de banano con aislamientos endofiticos
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2.5.2 Desinfeccion superficial de tejidos para evaluacion de colonizacion

Siete dias después de la inoculacion con los agentes bioldgicos, las plantas fueron trasladadas
al laboratorio de raices del CATIE. Las raices fueron lavadas y separadas del cormo mediante
un bisturi, al igual que el pseudotallo. Posteriormente, se establecieron muestras compuestas a
partir de las cinco plantas de cada tratamiento y se cortaron segmentos de aproximadamente
Icm. de los tejidos de raiz, cormo y pseudotallo. En condiciones asépticas, los segmentos de
raiz fueron sumergidos en una solucion de cloro al 2,5% por tres minutos con agitacion
constante, seguidamente se hicieron dos lavados con agua destilada estéril, tres minutos cada
uno. Un total de veinte segmentos cortados transversalmente, fueron tomados al azar y
cultivados en PDA 10%. El mismo procedimiento se realiz6 para los segmentos de cormos y
de pseudotallos. El crecimiento de micelio de los hongos endofiticos y de las células de las
bacterias endofiticas en cada uno de los segmentos fue evaluado diariamente durante siete

dias. El porcentaje de colonizacion fue calculado dividiendo la cantidad de segmentos

colonizados entre el total de segmentos evaluados y el resultado obtenido se multiplicé por

100.

Figura 8. Protocolo de desinfeccion superficial de raices, cormos y pseudotallos para prueba
de colonizacion

2.6 Estudios histologicos

Los ocho tratamientos de suspensiones mixtas hongo-bacteria y bacteria-bacteria que
presentaron mejor efecto en la disminucion del porcentaje de penetracion de R. similis (Art.2)
fueron seleccionados para evaluar los patrones de colonizacion de los agentes bioldgicos en
los tejidos internos del sistema radical (cuadro 3). Para esto se utilizaron vitroplantas de
banano del cultivar “Gran Enano” (Musa AAA) de cuatro semanas de endurecimiento

colectivo en invernadero, las cuales fueron inoculadas con las suspensiones mixtas mediante
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el procedimiento descrito en el apartado 2.5.1 y sembradas en vasos plasticos de 250ml, con
arena esterilizada. Siete dias después, las plantas fueron trasladadas al laboratorio de raices
donde el sistema radical de cada planta fue lavado y separado del cormo utilizando un bisturi.
Las raices fueron clasificadas en raices de primer orden, de segundo orden y de tercer orden.
Se tomaron secciones de cada muestra de aproximadamente 1cm. de largo y se colocaron en
viales que contenian una solucién fijadora FAA (Formaldehido al 40%, Alcohol etilico al
95%, Acido acético glacial y agua) durante 48 horas. Posteriormente, las muestras fueron

llevadas al laboratorio de histologia de CATIE para su analisis.

Cuadro 3. Tratamientos seleccionados para estudios histologicos

Tratamiento Cédigo Género

1 E3B31  F. oxysporum /Bacillus

2 E3 P58  F. oxysporum /Pseudomonas
3 E4 B31  F.oxysporum /Bacillus

4 E4 P52  F. oxysporum /Pseudomonas
5 E4 P58  F. oxysporum /Pseudomonas
6 El1 B21 T. atroviride /Bacillus

7 E2 P58 T. atroviride |Pseudomonas
8 B21 P52  Bacillus /Pseudomonas

Testigo TA Testigo absoluto

2.6.1 Procesamiento de muestras

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de histologia de CATIE. Después de 48
horas en FAA, las muestras fueron deshidratas en una serie ascendente de concentracion de
etanol (50-70-80-90-95-100), durante una hora en cada concentracion. Posteriormente, fueron
colocadas por categoria en historesina a 4°C por 12 horas. Una vez endurecida la historesina,
se formaron bloques y se procedio a realizar cortes de laminas de resina de 4 micras de grosor
con un micrometro rotatorio. Cada lamina fue colocada sobre portaobjetos y se hizo una
tincion del tejido radical utilizando Toluidina azul al 1%. El crecimiento de los agentes
biologicos en los tejidos internos de las raices fue observado en un microscopio optico Nikon

Microphot FX (Figura 9).
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Figura 9. Protocolo de procesamiento de muestras de tejido radical para estudios
histologicos

2.7 Diseiio experimental y analisis estadistico para pruebas de compatibilidad in vivo

La evaluacion in vivo consisti6 en 16 inoculaciones combinadas hongo-bacteria y 6
inoculaciones combinadas bacteria-bacteria, con dos aislamientos pertenecientes al género
Fusarium (E2, E3), dos aislamientos pertenecientes al género Trichoderma (E1, E2), dos
bacterias del género Bacillus (B21, B31) y dos bacterias del género Pseudomonas (P52, P58)
y un testigo absoluto, sin agentes de biocontrol. Se utilizdé un Analisis de Varianza para un
disefio completamente al azar para comparar los porcentajes de colonizacion de los agentes
bioldgicos al sétimo dia de la evaluacion. El modelo estadistico para este arreglo de

tratamientos se define matematicamente de la siguiente manera:

Yij=u+Ti+eij  Donde;

Yij = variable a medir

n = media general

Ti = efecto del i-ésimo tratamiento
eij = error experimental

Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico INFOSTAT 2007.

34



3. Resultados

3.1 Determinacion de unidades formadoras de colonias (ufc) y potencial de indculo

Los resultados obtenidos en el recuento de ufc demuestran que las bacterias tienen mayor
potencial de inoculo en comparacion con los hongos. La cantidad de ufc/ml fue

significativamente mayor en las bacterias que en los hongos (p<0,0001).

Cuadro 4. Unidades formadoras de colonias (ufc) de las bacterias y hongos endofiticos
evaluados

Codigo Género ufc/ml Caracterizacion
B31 Bacillus spp. 2 4,50x1 0 e Translucida, rugosa, brillante, baston
P58  Pseudomonas spp. 2 1,48x10" d  Blanca, translucida, lisa, varilla
P52 Pseudomonas spp. 2 1,16x10" ¢  Blanca, translicida, lisa, varilla
B21 Bacillus spp. 2 6,307(106 b  Blanca, rugosa, baston
El Trichoderma atroviride ' 5,86x1 0° b Redonda
E3 Fusarium oxysporum ! 3,28x10° a  Curvada
E2 Trichoderma atroviride ' 2,72x10° 2 Redonda
E4 Fusarium oxysporum ' 1,69x10° 5 Curvada

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

'Contabilizado en cultivos de dos semanas de crecimiento en PDA 100%
2Contabilizado en cultivos de tres dias de crecimiento en AN 100%

3.1.1 Descripcion morfologica de las estructuras de los agentes biologicos en estudio

Las bacterias presentaron patrones de crecimiento muy similares entre ellas, excepto por B21
que exhibe un crecimiento particular que asemeja la produccion de micelio, de color blanco y
apariencia rugosa. Las colonias de P52 y P58 presentaron apariencia lisa y con una coloracion
blanquecina, translucida. Por su parte, B31 exhibi6 un crecimiento amorfo, sin una coloracién

definida, translucida y brillante (Figura 10).
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1 b

A. Bacillus spp. (B21)  B. Bacillus spp. (B31) C. Pseuomonas spp. (P52) D. Pseudomonas spp. (P58)

Figura 10. Crecimiento de bacterias endofiticas en Agar Nutritivo tres dias después de
cultivadas

Los hongos endofiticos presentaron variabilidad en la apariencia y coloracion de las colonias
entre géneros. Los aislamientos de 7. atroviride presentaron coloracion en tonos de verde y
crecieron mas rapidamente en comparacion con las cepas no patogénicas de F. oxysporum. La
superficie de la colonia fue granular, con desarrollo difuso que cubri6 todo el plato. Por su
parte, los aislamientos de F. oxysporum presentaron coloracion en tonos violeta, crecimiento

de micelio mas lento y superficie con apariencia algodonosa (Figura 11).

A. T. atroviride (E1) B. T. atroviride (E2) C. F. oxysporum (E3) D. F. oxysporum (E4)

Figura 11. Crecimiento de hongos endofiticos en Agar Papa Dextrosa al 100% dos semanas
después de cultivados

3.1.2 Descripcion de las estructuras reproductivas de los agentes bioldgicos en estudio

Las colonias de bacterias pertenecientes al género Bacillus fueron diferentes entre ellas en
forma, tamafio y en cantidad de ufc/ml. B21 presento la forma de baston, caracteristica de su
género mas grande y menos abundante que B31. Por otra parte, la forma, tamafio y cantidad
de ufc/ml fue muy similar entre los dos aislamientos del género Pseudomonas. Tanto P52
como P58 presentaron forma de varilla, mas pequenas y abundantes que la B21, pero

semejantes a la B31.
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A. Bacillus spp. (B21) B. Bacillus spp. (B31) C. Pseudomonas spp. (P52) D. Peudoonas spp. (P58)

Figura 12. Colonias de bacterias endofiticas observadas a una resolucion de 40x

Las estructuras reproductivas de los hongos endofiticos observadas fueron micelio, micro y
macroconidias y clamidosporas, con caracteristicas diferentes entre los géneros Trichoderma
y Fusarium (Figura 13). Las conidias de 7. atroviride presentaron forma redondeada, mas
pequefias que las de Fusarium. Las macroconidas de Fusarium fueron curvadas, pluriseptadas
con una célula apical mas o menos puntiaguda; en tanto las microconidias presentaron forma
redondeada. No se observaron diferencias en las estructuras reproductivas entre aislamientos

del mismo género.

A. T. atroviride (E1) B. T. atroviride (E2) C. F. oxysporum (E3) D. F. oxysporum (E4)

Figura 13. Estructuras reproductivas de los hongos endofiticos observadas a una resolucion
de 40x

3.2 Prueba bioldgica in vitro para determinar la compatibilidad entre bacterias y hongos
endofiticos

En este bioensayo se evalud la presencia o ausencia de los agentes bioldgicos cocultivados en
platos Petri con PDA al 100%. Todos los tratamientos evaluados presentaron crecimiento de
los dos organismos presentes en cada combinacion. NO se presentd ningun caso de

incompatibilidad (Figura 14).
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Figura 14. Compatibilidad in vitro entre bacterias y hongos endofiticos después de 72 horas
de cocultivo. A, no hay incompatibilidad entre Trichoderma atroviride EI y Bacillus spp.
B31; B, no hay incompatibilidad entre Fusarium oxysporum E3 y Bacillus spp. B21; C, no
hay incompatibilidad entre Trichoderma atroviride E1 y Pseudomonas spp. P52

3.3 Prueba biologica in vivo para determinar la compatibilidad entre bacterias y hongos
endofiticos y su patron de colonizacion en la planta

En este bioensayo se evalud la colonizacion de los agentes bioldgicos en los tejidos internos
de las plantas (raiz, cormo y pseudotallo). Todos los tratamientos evaluados presentaron

colonizacidn en todos los tejidos. NO se observaron casos de incompatibilidad.

En general, todos los agentes de biocontrol evaluados fueron muy eficientes en colonizar
cormo, raiz, y pseudotallo (Cuadro 5). Los mayores porcentajes de colonizacion combinada
de hongos y bacterias se encontraron en los cormos (90,31%), seguida de pseudotallos
(55,94), y en menor grado en las raices (55,78). En las suspensiones mixtas bacteria-bacteria,
los mayores porcentajes de colonizacion se encontraron en los cormos (100%), raices

(91,67%) y en menor grado en los pseudotallos con 78,33%.

Cuadro 5. Colonizacion de bacterias y hongos endofiticos en los organos de las vitroplantas

% de Colonizacion

Seccion HE BE HB BB
Cormo 80,63 b 100,00 b 90,31 b 100,00 b
Raiz 22,50 a 89,06 a 55,78 a 91,67 ab

Pseudotallo 25,00 a 86,88 a 5594 a 78,33 a

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)
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Considerando porcentajes de colonizacion promedio por planta, independientemente del
organo colonizado, en lo que corresponde a bacterias en inoculaciones combinadas hongo-
bacteria, se encontrd que todos los tratamientos presentaron valores superiores a 78%, incluso
en 11 de los tratamientos se obtuvo porcentajes de colonizacidon igual o superiores a 90%
(Cuadro 6). Los 3 mejores tratamientos son aquellos en los que estan presentes las bacterias
del género Pseudomonas con 100% de colonizacién independientemente del hongo asociado,

sin diferir estadisticamente del resto (p<0,8480).

Cuadro 6. Porcentaje de colonizacion de suspensiones mixtas de bacterias y hongos
endofiticos en tejidos internos de vitroplantas de banano cv. “Gran Enano” a los siete dias
de evaluacion (énfasis en colonizacion de bacterias)

% de Colonizacion

Trata Cédigo Género Raiz  Cormo Pseudotallo  Promedio

B H B H B H B H
3 E3P52 F. oxysporum /[Pseudomonas 100 35 100 100 100 55 100,00 a 63,33
4 E3P58 F.oxysporum [Pseudomonas 100 10 100 85 100 60 100,00 a 51,67
11 E1P52 T.atroviride /Pseudomonas 100 0 100 90 100 25 100,00 a 38,33
10 EIB31 T. atroviride /Bacillus 100 15 100 100 95 30 98,33 a 48,33
6  E4B31 F.oxysporum /Bacillus 90 5 100 70 100 15 96,67 a 30,00
8  E4P58 F. oxysporum /[Pseudomonas 100 15 100 25 85 0 9500 a 1333
9 EIB21 T. atroviride /Bacillus 85 90 100 &5 100 45 9500 a 7333
16 E2P58 T.atroviride /Pseudomonas 100 30 100 85 85 10 95,00 a 41,67
12 E1P58 T.atroviride /Pseudomonas 85 40 100 100 95 70 93,33 a 70,00
7  E4P52 F.oxysporum /Pseudomonas 75 0 100 55 95 20 90,00 a 25,00
15 E2P52 T.atroviride |Pseudomonas 100 5 100 100 70 0 90,00 a 35,00
5 E4B21 F.oxysporum /Bacillus 70 5 100 55 90 20 86,67 a 26,67
2 E3B31 F.oxysporum /Bacillus 70 0 100 90 8 30 85,00 a 40,00
14 E2B31 T atroviride /Bacillus 100 55 100 50 55 0 8500 a 35,00
1 E3B21 F.oxysporum /Bacillus 50 0 100 100 100 20 83,33 a 40,00
13 E2B21 T atroviride /Bacillus 100 55 100 100 35 0 7833 a 51,67

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)
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En el caso de los hongos, el porcentaje de colonizacion fue mucho mas bajo, encontrandose
en un rango de 13 a 73% y s6lo 5 tratamientos estuvieron por encima del 50% (Cuadro 7).
Los mayores porcentajes de colonizacion de hongo se observan en dos combinaciones donde
estd presente 7. atroviride con mas de 70% de colonizacion independientemente de la

bacteria asociada.

Cuadro 7. Porcentaje de colonizacion de suspensiones mixtas de bacterias y hongos
endofiticos en tejidos internos de vitroplantas de banano cv. “Gran Enano” a los siete dias de
evaluacion (énfasis en colonizacion de hongos)

% de Colonizacion

Trata Codigo Género Raiz  Cormo Pseudotallo Promedio Planta
B HB H B H B H
9 EIB21 T. atroviride /Bacillus 85 90 100 85 100 45 9500 73,33 ¢

12 E1P58 T.atroviride /Pseudomonas 85 40 100 100 95 70 93,33 70,00 de
3 E3P52 F. oxysporum [Pseudomonas 100 35 100 100 100 55 100,00 63,33 cde
E3P58 F. oxysporum /Pseudomonas 100 10 100 85 100 60 100,00 51,67 bede

13 E2B21 T. atroviride /Bacillus 100 55 100 100 35 0 78,33 51,67 bede
10 EIB31 T atroviride /Bacillus 100 15 100 100 95 30 98,33 48,33 abcde
16 E2P58 T.atroviride /Pseudomonas 100 30 100 85 85 10 95,00 41,67 abcde

E3B21 F.oxysporum /Bacillus 50 0 100 100 100 20 83,33 40,00 abcde
2 E3B31 F.oxysporum /Bacillus 70 0 100 90 8 30 85,00 40,00 abcde
11  E1P52 T.atroviride /Pseudomonas 100 0 100 90 100 25 100,00 38,33 abcde
14 E2B31 T. atroviride /Bacillus 100 55 100 50 55 0 85,00 35,00 abed
15 E2P52 T.atroviride /Pseudomonas 100 5 100 100 70 0 90,00 35,00 abed
6  E4B31 F.oxysporum /Bacillus 90 5 100 70 100 15 96,67 30,00 abc
5  E4B21 F.oxysporum/Bacillus 70 5 100 55 90 20 86,67 26,67 ab

7 EA4P52 F. oxysporum /Pseudomonas 75 0 100 55 95 20 90,00 25,00 ab
8  E4P58 F. oxysporum /Pseudomonas 100 15 100 25 85 0 9500 13,33 a

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

En cuanto a la colonizacion promedio de las combinaciones hongo-bacteria, todos los
tratamientos estuvieron por encima del 50% (Cuadro 8). Para maximizar el porcentaje de
colonizacién tanto de hongo como de bacteria dentro de las plantas de manera general (raiz,
cormo y pseudotallo) los tratamientos mas interesantes son: en primer lugar la combinacion

Trichoderma atroviride E1 'y Bacillus spp. B21 con 84%, seguido de Fusarium oxysporum E3
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y Pseudomonas spp. P52; y Trichoderma atroviride E1 con Pseudomonas spp. P58, las cuales

también presentaron porcentajes de colonizacion superiores al 80%.

Cuadro 8. Porcentaje de colonizacién promedio de suspensiones mixtas de bacterias y hongos
endofiticos en tejidos internos de vitroplantas de banano cv. “Gran Enano” a los siete dias de
evaluacion

% de Colonizacion

Trata Codigo Género Raiz  Cormo Pseudotallo Promedio
B H B H B H HyB
9 EI1B21 T. atroviride /Bacillus 85 90 100 85 100 45 84,17 b

3 E3P52 F. oxysporum /Pseudomonas 100 35 100 100 100 55 81,67 bde
12 E1P58 T.atroviride /|Pseudomonas 85 40 100 100 95 70 81,67 bd

4  E3P58 F.oxysporum/Pseudomonas 100 10 100 85 100 60 75,83 bdef
10 E1B31 T. atroviride /Bacillus 100 15 100 100 95 30 73,33 bdef
11 EI1P52 T.atroviride /|Pseudomonas 100 0 100 90 100 25 69,17 aef
16 E2P58 T.atroviride /Pseudomonas 100 30 100 85 85 10 68,33 abcdef

13 E2B21 T. atroviride /Bacillus 100 55 100 100 35 0 6500 c

6 E4B31 F.oxysporum /Bacillus 90 5 100 70 100 15 63,33 aef
2 E3B31 F.oxysporum /Bacillus 70 0 100 90 85 30 62,50 cdef
15 E2P52 T.atroviride /Pseudomonas 100 5 100 100 70 0 62,50 acdef
1 E3B21 F.oxysporum /Bacillus 50 0 100 100 100 20 61,67 cdef
14 E2B31 T. atroviride /Bacillus 100 55 100 50 55 0 60,00 bedef
7  E4P52 F. oxysporum/Pseudomonas 75 0 100 55 95 20 57,50 acf
5 E4B21 F.oxysporum /Bacillus 70 5 100 55 90 20 56,67 acf

8  E4P58 F. oxysporum/Pseudomonas 100 15 100 25 85 0 54,17 a

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

La velocidad de crecimiento de las bacterias fue evidentemente mayor con respecto a los
hongos. En 14 de los 16 tratamientos de inoculacion combinada hongo-bacteria, las bacterias
presentaron porcentajes de colonizacion superiores al 50% en las primeras 48 horas de
evaluacion (Figura 15). Para el dia 5, las bacterias en el 87,5% de los tratamientos (14 de 16)

habian alcanzado valores de colonizacion entre 80% y 100%.
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Figura 15. Porcentaje de colonizacion de bacterias endofiticas en los tratamientos de
suspensiones mixtas hongo-bacteria evaluado en vitroplantas de banano cv. “Gran Enano”

En el caso de los hongos, fue necesario esperar hasta siete dias para observar porcentajes de

colonizacion superiores al 30% en por lo menos el 50% de los tratamientos (Figura 16).

% Colonizacion

Figura 16. Porcentaje de colonizacion de hongos endofiticos en los tratamientos de
suspensiones mixtas hongo-bacteria evaluado en vitroplantas de banano cv. “Gran Enano”
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Los seis tratamientos correspondientes a inoculaciones combinadas bacteria-bacteria,
presentaron porcentajes de colonizacion superiores al 68%. Todas las combinaciones de

Bacillus spp. con Pseudomonas spp. estuvieron por encima del 80% (Cuadro 9).

Cuadro 9. Porcentaje de colonizacion de suspensiones mixtas de bacterias en los tejidos
internos de vitroplantas de banano cv. “Gran Enano” a los siete dias de evaluacion

% de Colonizacion

Trata Codigo Género Raiz Cormo Tallo Promedio
18 B21P52 Bacillus / Pseudomonas 100 100 100 100,00 b
17 B21B31 Bacillus/ Bacillus 100 100 95 98,33 b
21  B31P58 Bacillus / Pseudomonas 100 100 95 9833 b
19 B21P58 Bacillus / Pseudomonas 100 100 75 91,67 b
20 B31P52 Bacillus /| Pseudomonas 65 100 85 83,33 ab

22 P52P58 Pseudomonas/ Pseudomonas 85 100 20 68,33 a

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

3.4 Estudios histologicos

Siete dias después de la inoculacién con suspensiones mixtas hongo-bacteria y bacteria-
bacteria, fue posible evidenciar la presencia de los agentes biologicos en los tejidos internos
de las raices, especialmente en el caso de los hongos endofiticos. Fue evidente la presencia de
micelio y clamidosporas de T. atroviride y F. oxysporum en raices de segundo y tercer orden

(Figura 17).

A. T. atroviride B. F. oxysporum

Figura 17. Hongos endofiticos en los tejidos internos de raices de segundo orden de
vitroplantas de banano del cv. “Gran Enano” siete dias después de la inoculacion,
observadas a una resolucion de 20x
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No fue posible observar colonias de bacterias del género Pseudomonas en los tejidos internos
de las raices analizadas. En cuanto a las colonias del género Bacillus, se logrd observar
claramente la presencia de Bacillus spp. B21 en el tejido interno de raices de segundo orden

(Figura 18). No se observaron colonias de Bacillus spp. B31.

Figura 18. Bacillus spp. B2l en los tejidos internos de raices de segundo orden de
vitroplantas de banano del cv. “Gran Enano” siete dias después de la inoculacion,
observadas a una resolucion de 40x

4. Discusion

4.1 Determinacion de unidades formadoras de colonias (ufc) y potencial de inéculo

Sikora (2002) sugiere que el control de fitoparésitos y patdégenos de la raiz es mas efectivo
cuando los agentes de biocontrol son altamente competentes en la rizosfera, o bien, son
capaces de colonizar el tejido radical endofiticamente. Por lo tanto, evidenciar el potencial de
indculo es clave para predecir la habilidad de un microorganismo de colonizar el sistema
radical. Asimismo, un alto namero de ufc, indica que se requerira menor cantidad de inoculo
para la proteccion del material de siembra, ya sea semillas, plantulas o material proveniente
de cultivo de tejidos, lo cual representaria un menor costo econdmico para su
implementacion. Esto se comprob6 con los resultados obtenidos en esta investigacion, ya que
para las inoculaciones requeridas en el ensayo de colonizacion se requirié una menor cantidad
de indculo de las bacterias en comparacion con los hongos, ya que las primeras presentaron

mayor cantidad de ufc/ml.
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4.2 Prueba biologica in vitro para determinar la compatibilidad entre bacterias y hongos
endofiticos

De acuerdo con los resultados obtenidos en condiciones in vitro los cuatro agentes biologicos
evaluados son compatibles, aun cuando todos fueron aislamientos de tejidos internos de las
raices del banano y por lo tanto es posible que ocupen nichos ecoldgicos similares, no hay
evidencia de competencia ni antagonismo entre si, incluso es probable que se complementen
uno al otro y por lo tanto expresen un efecto sinérgico en el biocontrol de patéogenos. Por otra
parte, estd completamente demostrado que tanto Bacillus como Pseudomonas pueden
establecer relaciones simbidticas con otros microorganismos de la rizosfera, como por
ejemplo micorrizas (Lindermann 1992), lo cual también tiene un efecto positivo en la
proteccion de la planta. Asimismo, existe informacion de referencia en cuanto a la
combinacion de hongos endofiticos con éxito en el biocontrol de nematodos en el cultivo de
banano (zum Felde et al. 2006) y se ha demostrado compatibilidad de bacterias y hongos en

el biocontrol de patdégenos del suelo en otros cultivos (Guetsky ef al. 2001).

4.3 Prueba bioldgica in vivo para determinar la compatibilidad entre bacterias y hongos
endofiticos y su patron de colonizacion en la planta

Segtin los resultados de las pruebas de colonizacion no hay casos de incompatibilidad en el
crecimiento in vivo de las poblaciones endofiticas evaluadas. La mayoria de las
combinaciones de bacterias y hongos endofiticos tuvieron la capacidad de colonizar todos los
organos de la planta analizados: raiz, cormo y pseudotallo. Esta capacidad de colonizacion
vertical en toda la planta evidencia el comportamiento endofitico tanto de las bacterias como
de los hongos. Los mayores porcentajes de colonizacidén se presentaron en los cormos y en
menor grado en pseudotallo. Esto debido probablemente a caracteristicas propias de los
tejidos internos de los cormos (almacenamiento de nutrientes) que les confieren mayor
atraccion hacia los microorganismos. Paparu et al. (2004) registraron resultados similares al
evaluar los porcentajes de colonizacién de dos cepas no patogénicas de F. oxysporum en
vitroplantas de banano de los cultivares Kibuzi y Nabusa. Los porcentajes de colonizacion
obtenidos fueron mayores (p<0,05) en cormos y menores en raices, con 33,67% y 17,84%
respectivamente. Sin embargo, la colonizaciéon en cormos decayd en el transcurso de 12

semanas en tanto la colonizacion en raices se mantuvo constante. Es posible que la habilidad
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de los agentes biologicos de colonizar y persistir en un 6rgano determinado de la planta esté
relacionada con su origen (6rgano de la planta del cual fueron aislados), y con las

caracteristicas fisiologicas de ese 6rgano en particular (Gold y Dubois 2005).

Independientemente del 6rgano colonizado, tanto el grupo de Pseudomonas como Bacillus
presentaron porcentajes de colonizacion superiores a 75%, destacdndose el grupo de
Pseudomonas. Resultados similares fueron encontrados por Nuifiez (2006) quien compar? el
porcentaje de colonizacion de Pseudomonas spp. y Bacillus spp. de forma individual en
vitroplantas de banano cv. “Gran Enano”. El proceso de colonizacion de las raices por parte
de Pseudomonas y Bacillus ha sido bien estudiado por diversos autores, quienes coinciden en
que tal proceso presenta varios pasos: en primer lugar las células de la bacteria se adhieren a
sitios adecuados de la raiz, seguidamente se multiplican y distribuyen a lo largo del sistema
radical compitiendo con otros microorganismos por espacio 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 (Weller 1983, Loper et al. 1985,
Liftchitz et al. 1987). Los altos porcentajes de colonizacion de Pseudomonas y Bacillus
observados en esta investigacion posiblemente se deben a que ambos géneros fueron aislados
de material sano de raices de banano y la condicion de ser endofiticas naturales les confiere la
habilidad de crecer rapidamente en el interior de la planta. Sin embargo, es importante
destacar que la habilidad de un microorganismo de crecer mas rapido que otro no
necesariamente indica que es mejor en el control del patdégeno, especialmente cuando se

encuentra en combinacion con otros agentes de biocontrol (Guetsky ef al. 2001).

Las interacciones negativas y/o positivas entre agentes de biocontrol inoculados en la planta,
o entre estos y los microorganismos nativos de la rizosfera, pueden influenciar su
comportamiento en la colonizacion del sistema radical, de ahi la importancia de que los
agentes de biocontrol seleccionados para inoculaciones multiples sean endofiticos
compatibles (Hallmann y Berg 2006). La compatibilidad puede evaluarse en pruebas in vitro
y predecir de alguna manera los resultados en la planta, no obstante, se podrian presentar
casos en que la combinacion de agentes biologicos incompatibles in vitro aumente la
supresion del patdgeno, ya que los agentes co-inoculados no influyen el uno en el otro in vivo

debido a la separacion espacial dentro del sistema radical. O bien, la produccion de
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compuestos secundarios antagonistas in vitro tienen lugar en la fase estacionaria pero no

juegan un rol importante en los procesos de colonizacion (Duffy et al. 1996, de Boer 1999).

4.4 Estudios histologicos

Como resultado de los estudios histologicos realizados, fue posible observar e identificar
algunas de las estructuras reproductivas de los hongos endofiticos en los tejidos internos del
sistema radical de las vitroplantas de banano siete dias después de su inoculaciéon. Asimismo,
fue posible comprobar la presencia de colonias de Bacillus B21 en los tejidos internos de
raices de segundo y tercer orden. Esto comprueba la habilidad de colonizacion de los agentes
biologicos evaluados. Aunque las bacterias demostraron ser mejores colonizadoras que los
hongos en todos los tratamientos evaluados en pruebas de compatibilidad in vivo, la presencia
de los hongos fue mas evidente en los estudios histologicos en comparacion con las bacterias.
Esto puede deberse a las caracteristicas particulares de tamafio y forma de cada uno de los
agentes evaluados. Las bacterias, aunque son mas abundantes, tienen menor tamafio y
requieren otro tipo de equipo y de metodologias para su observacién, como por ejemplo la
microscopia electronica. Un microscopio electronico de barrido (SEM) puede ampliar los
objetos 200.000 veces o mas y al contrario que los microscopios de transmisiéon o los
microscopios Opticos, produce imagenes tridimensionales realistas de la superficie del objeto

(Bloemberg y Carvajal 2006).

5. Conclusiones

5.1 Determinacion de unidades formadoras de colonias (ufc) y potencial de indculo

e Las bacterias pertenecientes al género Bacillus fueron diferentes entre ellas en tamafio y

en cantidad de ufc/ml. B21 present6 forma de baston, mas grande y menos abundante que

B31.
e La forma, tamafio y cantidad de ufc/ml fue muy similar entre los dos aislamientos del
género Pseudomonas. Tanto P52 como P58 presentaron forma de varilla, mas pequefias y

abundantes que la Bacillus B21, pero semejantes a la B31.
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e Las estructuras reproductivas de los hongos endofiticos presentaron caracteristicas
diferentes entre géneros, no asi entre aislamientos del mismo género. Las conidias de
Trichoderma son redondeadas, mas pequenas y abundantes que las de Fusarium. Las
macroconidas de Fusarium son curvadas, pluriseptadas con una célula apical puntiaguda,

en tanto las microconidias son de forma redondeada.

5.2 Prueba bioldgica in vitro para determinar la compatibilidad entre bacterias y hongos
endofiticos

e No se presentaron casos de incompatibilidad en los tratamientos hongo-bacteria ni en los

tratamientos bacteria-bacteria en las pruebas in vitro.

e La evaluacion de crecimiento de hongos y bacterias en plato Petri se debe realizar a partir
de las 24 horas de cocultivo, ya que el crecimiento de las bacterias es muy rapido y podria

no observarse una vez desarrollado el micelio del hongo cocultivado.

5.3 Prueba bioldgica in vivo para determinar la compatibilidad entre bacterias y hongos
endofiticos y su patron de crecimiento en la planta

e No se presentaron casos de incompatibilidad entre las bacterias y hongos endofiticos
evaluados en vitroplantas de banano del cultivar “Gran Enano”. Todos los agentes

biologicos evaluados fueron capaces de colonizar raiz, cormo y pseudotallo de la planta.

e Las bacterias fueron mejores colonizadoras de organos de la planta que los hongos,
presentando un rango de 78 a 100% de colonizacidon promedio en combinaciones hongo-
bacteria y un rango de 68 a 100% de colonizacién en combinaciones bacteria-bacteria,

mientras los hongos presentaron un rango de colonizacion de 13 a 73%.

e Las combinaciones hongo-bacteria presentaron porcentajes de colonizacion promedio en

un rango de 54 a 84%, destacandose la combinacion de 7. atroviride E1 'y Bacillus B21.

e Las combinaciones Bacillus-Pseudomonas presentaron porcentajes de colonizacion

promedio de 83 a 100%, destacandose la combinacion Bacillus B21 y Pseudomonas P52.
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Para evaluar porcentaje de colonizacion de combinaciones bacteria-bacteria se requiere un
maximo de cinco dias, ya que las bacterias colonizan rapidamente. Para evaluar
porcentaje de colonizacion de combinaciones hongo-bacteria es importante realizar las
observaciones diariamente durante al menos siete dias, ya que las primeras colonias de
bacterias se pueden observar 24 horas después del cocultivo, pero el crecimiento del

hongo es més lento.

El porcentaje de colonizacion de combinaciones hongo-bacteria es mayor en los cormos
(90%) y menor en las raices y pseudotallos (56%). Asimismo, el porcentaje de
colonizacidon de combinaciones bacteria-bacteria es mayor en los cormos (100%) y menor

en raices (91,67%) y en pseudotallos (78,33%).
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VI. Articulo 2.

Efecto de las inoculaciones combinadas de hongos y bacterias endofiticas sobre el
biocontrol de Radopholus similis y en la promocion de crecimiento de plantas de banano

del cultivar “Gran Enano” (Musa AAA)

1. Introduccion

El nematodo barrenador Radopholus similis es uno de los principales causantes de pérdidas
en la produccion en el cultivo de banano en las zonas tropicales y subtropicales. El nematodo
penetra el sistema radical y se alimenta del tejido celular, debilitando la absorcion de
nutrientes y el sistema de anclaje de la planta (Pinochet 1986, Gowen y Quénéhervé 1990). El
control generalizado de los fitonematodos en banano se ha basado en el uso de dos a tres
aplicaciones de nematicidas alcanzando un valor de USD 350 a 400 por hectdrea por afio
(Pocasangre et al. 2004, Martinuz et al. 2007). Por otra parte, estd completamente
comprobado el efecto negativo de los nematicidas en el ambiente y la salud humana. Por lo
tanto, es necesario desarrollar nuevas estrategias de manejo como lo es el uso de agentes

biologicos de control de patogenos (Sikora 1992, Araya ef al. 1995).

Se ha demostrado que la aplicacion de una combinacion de agentes de biocontrol podria
simular la situacién natural de colonizaciones multiples de microorganismos en la planta y
representar una estrategia de control mas consistente que la aplicacion individual de los
mismos (Pierson y Weller 1994). Sin embargo, la mayoria de las investigaciones se han
basado en la aplicacion individual de agentes biologicos y no en las mezclas. En el caso
particular de banano (Musa AAA), se ha profundizado en el estudio de los microorganismos
endofiticos. Investigaciones realizadas en CATIE, por més de diez afos, demuestran que el
10% de los hongos endofiticos colectados presentan actividad antagonista sobre Radopholus
similis, en plantas del subgrupo Cavendish (Pocasangre et al. 2004). Reducciones de hasta
90% en la poblacion final del nematodo en el sistema radical han sido encontradas
(Pocasangre ef al. 2000). Resultados similares han sido hallados en estudios realizados en el
Instituto Internacional de Agricultura Tropical, en Uganda. Dubois et al. (2004) y Paparu et

al. (2004) han documentado que hongos endofiticos del género Fusarium tienen gran
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potencial de biocontrol por su comprobada habilidad de colonizacion y su actividad
antagonista contra R. similis en el sistema radical de banano. Recientemente, aplicaciones
individuales de bacterias endofiticas de los géneros Pseudomonas y Bacillus han evidenciado
una actividad de biocontrol de R. similis superior al 80% en condiciones de invernadero

(Nufiez 2006, Quesada 2006).

Existen pocos estudios sobre el efecto de las combinaciones de agentes de biocontrol contra
nematodos, y estos por lo general se refieren mas a la combinacion de hongos-hongos que a la
combinacion hongos-bacterias. zum Felde et al. (2006) estudiaron la eficacia de
inoculaciones combinadas de hongos endofiticos sobre el control de R. similis y demostraron
que la combinacion de aislamientos del género Trichoderma y cepas no patogénicas de
Fusarium oxysporum produjo una reducciéon mayor de la cantidad final de R. similis en
comparacion con las inoculaciones individuales. Sin embargo, no existen estudios de
combinaciones de bacterias con bacterias y bacterias con hongos endofiticos para el
biocontrol de R. similis en banano. Consecuentemente, la presente investigacion tuvo como
objetivo evaluar el efecto de la inoculacion individual y combinada de bacterias y hongos
endofiticos en el biocontrol de R. similis mediante la evaluacion de la reduccion en la
penetracion y tasa de reproduccion del nematodo en el sistema radical. Adicionalmente, se
evalud, en experimentos separados, el efecto de las combinaciones de los agentes bioldgicos
sobre la promocidn de crecimiento de las plantas en ausencia de R. similis, en condiciones de

invernadero.

2. Materiales y métodos

2.1 Material experimental

Para este estudio se realizaron tres bioensayos utilizando vitroplantas de banano (Musa AAA)
del cultivar “Gran Enano” provenientes de un laboratorio comercial de cultivo de tejidos. Los
agentes bioldgicos evaluados fueron dos bacterias del género Bacillus spp. (B21 y B31) y dos
de Pseudomonas spp. (P52 y P58), provenientes de fincas comerciales de banano en la Zona
Atlantica de Costa Rica. Ademas, dos cepas no patogénicas de Fusarium oxysporum

recolectadas en Sixaola y Talamanca, Costa Rica, y dos de Trichoderma atroviride,
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provenientes de suelos supresivos de Guatemala y Costa Rica. Todos los aislamientos fueron

seleccionados por su conocida actividad de biocontrol sobre R. similis (Nuiez 2006, zum

Felde et al. 2006). Se evalud un total de ocho inoculaciones individuales de los agentes

biologicos, 22 combinaciones hongo-bacteria y bacteria-bacteria, un testigo absoluto, un

testigo referencial y un testigo quimico (Cuadro 10).

Cuadro 10. Tratamientos evaluados en bioensayos de penetracion y biocontrol de
Radopholus similis, y en la promocion de crecimiento de vitroplantas de banano cv. “Gran

Enano” (AAA)

Tratamiento Codigo Género
1 E3 Fusarium oxysporum
2 E4 Fusarium oxysporum
3 El Trichoderma atroviride
4 E2 Trichoderma atroviride
5 B21 Bacillus spp.
6 B31 Bacillus spp.
7 P52 Pseudomonas spp.
8 P58 Pseudomonas spp.
1 E3B21  F. oxysporum (E3)/ Bacillus spp. B21
2 E3B31  F. oxysporum (E3)/ Bacillus spp. B31
3 E3 P52  F. oxysporum (E3)/ Pseudomonas spp. P52
4 E3 P58  F. oxysporum (E3)/ Pseudomonas spp. P58
5 E4 B21  F. oxysporum (E4)/ Bacillus spp. B21
6 E4 B31  F. oxysporum (E4)/ Bacillus spp. B31
7 E4 P52  F. oxysporum (E4)/ Pseudomonas spp. P52
8 E4 P58  F. oxysporum (E4)/ Pseudomonas spp. P58
9 El B21 T. atroviride (E1)/ Bacillus spp. B21
10 E1 B31 T. atroviride (E1)/ Bacillus spp. B31
11 E1 P52 T. atroviride (El)/ Pseudomonas spp. P52
12 E1 P58 T atroviride (E1)/Pseudomonas spp.P58
13 E2 B21 T. atroviride (E2)/ Bacillus spp. B21
14 E2 B31 T. atroviride (E2)/ Bacillus spp. B31
15 E2 P52 T. atroviride (E2)/ Pseudomonas spp. P52
16 E2 P58 T atroviride (E2)/Pseudomonas spp. P58
17 B21 B31  Bacillus spp. B21 / Bacillus spp. B31
18 B21 P52  Bacillus spp. B21 / Pseudomonas spp. P52
19 B21 P58  Bacillus spp. B21 / Pseudomonas spp. P58
20 B31 P52  Bacillus spp. B31 / Pseudomonas spp. P52
21 B31 P58  Bacillus spp. B31 / Pseudomonas spp. P58
22 P52 P58  Pseudomonas spp. P52 / Pseudomonas spp. P58
Testigo TA Testigo absoluto (sin BE, sin HE, sin R. similis )
Testigo TQ Testigo quimico (con R. similis y Terbufos 10GR)
Testigo TR Testigo referencial (con R. similis )
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2.2 Bioensayo de penetracion de Radopholus similis en vitroplantas de banano (Musa AAA)
2.2.1 Proteccién y siembra de vitroplantas

Vitroplantas de banano en fase cuatro, con cuatro semanas de endurecimiento colectivo en
invernadero, fueron inmersas por 5 minutos en una suspension a una concentracion de 1x10°
ufc/ml de acuerdo a los diferentes tratamientos (Cuadro 10). Posteriormente las plantas fueron
sembradas en una mezcla esterilizada de tierra y arena en una relacion 1:1 contenida en vasos
plésticos de 250ml de capacidad. El sustrato utilizado fue esterilizado en un horno eléctrico
durante 8 horas a una temperatura de 300°C. Las plantas fueron distribuidas al azar en el
invernadero, separando individualmente cada planta para evitar contaminacién durante el

riego, y permanecieron en invernadero durante siete dias a una temperatura de 25+£2°C. Se

establecieron cinco repeticiones para cada tratamiento.

r

Figura 19. Protocolo de inoculacion de vitroplantas de banano con aislamientos endofiticos

2.2.2 Cultivo monoxénico de Radopholus similis

R. similis obtenidos de subcultivos en discos de zanahoria esterilizados preparados en CATIE,
fueron reproducidos seglin la metodologia descrita por O'Bannon y Taylor (1968) y Dochez
et al. (2000). En condiciones asépticas, zanahorias frescas previamente desinfectadas con
detergente liquido, fueron asperjadas con alcohol al 95% y flameadas por tres veces
consecutivas. La cdscara de las zanahorias fue removida y se realizaron cortes transversales
con un bisturi sobre papel toalla previamente esterilizado, para obtener discos de 3 a Smm
aproximadamente. Cada disco fue transferido con pinzas estériles a platos Petri de 35mm

debidamente identificados y sellados con papel parafilme (Figura 20).
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Figura 20. Protocolo de preparacion de discos de zanahoria para la reproduccion de
Radopholus similis

Cultivos asépticos de R. similis en discos de zanahoria fueron seleccionados para realizar
subcultivos del nematodo. En condiciones estériles se procedio al lavado de los platos que
contenian los cultivos para obtener una suspension de nematodos que fue recolectada en un
tubo de ensayo estéril. Para la esterilizacion superficial de los nematodos se prepar6 una
solucion de 6000ppm de sulfato de estreptomicina, la cual fue agregada al tubo de ensayo que
contenia los nematodos y se dejo reposar durante tres horas. Posteriormente, se procedio a

retirar el sobrenante y hacer dos lavados con agua destilada estéril.

Una vez desinfectados los nematodos, se procedid a la inoculacion de los discos de zanahoria
en platos Petri, aplicando tres gotas de la suspension de aproximadamente 100 nematodos en
10ul de agua en tres diferentes puntos de cada disco, utilizando una micropipeta calibrada.

Los platos Petri fueron identificados y sellados con papel parafilm, y almacenados en

incubadoras bajo condiciones de oscuridad a una temperatura de 27°C.

Figura 21. Protocolo de preparacion de Radopholus similis para su inoculacion en discos de
zanahoria
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2.2.3 Inoculacion de vitroplantas con Radopholus similis

Dos semanas después de la inoculacion con los agentes bioldgicos, las plantas fueron
inoculadas con 500 nematodos/planta. La inoculaciéon se realizd aplicando 3ml de una
suspension calibrada de R. similis en tres agujeros de 1 a 2cm de profundidad, alrededor del
area radical de cada planta utilizando una pipeta Ependorf calibrada, agitando la suspension
continuamente mediante un motor de aire, para asegurar una aplicacion homogénea de los
nematodos. El efecto de las inoculaciones individuales y combinadas de agentes bioldgicos en
la reduccion de la penetracion de R. similis en el sistema radical de la planta fue comparado
con un control absoluto, un control referencial y un testigo quimico que consistido en la
aplicacion de Terbufos 10GR a una concentraciéon de 10ppm en la mezcla de suelo (Cuadro

10).

Preparacion del TQ Nematodos Suspension Inoculacion

Figura 22. Metodologia utilizada en el bioensayo de penetracion

2.2.4 Evaluacion del porcentaje de penetracion de Radopholus similis

La cantidad de nematodos presentes en el sistema radical de las plantas fue obtenida por el
método de licuado y tamizado utilizado en el Laboratorio de Nematologia de Corbana S.A.
descrito por Araya (2002). El porcentaje de penetracion fue determinado comparando la
actividad de inhibicion de la penetracion en plantas tratadas con respecto al testigo referencial

inoculado con nematodos, sin agentes bioldgicos.
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Figura 23. Proceso de extraccion de nematodos utilizado en el bioensayo de penetracion

2.3 Prueba de biocontrol de Radopholus similis en vitroplantas de banano (Musa AAA)

En este bioensayo se utilizaron vitroplantas de seis semanas de endurecimiento colectivo en
invernadero. El efecto de las inoculaciones individuales y combinadas de los agentes
bioldgicos en el biocontrol de R. similis fue comparado con un testigo absoluto, un testigo

referencial y un testigo quimico (Cuadro 10).

La proteccion de plantas se realizo segun la metodologia descrita en el numeral 2.2.1. Luego
las plantas fueron sembradas en sustrato estéril en bolsas plasticas de 1,5 litros de capacidad.
Dos semanas después de la proteccion, se realizd la inoculacion de los nematodos siguiendo
la metodologia descrita en el numeral 2.2.3. Posteriormente, las plantas fueron distribuidas al

azar y permanecieron en invernadero durante seis semanas a una temperatura de 25+2°C.

Preparacion de endofiticos Vitroplanta Inoculacion Siembra

Figura 24. Protocolo de inoculacion de vitroplantas de banano con aislamientos endofiticos
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La extraccion de los nematodos se realizo mediante la metodologia descrita en el numeral
2.2.4. El porcentaje de biocontrol de R. similis de los tratamientos evaluados se determino
comparando la poblacién final del nematodo en el sistema radical de las plantas protegidas

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

Figura 25. Protocolo de extraccion de nematodos utilizado en la prueba de biocontrol de
Radopholus similis

2.4 Efecto de los agentes biolégicos en la promocién de crecimiento de las plantas

Para la evaluacion del efecto de los agentes bioldgicos sobre la promocion de crecimiento de
vitroplantas de banano del cultivar “Gran Enano” se estableci6 un bioensayo con la misma
metodologia descrita para la prueba de biocontrol pero sin la inoculacion de R. similis. Las
plantas fueron distribuidas al azar y permanecieron en invernadero durante ocho semanas a

25+2°C.

Después de ocho semanas, se procedié a la evaluacién de los parametros de promociéon de
crecimiento. Para esto, las plantas fueron trasladadas al laboratorio de raices del CATIE. Las
raices fueron lavadas y separadas del cormo; una vez pesadas se colocaron en contenedores
plasticos de 250ml con agua corriente, tapados y debidamente identificados. Se registrd
también el peso del sistema foliar de cada planta. Finalmente, se analizé la morfologia del
sistema radical mediante un escaneo con el Hewlett Packard Scan Jet 6100C/T y el programa
WinRhizo® (Version 5.1; Regent Instruments, Canadd). Se determin6 longitud (cm/m?),
didmetro promedio (mm), volumen (cm?) y area superficial (cm?) del sistema radical de cada
planta. El efecto individual y combinado de los agentes bioldgicos fue comparado con un
testigo absoluto y un testigo quimico, ya que no existid tratamiento con inoculacion de

nematodos.
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2.5 Diseiio experimental y analisis estadistico para bioensayos de biocontrol y promocién de
crecimiento

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar para evaluar los bioensayos de penetracion,
biocontrol y promocion de crecimiento con un Analisis de Varianza individual para cada
variable estudiada (Cuadro 11). El modelo estadistico para este arreglo de tratamientos se

define matematicamente de la siguiente manera:

Yij=pu+ Ti+eij Donde;

Yij = Variable a medir

n = MEDIA general

Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento
eij = Error experimental

Cuadro 11. Variables de respuesta a evaluar para determinar la actividad biocontroladora
de los endofiticos (bacterias y hongos) contra Radopholus similis y su efecto en la promocion
de crecimiento de vitroplantas de banano cv. “Gran Enano”

Evaluacion In vivo

Actividad antagonista de bacterias y Promocion de crecimiento y morfologia
hongos endofiticos contra Radopholus similis de las raices
Nematodos totales Peso del sistema foliar (g)
Nematodos por gramo de raiz Peso fresco de raices (g)
% de biocontrol de nematodos Diametro de raices (mm)

Volumen radical (cm3)
Area superficial de las raices (sz)
Longitud radical/volumen (cm/mg)
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3. Resultados

3.1 Bioensayo de penetracion de Radopholus similis en vitroplantas de banano

Siete dias después de la inoculacion con R. similis, el nimero de nematodos en las raices fue
menor en las plantas inoculadas con los agentes biologicos que en las plantas testigo
referencial (TR), con diferencias altamente significativas (p<0,0001). Los porcentajes de
penetracion de los diferentes tratamientos oscilaron en un rango de 3 a 26%, en comparacion
con 29% del TR. En 28 de los tratamientos evaluados, el efecto de los agentes bioldgicos en
la penetracion de R. similis fue estadisticamente similar al efecto observado con la aplicacion
de Terbufos 10GR (5%) con porcentajes de penetracion entre 3 y 18%. Las inoculaciones
combinadas redujeron ain mas la penetracion de nematodos que las inoculaciones
individuales, siendo las combinaciones hongo-bacteria las que presentaron mejores resultados

(Cuadro 12).

En cuanto al comportamiento de los hongos en las combinaciones, F. oxysporum presentd un
mejor efecto en reducir la penetracion de R. similis que T. atroviride, independientemente de
la bacteria asociada. En el caso de las bacterias, tanto Pseudomonas como Bacillus mostraron
su potencial antagonista en todas las combinaciones hongo-bacteria y bacteria-bacteria, sin
embargo, en el caso de P58 y B21, no se presentaron diferencias significativas con respecto al
testigo referencial cuando fueron inoculadas de forma individual. En general, los mejores
tratamientos, con porcentaje de penetracion igual o menor al testigo quimico fueron las

combinaciones E4P58, E4B21, E4P52, E2P58, E1B21 y la inoculacion individual de B31.
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Cuadro 12. Porcentaje de penetracion de Radopholus similis en plantas de banano cv. “Gran
Enano” siete dias después de la inoculacion

Trata. Coadigo Género Nematodos Penetracion
Totales %
16 E4 P58 F. oxysporum /[Pseudomonas 16 a 3,12
14 E4 B31 F. oxysporum /Bacillus 19 ab 3,75
15 E4 P52 F. oxysporum /Pseudomonas 22 abc 4,37
6 B31 Bacillus 25 abed 5,00
17 E1l B21 T. atroviride /Bacillus 25 abed 5,00
24 E2 P58 T. atroviride /|Pseudomonas 25 abed 5,00
TQ Testigo quimico 25 abcd 5,00
4 E2 T. atroviride 28 abcd 5,62
12 E3 P58 F. oxysporum /Pseudomonas 31 abcd 6,25
26 B21 P52  Bacillus/Pseudomonas 31 abcd 6,25
2 E4 F. oxysporum 38 abcd 7,50
10 E3 B31 F. oxysporum /Bacillus 38 abcd 7,50
21 E2 B21 T. atroviride /Bacillus 44 abcde 8,75
27 B21 P58  Bacillus /Pseudomonas 47 abcdef 9,37
3 El T. atroviride 50 abcdefg 10,00
11 E3 P52 F. oxysporum [Pseudomonas 50 abcdefg 10,00
13 E4 B21 F. oxysporum /Bacillus 50 abcdefg 10,00
23 E2 P52 T. atroviride | Pseudomonas 50 abcdefg 10,00
1 E3 F. oxysporum 53 abcdefg 10,62
9 E3 B21 F. oxysporum /Bacillus 53 abcdefg 10,62
7 P52 Pseudomonas 59 abcdefg 11,87
30 P52 P58  Pseudomonas /Pseudomonas 59 abcdefg 11,87
20 El P58 T. atroviride /Pseudomonas 63 abcdefg 12,50
25 B21 B31  Bacillus /Bacillus 63 abcdefg 12,50
28 B31P52  Bacillus /Pseudomonas 66 abcdefg 13,12
18 E1 B31 T. atroviride /Bacillus 81 abcdefgh 16,25
22 E2 B31 T. atroviride /Bacillus 81 abcdefgh 16,25
29 B31 P58  Bacillus/Pseudomonas 88 abcdefgh 17,50
19 El P52 T. atroviride /[Pseudomonas 91 abcdefghi 18,12
8 P58 Pseudomonas 109 hij 21,87
5 B21 Bacillus 131 ij 26,25
TR Testigo referencial 147 ] 29,37

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

3.2 Prueba de biocontrol de Radopholus similis en vitroplantas de banano

Seis semanas después de la inoculacion con nematodos, veintiséis de los tratamientos con
agentes bioldgicos presentaron una disminucion en la poblacion final de R. similis en el
sistema radical de 29 a 93% en comparaciéon con el testigo referencial, presentandose
diferencias altamente significativas (p<0,0001). Veintiun tratamientos, correspondientes al

70% del total evaluado con agentes biologicos, presentaron actividad antagonista
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estadisticamente similar al testigo quimico (88%), correspondiendo a porcentajes de
biocontrol entre 62 y 93%. Las combinaciones E1P58, E1P52, y la aplicacion individual de
B31 presentaron porcentajes de biocontrol mayores que el testigo quimico, sin diferir
estadisticamente. Ademas, siete tratamientos presentaron entre el 80 y 90% de biocontrol,
mientras otros cinco estuvieron en un rango de 70 a 80%; ocho se ubicaron en el rango de 50
a 70% y los tres tratamientos restantes no alcanzaron el 50% de biocontrol. Las inoculaciones
combinadas redujeron aun mas la cantidad de nematodos que las inoculaciones individuales,

siendo las combinaciones hongo-bacteria las que presentaron mejores resultados (Cuadro 13).

Cuadro 13. Rangos de efecto de los tratamientos evaluados para el biocontrol de Radopholus
similis en vitroplantas de banano cv. “Gran Enano”, con diferencias significativas con
respecto al testigo referencial

Tratamientos Biocontrol Tratamientos
(%) Cantidad Porcentaje
E1P58, E1P52, B31 >90 3 9
E2P52, TQ, E1B21, P52, B21P58, B21, P58, B21P52 80 -90 7 21
E2, E4P52, E1B31, E3P52, El 70 - 80 5 15
E3, E4P58, E3B21, E3B31, E4B21, E4, B31P58, E2B31 50 -70 8 24
E2B21, E4B31, P52P58, TR < 50 3 9

En cuanto al comportamiento de los hongos en las combinaciones, 7. atroviride presentd un
mejor efecto en reducir la poblacion final de R. similis que F. oxysporum independientemente
de la bacteria asociada. Por su parte las bacterias del género Pseudomonas presentaron mejor
actividad de biocontrol en combinacidon con hongos que las bacterias del género Bacillus

(Cuadro 14).

La proteccion de plantas con agentes de biocontrol tuvo un importante efecto en la reduccion
de la tasa de reproduccion del nematodo, es decir, el nimero de veces que R. similis se
reprodujo respecto a la cantidad de nematodos inoculados inicialmente. En 12 de los
tratamientos evaluados con plantas protegidas con endofiticos, la tasa de reproduccion fue
menor que 1, lo cual indica que R. similis no se reprodujo. La tasa de reproduccion en plantas

no protegidas fue de 3,91 (cuadro 14).
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Cuadro 14. Efecto de inoculaciones individuales y combinadas de bacterias y hongos
endofiticos sobre el control de Radopholus similis en vitroplantas cv. “Gran Enano”, seis

semanas después de la inoculacion con nematodos

Pesoraiz  Nem. Total Biocontrol Tasa Densidad
Trata. Cédigo Género (@ # % Reproduccion R. similis /g de raiz
20 E1P58 T. atroviride |Pseudomonas 10,24 abed 128 a 93 0,26 a 13 a
19 E1P52 T. atroviride |Pseudomonas 10,29 abed 141 a 93 0,28 a 14 ab
6 B31  Bacillus 10,50 abed 163 a 92 0,33 a 15  abc
23 E2P52 T atroviride | Pseudomonas 11,55 od 228  ab 88 046 ab 20  abed
TQ  Testigo quimico 10,41 abed 244  abc 88 0,49 abc 23 abed
17 E1 B2l T atroviride /Bacillus 9,64 abc 306 abcd 84 0,61 abed 32 abede
7 P52 Pseudomonas 9,55 abc 316 abced 84 0,63 abed 33 abede
27 B21 P58 Bacillus /Pseudomonas 9,38 abc 325 abced 83 0,65 abed 35  abedef
B21  Bacillus 9,81 abc 350 abcd 82 0,70  abcd 36 cdefg
P58  Pseudomonas 10,20 abed 353  abed 82 0,71 abed 35  abede
26 B21 P52 Bacillus/Pseudomonas 9,00 abc 369 abcd 81 0,74  abced 41  abedef
4 E2 T atroviride 9,54 abc 450 abcde 77 0,90 abcde 47  abedef
15 E4 P52 F. oxysporum [Pseudomonas 9,78 abc 481 abede 75 0,96 abcde 49  abedef
18 E1B31 T atroviride /Bacillus 11,10 bed 491 abede 75 0,98 abede 44 abcdef
11 E3 P52 F. oxysporum /Pseudomonas 9,06 abc 522 abcdef 73 1,04 abedef 58  abcdef
3 El T atroviride 10,33 abcd 584 abcdef 70 1,17 abedef 57  abedef
1 E3  F. oxysporum 8,44 ab 640 abcdef 67 1,28 abedef 76  efg
16 E4 P58 F. oxysporum/Pseudomonas 8,06 a 703 bedefg 64 141 bedefg 87 fg
9 E3B21 F. oxysporum [Bacillus 10,76 abed 716 bedefg 63 1,43 bedefg 66  abedefg
10 E3B31 F. oxysporum /Bacillus 10,25 abed 741 cdefg 62 148 cdefg 72  bedefg
2 E4  F. oxysporum 10,10 abcd 744  cdefg 62 1,49 cdefg 74 defg
13 E4B21 F. oxysporum /Bacillus 11,23 bed 744  cdefg 62 1,49 cdefg 66  abedefg
29 B31 P58 Bacillus/Pseudomonas 9,64 abc 797 defg 59 1,59 defg 83 efg
22 E2B31 T. atroviride /Bacillus 13,04 d 878 efg 55 1,76 efg 67  bedefg
21 E2B21 T. atroviride /Bacillus 8,38 ab 1016 fgh 48 2,03  fgh 121  gh
14 E4B31 F. oxysporum [Bacillus 9,68 abc 1184 ghi 39 237  ghi 122 gh
30 P52 P58 Pseudomonas /[Pseudomonas 8,04 a 1388  hi 29 2,78  hi 173  hi
25 B21 B31 Bacillus /Bacillus 9,55 abc 1547 ij 21 3,09 ij 162 hi
12 E3 P58 F. oxysporum/Pseudomonas 9,16 abc 1566  ij 20 3,13 j 171 i
28 B31 P52 Bacillus /Pseudomonas 9,50 abc 1607  ij 18 321 i 169 i
24 E2P58 T atroviride/Pseudomonas 10,00 abc 1941  j 1 3,88 ] 194 i
TR Testigo referencial 9,08 abc 1956 0 3,91 ] 216 i

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

Los mejores diez tratamientos con actividad de biocontrol contra R. similis se describen en el

cuadro 15. El porcentaje de biocontrol oscild entre 81 y 93% y no difieren estadisticamente

del control quimico Terbufos 10GR que present6 88% de biocontrol.
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Cuadro 15. Seleccion de los mejores diez tratamientos con base en el efecto sobre el
biocontrol de Radopholus similis en vitroplantas cv. “Gran Enano”, seis semanas después de
la inoculacion con nematodos

Peso raiz Nem. Total Biocontrol Tasa Densidad
Codigo Género (g) # % Reproduccion R. similis /g raiz
El1 P58 T. atroviride/Pseudomonas 10,24 abcd 128 a 93 0,26 a 13 a
E1 P52 T. atroviride /Pseudomonas 10,29 abcd 141 a 93 0,28 a 14 ab
B31 Bacillus 10,50 abed 163 a 92 0,33 a 15 abc
E2 P52 T. atroviride/Pseudomonas 11,55 ¢d 228 ab 88 0,46 ab 20 abced
TQ Testigo quimico 10,41 abed 244 abc 38 0,49 abc 23 abced
El1 B21 T. atroviride /Bacillus 9,64 abc 306 abcd 84 0,61 abcd 32 abcede
P52 Pseudomonas 9,55 abc 316 abcd 84 0,63 abcd 33 abcede
B21 P58 Bacillus /Pseudomonas 9,38 abc 325 abed 83 0,65 abced 35  abcdef
B21 Bacillus 9,81 abc 350 abced 82 0,70 abcd 36  cdefg
P58 Pseudomonas 10,20 abecd 353 abed 82 0,71 abed 35  abcde
B21 P52 Bacillus /Pseudomonas 9,00 abc 369 abcd 81 0,74 abcd 41  abcdef
TR Testigo referencial 9,08 abc 1956 j 0 391 j 216 i

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

3.3 Efecto de los agentes biologicos en la promocion de crecimiento de las plantas

Ocho semanas después de protegidas las plantas con los agentes bioldgicos, se encontraron
diferencias altamente significativas (p<0,0001) en las variables de promocion de crecimiento
representadas por peso de raiz y peso total de la planta, al comparar los tratamientos con el
testigo absoluto y el testigo quimico; a excepcion de las plantas protegidas con la inoculacién
individual de Pseudomonas P58 (Cuadro 16). Veinte de los tratamientos evaluados
presentaron un incremento en el peso radical de 26 a 58% en comparacion con el testigo
absoluto (TA), alcanzando valores que oscilaron entre 7,59 y 9,50g en comparaciéon con 6,03g
del TA. Asimismo, plantas protegidas con inoculaciones combinadas de agentes bioldgicos
presentaron un mejor efecto en la promocion de crecimiento que la inoculacion de los mismos
agentes por separado. Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas entre el
testigo quimico y el TA. El tratamiento 30, correspondiente a la combinacion de dos
aislamientos del género Pseudomonas, fue el que presentd los valores mas altos en las
variables de promocién de crecimiento con un incremento en el peso de raiz y peso total de la

planta de 58 y 13% respectivamente, con respecto al TA.
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Cuadro 16. Efecto de las inoculaciones individuales y combinadas de bacterias y hongos
endofiticos sobre la promocion de crecimiento de vitroplantas cv. “Gran Enano”, después de
ocho semanas de crecimiento en invernadero

Trata. Cod. Género Peso Total Peso foliar Peso raiz
® ® (4]
30 P52 P58 Pseudomonas/Pseudomonas 38,53 fgh 29,03 efghij 9,50 i
28 B31 P52 Bacillus/ Pseudomonas 40,41 h 31,08 j 9,34 hi
26 B21P52 Bacillus / Pseudomonas 37,83 efgh 29,26 fghij 8,56 ghi
23 E2P52 T. atroviride /Pseudomonas 35,15 bedefg 26,71 abcedef 8,44 ghi
3 EIl T. atroviride 38,36 fgh 29,93 ghij 8,44 ghi
E4 F. oxysporum 3326 abcd 24,96 a 8,30 ghi
13 E4B21 F. oxysporum /Bacillus 46,83 i 38,54 k 8,29 ghi
11 E3 P52 F. oxysporum/Pseudomonas 36,59 defgh 28,30 bcdefghij 8,29 ghi
4 E2 T. atroviride 3343 abcd 25,16 ab 8,27 ghi
14 E4B31 F. oxysporum /Bacillus 38,90 gh 30,65 ij 8,25 ghi
5 B2l Bacillus 33,14 abed 2491 a 8,23 ghi
25 B21 B31 Bacillus /Bacillus 38,49 fgh 30,33 hij 8,16 ghi
10 E3B31 F. oxysporum /Bacillus 36,25 defg 28,11 bedefghij 8,14 fghi
16 E4 P58 F. oxysporum/Pseudomonas 34,04 abcde 26,01 abcde 8,03 fghi
27 B21 P58 Bacillus /Pseudomonas 34,71 bedef 26,75 abcdef 7,96 efghi
20 E1 P58 T. atroviride/Pseudomonas 38,54 fgh 30,66 1ij 7,88 efgh
6 B3l Bacillus 34,09 abcde 26,28 abcdef 7,81 efgh
12 E3 P58  F.oxysporum/Pseudomonas 36,41 defgh 28,74 defghij 7,68 defg
17 E1B21 T atroviride /Bacillus 36,04 defg 28,40 cdefghij 7,64 defg

19 E1P52 T. atroviride /|Pseudomonas 35,05 bedefg 27,46 abcedefgh 7,59 defg
29 B31 P58 Bacillus spp./Pseudomonas 34,06 abcde 26,58 abcdef 7,49 cdefg

22 E2B31 T atroviride /Bacillus 35,55 cdefg 28,10 bedefghij 7,45 cdefg
9 E3B21 F. oxysporum /Bacillus 34,10 abcde 26,71 abcdef 7,39 cdefg
18 E1B31 T atroviride /Bacillus 34,84 bedefg 27,57 abedefghi 7,27 cdefg
1 E3 F. oxysporum 34,06 abcde 26,98 abcdefg 7,09 bedefg

15 E4P52  F. oxysporum /Pseudomonas 34,84 bedefg 27,79 abcedefghi 7,06 bedefg
24 E2P58 T. atroviride /Pseudomonas 32,75 abed 26,15 abcde 6,60 bedef

21 E2B21 T atroviride /Bacillus 33,95 abcde 27,49 abcdefgh 6,46 abcede

7 P52 Pseudomonas 31,84 abc 25,63 abc 6,21 abcd
TA Testigo absoluto 34,06 abcde 28,04 bedefghij 6,03 abc
TQ Testigo quimico 31,48 ab 25,93 abced 5,55 ab

8 P58 Pseudomonas 30,33 a 25,34 ab 499 a

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)
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En cuanto a la caracterizacion morfoldgica realizada con el programa WinRhizo, se
encontraron diferencias altamente significativas para las variables longitud, didmetro,
volumen y area superficial del sistema radical (p<0,0001) al comparar las plantas protegidas
con agentes biologicos y el testigo absoluto (TA). Las inoculaciones combinadas presentaron
un mejor efecto en el desarrollo de las raices que la inoculacion de los mismos agentes por
separado. Ademads, no se encontraron diferencias significativas entre el TA y el testigo

quimico (TQ).

De los 30 tratamientos correspondientes a inoculaciones individuales y combinadas de los
agentes biologicos, 14 presentaron un incremento en la longitud radical de 25 a 54% con
respecto al TA (1271,07cm/m’), con valores que oscilaron entre 1588,25 y 1957.91cm/m’.
Asimismo, 8 tratamientos fueron estadisticamente diferentes al TA en la variable didmetro
radical en un rango de 0,88 a 0,90mm. En lo que respecta a la variable volumen radical, 20
tratamientos presentaron diferencias altamente significativas con respecto al TA con valores
de 8,53 a 10,98cm’. Finalmente, para la variable area superficial del sistema radical las
diferencias se presentaron en 18 tratamientos en un rango de 403,56 a 510,15cm2. En todos
los casos, las inoculaciones combinadas presentaron un mejor efecto que la aplicacion
individual de los agentes biologicos. Los mejores resultados se obtuvieron con las

combinaciones bacteria-bacteria.
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Cuadro 17. Efecto de las inoculaciones individuales y combinadas de bacterias y hongos
endofiticos en el crecimiento y desarrollo del sistema radical de vitroplantas analizadas
mediante el software WinRhizo

Trata. Cod. Género Longitud Diametro Volumen Area Superficial
(cm/m3) (mm) (cm3) (cm2)
27 B21P58 Bacillus /Pseudomonas 1957,91 o 0,80 abc 10,00 ijkl 494,64 i
4 E2 T. atroviride 1946,00 no 0,78 ab 9,41 efghijkl 479,11 hij
30 P52P58 Pseudomonas /Pseudomonas 1893,01 mno 0,84 bedefgh 10,50 ki 499,07 ij
3 El T. atroviride 1889,22 mno 0,86 cdefghi 10,98 1 510,15 j
18 E1B31 T atroviride/Bacillus 1868,40 Imno 0,83 bedef 10,25 jki 489,86 ij
25 B21B31 Bacillus /Bacillus 1851,28 klmno 0,84 bedefgh 10,31 jkl 489,04 ij
28 B31P52 Bacillus/ Pseudomonas 1771,42 jklmno 0,87 efghi 10,63 ki 486,05 ij
20 E1P58 T atroviride/Pseudomonas  1691,40 ijklmno 0,86 cdefghi 9,91 hijkl 458,5  ghjj
B21 Bacillus 1673,44 hijklmno 0,85 cdefghi 9,63 fghijkl 44921 fghijj
2 E4 F. oxysporum 1663,45 hijklmno 0,87 defghi 9,86 hijkl 453,22  ghijj
11 E3P52 F. oxysporum/Pseudomonas  1656,38 ghijkimn 0,84 bcdefg 9,30 defghijkl 439,36  efghij
24 E2P58 T atroviride |Pseudomonas 1635,42 fghijklm 0,75 a 7,49 abcd 400,11 abcdefgh
1 E3 F. oxysporum 1601,29 efghijklm 0,80 abc 8,10 abcdefgh 403,56 bedefgh
23 E2P52 T atroviride /Pseudomonas 1588,25 defghijkl 0,86 cdefghi 9,19 defghijkl 427,18 cdefghi
10 E3B31 F. oxysporum /Bacillus 1567,53 cdefghijkl 0,89 fghi 9,71 ghijkl 434,16  defghij

16 E4 P58 F. oxysporum/Pseudomonas  1561,65 cdefghijkl 0,89 fghi 9,52 fghijkl 431,04 cdefghi
29 B31 P58 Bacillus spp./Pseudomonas 1561,51 cdefghijkl 0,88 efghi 9,44 fghijkl 429,57 cdefghi
12 E3 P58 F. oxysporum/Pseudomonas  1557,12 cdefghijk 0,87 defghi 9,35 efghijkl 426,29 cdefghi

26 B21 P52 Bacillus / Pseudomonas 1537,95 bedefghij 0,90 hi 9,76 ghijkl 4339  defghij
15 E4P52 F oxysporum /Pseudomonas  1489,92 abcdefghij 0,85 cdefghi 8,49 abcdefghij 398,05 abcdefgh
22 E2B31 T atroviride/Bacillus 1464,80 abcdefghi 0,84 bedefgh 8,21 abedefghi 387,75  abedefg
19 EL1P52 T atroviride/Pseudomonas 144340 abcdefghi 0,88 fghi 8,83 cdefghijk 399,89 abcdefgh
17 E1B21 T atroviride /Bacillus 1426,92 abcdefghi 0,90 i 8,98 cdefghijk 400,91 abcdefgh
9 E3B21 F. oxysporum /Bacillus 1389,85 abcdefgh 0,86 cdefghi 7,96 abcdefg 372,34  abedef
14 E4B31 F. oxysporum /Bacillus 1361,73 abcdefg 0,90 fghi 8,53 bcdefghij 380,43 abedefg
6 B3l Bacillus 1333,10 abcdef 0,87 defghi 7,83 abcdef 360,63 abcde
21 E2B21 T atroviride/Bacillus 1330,94 abcdef 0,86 cdefghi 7,50 abcde 353,09 abcd
TQ Testigo quimico 1326,73 abcde 0,82 bede 6,88 ab 337,63 ab
7 P52 Pseudomonas 1300,57 abed 0,81 abed 6,62 a 328,5 ab
TA Testigo absoluto 1271,07 abc 0,82 bede 6,58 a 32338 a
13 E4B21 F. oxysporum /Bacillus 1247,55 ab 0,90 ghi 7,89 abcdefg 351,27 abe
8 P58 Pseudomonas 1238,37 a 0,87 defghi 7,15 abc 332,68 ab

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

Los diez mejores tratamientos fueron seleccionados con base en su efecto sobre la promocion
de crecimiento representado en las variables peso total y peso radical. Los valores registrados
estuvieron en un rango de 35,15 a 46,83g para peso total y de 7,88 a 9,50g para peso radical,

superando al testigo absoluto que presento valores de 34,06g y 6,03g, y al testigo quimico que
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con valores de 31,48 y 5,55g para peso total y peso radical, respectivamente (cuadro 18). Por
otra parte, para las variables analizadas mediante WinRhizo, representadas principalmente
por didmetro y volumen del sistema radical, los diez tratamientos presentaron valores
superiores que el testigo absoluto y el testigo quimico, con valores que oscilaron entre 0,84 y
0,90 mm para diametro radical y entre 7,89 y 10,50cm’ para volumen radical. Para la variable
longitud radical nueve de los diez tratamientos presentaron valores superiores al testigo

absoluto y testigo quimico, oscilando entre 1361,73 y 1893,01cm/m’ (Cuadro 18).

Cuadro 18. Seleccion de los mejores diez tratamientos con base en el efecto sobre la
promocion de crecimiento de vitroplantas cv. “Gran Enano”, después de ocho semanas de
crecimiento en invernadero

Trata. Cod. Género Peso Total Peso raiz Longitud/volumen Diametro Volumen
[63) 3] (cm/m’) (mm) (cm’)
30 P52 P58 Pseudomonas/Pseudomonas 38,53 fgh 9,50 i 1893,01 mno 0,84 bedefgh 10,50 ki
28 B31 P52 Bacillus /Pseudomonas 40,41 h 9,34 hi 1771,42 jklmno 0,87 efghi 10,63 kil
26 B21 P52 Bacillus /Pseudomonas 37,83 efgh 8,56 ghi 1537,95 bedefghij 0,90 hi 9,76 ghijkl
23 E2 P52 T. atroviride /|Pseudomonas 35,15 bedefg 8,44 ghi  1588,25 defghijkl 0,86 cdefghi 9,19 defghijkl
13 E4 B21 F. oxysporum /Bacillus 46,83 i 8,29 ghi 1247,55 ab 0,90 ghi 7,89 abcdefg
11 E3 P52 F. oxysporum /[Pseudomonas 36,59 defgh 8,29 ghi 1656,38 ghijklmn 0,84 bedefg 9,30 defghijkl
14 E4B31 F. oxysporum /Bacillus 38,90 gh 8,25 ghi 1361,73 abcdefg 0,90 fghi 8,53 bcdefghij
25 B21 B31 Bacillus /Bacillus 38,49 fgh 8,16 ghi 1851,28 klmno 0,84 bedefgh 10,31 jkl
10 E3B31 F. oxysporum /Bacillus 36,25 defg 8,14 fghi 1567,53 cdefghijkl 0,89 fghi 9,71 ghijkl
20 E1P58 T. atroviride /Pseudomonas 38,54 fgh 7,88 efgh 169140 ijklmno 0,86 cdefghi 9,91 hijkl
TA  Testigo absoluto 34,06 abcde 6,03 abc 1271,07 abc 0,82 bede 6,58 a
TQ  Testigo quimico 31,48 ab 5,55 ab  1326,73 abcde 0,82 bcde 6,88 ab

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

4. Discusion

4.1 Bioensayo de penetracion de Radopholus similis en vitroplantas de banano

Estd completamente comprobado que inoculaciones individuales de hongos endofiticos del
género Trichoderma y cepas no patogénicas de Fusarium reducen significativamente la
penetracion de R. similis en el sistema radical de plantas del subgrupo Cavendish (Pocasangre
2000, Niere 2001, Vu 2005). En la presente investigacion, se registro que el uso de
combinaciones de agentes bioldgicos en la proteccion de vitroplantas de banano presentd un
mejor efecto en la reduccién de la penetracion de R. similis en el sistema radical, en

comparacion con inoculaciones individuales de cada agente. Resultados similares fueron
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documentados por Mendoza et al. (2006) quienes encontraron que la combinacion de
Paecilomyces  lilacinus cepa 251 con Fusarium oxysporum cepa 162 redujo
significativamente la penetracion de R. similis en comparacion con las inoculaciones
individuales de cada uno de los hongos. Los mismos autores demostraron que P. lilacinus
tiene un efecto de parasitismo, que la cepa no patogénica de F. oxysporum tiene un efecto de
induccion de resistencia y que el efecto aditivo de ambos mecanismos de accion es el
responsable de la reduccion de la penetracion del nematodo. Por otra parte, zum Felde et al.
(2006) sugieren que el efecto de los hongos endofiticos sobre la penetracion de los nematodos
esta relacionado con un proceso de repelencia, el cual evita que el nematodo se adhiera al
sistema radical y luego penetre al interior de las raices. De igual manera, los mismos autores
consideran que la repelencia a la penetracion es un mecanismo de biocontrol mas plausible

que el propio biocontrol que se da al interior de las raices de la planta.

En la presente investigacion, tanto las combinaciones de F. oxysporum con Pseudomonas spp.
y Bacillus spp. como las combinaciones de Trichoderma con Pseudomonas spp. y Bacillus
spp. fueron capaces de reducir significativamente la penetracion de R. similis en comparacion
con el testigo referencial. Estos resultados sugieren que existe un efecto aditivo entre hongos
y bacterias que es responsable de la reduccion de la penetracion del nematodo. Asimismo, es

muy probable que mecanismos de repelencia y antibiosis estén asociados con este fendémeno.

En otros cultivos también se ha evidenciado que aislamientos de Pseudomonas spp. y
Bacillus spp. son capaces de producir compuestos volatiles toxicos y antibidticos que pueden
afectar a patdogenos del suelo. Por ejemplo en tomate, la aplicacion de Bacillus cereus, B.
subtilis, B. sphaericus, Agrobacterium radiobacter, Pseudomonas fluorescens, P.
chlororaphis y Burkholderia cepacia, redujo la penetracion e inhibid la reproduccion de
Meloidogyne incognita dentro del sistema radical (Jonathan et al. 2000). Del mismo modo,
Siddiqui et al. (2005) encontraron seis aislamientos de rizobacterias Bacillus spp. y
Pseudomonas fluorescens con la habilidad de colonizar las raices e inhibir la eclosion y la
penetracion de Meloidogyne incognita y Heterodera en el cultivo de frijol gandul en India.
Padgham y Sikora (2007) documentan més de 40% de reduccidén en la penetracion de
Meloidogyne graminicola en raices de arroz con la inoculacion de Bacillus megaterium en

comparacion con raices no tratadas.
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4.2 Prueba de biocontrol de Radopholus similis en vitroplantas de banano

Los resultados obtenidos en esta investigacion demostraron que la combinacion de agentes de
biocontrol redujo sustancialmente la reproduccion de R. similis en el sistema radical de las
plantas en comparacion con el uso individual de cada agente, y que posiblemente los
mecanismos de accion sean distintos entre los agentes de biocontrol evaluados, lo cual resulta
en un efecto aditivo y sinérgico de biocontrol. Resultados similares fueron documentados por
zum Felde et al. (2006), quienes trabajaron con inoculaciones individuales y combinadas de
los mismos hongos endofiticos evaluados en la presente investigacion contra R. similis en
plantas de banano cv. “Williams” y encontraron que plantas protegidas con combinaciones de
dos o mas aislamientos presentaron reducciones en la reproduccion del nematodo entre 80 y
86% en comparacion con 62 a 73% de las inoculaciones individuales. De igual manera, otros
autores sugieren que el uso de combinaciones de dos o mas agentes puede resultar en una
supresion mas eficaz y persistente contra los patégenos, ya que sus mecanismos de accion
combinados les confiere un efecto antagonista aditivo y/o sinérgico (Pierson y Weller 1994,

Raupach y Kloepper 1998, Guetsky et al. 2001, Meyer y Roberts 2002).

Esta completamente establecido que cepas de Pseudomonas spp. y cepas no patogénicas de
Fusarium spp. han sido eficaces en el control de patogenos del suelo en varios cultivos. Por
ejemplo, en el combate de la marchites causada por Fusarium en pepino, Park et al. (1988)
demostraron que la combinacion de aislamientos de Pseudomonas fluorescens y cepas no
patogénicas de Fusarium oxysporum redujo la incidencia de la enfermedad, pero fueron
inefectivas cuando se aplicaron por separado. La presencia de F. oxysporum no patogénico
parece aumentar la produccion de exudados radicales, los cuales incrementan la densidad de
P. fluorescens, que a su vez reduce la germinacion de clamidosporas de F. oxysporum
patogénico en la rizosfera de las plantas de pepino. Lemanceau ef al. (1993) hallaron que la
combinacion de un aislamiento de F. oxysporum no patogénico, el cual compite por
carbohidratos, y una cepa de P. putida, que compite por hierro, causé un mayor porcentaje de
reduccion de la marchites causada por Fusarium, en comparacion con la aplicacion individual

de cada agente.
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Existen diferentes mecanismos por medio de los cuales los microorganismos endofiticos
actlan como antagonistas de nematodos fitoparasitos. Sin duda, uno de los principales
mecanismos de accion involucra la produccion de metabolitos secundarios toxicos para los
fitonematodos (Carrol 1988, Sharon ef al. 2001, Mena et al. 2003, Athman et al. 2006).
Hallmann y Sikora (1996) demostraron que un aislamiento endofitico de Fusarium
oxysporum de tomate produjo toxinas contra Meloidogyne incongnita in vitro. Padgham y
Sikora (2007) encontraron que metabolitos secundarios producidos por B. megaterium
redujeron significativamente la eclosion de huevos de M. graminicola in vitro en
comparacion con el testigo. Sikora et al. (2003) sugieren que la produccion de metabolitos
toxicos dentro de la planta, no solo paraliza el nematodo sino que también inhibe el proceso
de infeccion y la busqueda de alimentacion del patéogeno, provocando su muerte. Es posible
que aun cuando no establecieran contacto directo con el nematodo, la produccion de toxinas
de los agentes biologicos pueda inducir mecanismos de defensa en la planta (Pocasangre ef al.
2004, Athman et al. 2006). Sin embargo, existe poca informacion disponible sobre las toxinas
especificas involucradas en la actividad antagonista, tanto de hongos como de bacterias,

contra los nematodos.

El parasitismo es otra forma de control que ejercen los endofiticos contra los nematodos.
Pocasangre (2002) encontrd6 que cuatro aislamientos endofiticos élite de Fusarium y
Trichoderma fueron capaces de parasitar larvas de R. similis en 24 horas de cocultivo.
Asimismo, Meneses (2003) estudi6 el potencial antagonista de hongos endofiticos contra R.
similis y encontro que la mayoria de los aislamientos evaluados tuvo actividad nematicida
superior al 70%. Ademas, indica que los tratamientos pertenecientes al género Fusarium
inmovilizan el nematodo con el micelio y generan sustancias que provocan la desintegracion
del nematodo, mientras que los aislamientos del género Trichoderma presentaron un
envolvimiento miceliar agresivo que paraliza al nematodo pero sin evidenciar algun tipo de
destruccion del mismo. Athman et al. (2006) demostraron que aislamientos endofiticos de F.
oxysporum, obtenidos de raices y cormos de banano, causaron la paralisis y muerte en los
estadios moviles de R. similis e inhibieron la eclosion de los huevos del nematodo en pruebas

in vitro.
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La inoculacién multiple de agentes biologicos representa una estrategia de control de R.
similis que podria, incluso, afectar otros patogenos a la vez, ya que se ha demostrado que
existen aislamientos con potencial antagonista contra mas de un patégeno (Gold y Dubois
2005). Por ejemplo, Dubois et al. (2004) encontraron que el aislamiento V5w2 de F.
oxysporum puede actuar contra Cosmopolites sordidus in vitro y contra R. similis in vitro e in
vivo. Adicionalmente, la inoculacion multiple de agentes biologicos, con efectos de
biocontrol similares o incluso mejores a los obtenidos con la aplicacion de Terbufos 10GR,
podria constituir una importante opcion dentro de una estrategia de manejo integrado de
nematodos, ya que la inoculacidén temprana de plantas derivadas del cultivo de tejidos puede
complementar los beneficios del uso de material limpio, garantizando la proteccion de la
planta desde su interior, previniendo la penetraciéon y reproduccion de los nematodos,
especialmente en las primeras etapas del cultivo (Pocasangre et al. 2004, Gold y Dubois
2005). En el caso de sistemas de produccion organica, la estrategia de proteccion temprana
del material de siembra se complementa con la aplicacion de enmiendas al suelo que, ademas
de incrementar la disponibilidad de nutrientes en el suelo, puede mejorar los mecanismos de
accion de los agentes bioldgicos, tales como la competencia, la depredacion y la antibiosis,
generando un efecto importante en el crecimiento radical y en el desarrollo de la planta (Chen

et al. 2000, Tabora et al. 2002, Marin 2003).

4.3 Efecto de los agentes biologicos en la promocion de crecimiento de las plantas

Los resultados de esta investigacion demostraron que la mayoria de los tratamientos de
plantas protegidas con agentes bioldgicos presentaron un incremento altamente significativo
en variables como peso radical (g) y peso total (g) de la planta. Este efecto de los endofiticos
en la promocion de crecimiento de las plantas, en ausencia de nematodos, fue sefialado por
Pocasangre (2002), quien hall6 que el peso radical y peso total de las plantas fue
incrementado significativamente en plantas inoculadas con hongos endofiticos en
comparacion con el testigo absoluto. Resultados similares fueron documentados por zum
Felde (2002), quien encontrd que plantas inoculadas con aislamientos endofiticos del género
Trichoderma y Fusarium incrementaron el peso radical y foliar de plantas de banano en un 35
y 19% respectivamente, en comparacion con plantas no inoculadas. Asimismo, Meneses

(2003) demostrd que plantas de banano cv. “Gran Enano”, protegidas con inoculaciones
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individuales de hongos endofiticos, presentaron un incremento promedio en el peso radical y
peso foliar de 39 y 29% respectivamente, comparando con el testigo absoluto. Por su parte,
Caiizares (2003) encontrd un incremento de 24% en el peso radical de plantas protegidas con

el aislamiento Fusarium oxysporum S9 en comparacion con el testigo absoluto.

La caracterizacion radical realizada en esta investigacion, mediante el programa WinRhizo,
demostrd, una vez mas, que las inoculaciones combinadas de los agentes de biocontrol tienen
un mejor efecto que la inoculacion de cada agente por separado. Los tratamientos de
inoculacion combinada registraron un incremento en las variables de longitud, volumen,
diametro y area superficial del sistema radical en comparacién con el testigo absoluto y el
testigo quimico. La longitud de las raices fue considerada una de las variables mas
importantes en este estudio, ya que de acuerdo con Turner (2003) la longitud cuantifica la
capacidad que tiene el sistema radical de explorar en el suelo en busca de agua y nutrientes
para su desarrollo. Asimismo, Pocasangre et al. 2004 sugieren que a mayor superficie de
exploracion y absorcion de nutrientes del sistema radical, mayor efecto en el vigor general de

las plantas.

Estd ampliamente documentado que los géneros Pseudomonas y Bacillus son las bacterias
mas frecuentemente aisladas de la rizosfera y tienen un efecto sobre la promocion de
crecimiento en varios cultivos de importancia econémica (Sikora 1992). Los resultados de
esta investigacion demostraron que las combinaciones de Pseudomonas-Pseudomonas y
Pseudomonas-Bacillus presentaron los mejores incrementos en las variables de promocion de
crecimiento representadas por peso, longitud, didmetro, volumen y area superficial del
sistema radical. Por otra parte, el efecto individual de cada una de las bacterias no present6 un
incremento significativo en la promocion de crecimiento de las plantas. Esto confirma la
importancia de las interacciones positivas entre los agentes de biocontrol. De igual forma, el
testigo quimico no manifestd ningln efecto en la promocion de crecimiento de las plantas, lo
cual sugiere que los nematicidas no estimulan el crecimiento de la planta de banano en
ausencia de R. similis. Por otra parte, cuando se han registrado efectos de promocion de
crecimiento de los nematicidas, probablemente se ha debido a que el nematicida tiene efecto
en el control de los nematodos y por lo tanto, la planta logra desarrollarse mejor en

comparacion con plantas no tratadas.
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5.

Conclusiones

5.1 Bioensayo de penetracion de Radopholus similis en vitroplantas de banano

Todos los tratamientos con agentes de biocontrol presentaron porcentajes de penetracion
de Radopholus similis en un rango de 3 a 26% con diferencias estadisticas en

comparacion con el testigo referencial (TR) que present6d un 29% de penetracion.

Las inoculaciones combinadas presentaron mejor efecto en la reduccion de la penetracion

de Radopholus similis que las inoculaciones individuales.

Los tratamientos E4P58, E4B31, E4P52, B31, E1B21 y E2P58 presentaron porcentajes de
penetracion iguales o inferiores al testigo quimico (TQ), oscilando entre 3 y 5%. Los dos
mejores tratamientos fueron E4P58, E4B31 con 3,12% y 3,75%, respectivamente, en

comparacion con el TQ que present6d un 5% y el TR que present6 un 29,37%.

Veintiocho de los treinta tratamientos evaluados con agentes biologicos (93%)
presentaron un efecto estadisticamente similar al TQ y diferente al TR, con porcentajes de

penetracion entre 3 y 18%.

5.2 Prueba de biocontrol de Radopholus similis en vitroplantas de banano

Existe un efecto aditivo y/o sinérgico en el uso combinado de los agentes biologicos

contra Radopholus similis bajo las condiciones de esta investigacion.

Con excepcion de la inoculacion individual con Bacillus spp. B31, que presentd un 92%
de biocontrol, las combinaciones de hongos y bacterias presentaron un mejor efecto de
biocontrol de R. similis en comparacion con el uso de cada agente por separado.
Destacandose los tratamientos EIP58, EIP52 y E2P52 con 93, 93, y 88%

respectivamente.

En las combinaciones hongo-bacteria, los aislamientos del género Trichoderma

presentaron mejor efecto de biocontrol que los aislamientos de Fusarium,
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independientemente de la bacteria asociada. Trichoderma en combinacion con
Pseudomonas presentd un 93% de biocontrol en tanto Fusarium presentd un maximo de

75% en combinacion con Pseudomonas.

Veintiun tratamientos presentaron entre 62 y 93% de biocontrol, similar al testigo quimico
que present6 un 88%, de los cuales quince correspondieron a inoculaciones combinadas y

seis fueron aplicaciones individuales de los agentes de biocontrol.

El efecto de biocontrol de los aislamientos de Pseudomonas fue superior al de Bacillus,
tanto por su efecto individual como por su actividad antagonista en combinaciones hongo-

bacteria (HB) y bacteria-bacteria (BB).

Los diez mejores tratamientos presentaron actividad de biocontrol superior a 80% y tasa
de reproduccion de R. similis inferior a 1, en comparacion con el testigo referencial que

presento una tasa de reproduccion de 3,91.

5.3 Efecto de los agentes biologicos en la promocion de crecimiento de las plantas

Las combinaciones HB y BB presentaron mayor peso radical y peso total de planta que
las inoculaciones individuales de cada microorganismo, en comparacion con el testigo
absoluto (TA). Sobresaliendo los tratamientos P52P58, B31P52 y B21P52 con 9,50g
9,34g y 8,56g en peso radical y 38,53g 40,41g y 37,83g en peso total de la planta,

respectivamente.

Veinte de los tratamientos evaluados presentaron un incremento en el peso radical de 26 a
58% con respecto al TA, alcanzando valores que oscilaron entre 7,59 y 9,50g en

comparacion con 6,03g del TA.

La caracterizacion radical mediante el programa WinRhizo detect6é que las combinaciones
BB y HB presentaron mejor efecto de promocion de crecimiento representado por las
variables longitud, didmetro, volumen y area superficial del sistema radical, en

comparacion con las inoculaciones individuales de cada aislamiento.
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Los diez mejores tratamientos correspondieron a inoculaciones combinadas hongo-
bacteria y bacteria-bacteria, presentando incrementos significativos en longitud, didmetro,
volumen y area superficial del sistema radical. Alcanzando valores que oscilan entre 7,88
y 9,50g para peso de raiz, entre 1247,55 y 1893,01cm/m’ para longitud, entre 0,84 y

0,90mm para didmetro, y entre 7,89 y 10,63cm’ para volumen del sistema radical.

La aplicacion de nematicida Terbufos 10GR, en ausencia de nematodos, no presentd
ningln efecto en la promocion de crecimiento de las plantas bajo las condiciones de este

estudio.

Existe un efecto aditivo y/o sinérgico en el uso combinado de los agentes bioldgicos en la

promocion de crecimiento de las plantas en ausencia de los nematodos.

Recomendaciones generales

Realizar estudios de caracterizaciéon de los metabolitos secundarios que son producidos

por los endofiticos y tienen efecto nematicida contra R. similis en el interior de las plantas.

Se recomienda establecer experimentos de campo para determinar la estabilidad y
consistencia del uso de microorganismos endofiticos como estrategia de control bioldgico

de R. similis en condiciones de campo.

Evaluar el efecto de las inoculaciones multiples con endofiticos mas la aplicacién de
enmiendas organicas para determinar si un incremento en la materia organica puede

potenciar la efectividad del biocontrol contra R. similis.

Pruebas preliminares sugieren que asilamientos de bacterias endofiticas tienen potencial
antagonista contra la enfermedad de marchitamiento producida por el hongo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Mal de Panama). Por lo tanto se recomienda realizar pruebas de
biocontrol con los aislamientos de Bacillus y Pseudomonas evaluados en la presente
investigacion con el fin de determinar su potencial antagonista contra esta importante

enfermedad en el cultivo de banano y platano.
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VII. ANEXOS

Anexo 1. Analisis de varianza para porcentaje de colonizacion de bacterias endofiticas en
vitroplantas de banano cv. “Gran Enano” con inoculaciones combinadas hongo-bacteria

Variable N R? R? Aj CV
% B 48 0,35 0,00 16,03

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3507,29 17 206,31 0,95 0,5338
Tratamiento 1975,00 15 131,67 0,60 0,8480
Seccidn 1532,29 2 766,15 3,52 0,0424
Error 6534, 38 30 217,81
Total 10041, 67 47

Anexo 2. Analisis de varianza para porcentaje de colonizacion de hongos endofiticos en
vitroplantas de banano cv. “Gran Enano” con inoculaciones combinadas hongo-bacteria

Variable N R?2 R2 Aj CV
% H 48 0,77 0,64 50,08

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 45375,52 17 2669,15 5,92 <0,0001
Tratamiento 11949,48 15 796,63 1,77 0,0900
Seccidn 33426, 04 2 16713,02 37,07 <0,0001
Error 13523, 96 30 450,80
Total 58899, 48 47

Anexo 3. Andlisis de varianza para porcentaje de colonizacion de bacterias endofiticas en
vitroplantas de banano cv. “Gran Enano” con inoculaciones combinadas bacteria-bacteria

Variable N R? R?2 Aj CV
% B 42 0,32 0,20 18,86

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4890, 48 6 815,08 2,76 0,0267
Tratamiento 4890,48 6 815,08 2,76 0,0267
Error 10350,00 35 295,71
Total 15240,48 41
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Anexo 4. Analisis de varianza para penetracion de Radopholus similis en el sistema radical
de las vitroplantas de banano cv. “Gran Enano” con inoculaciones individuales y
combinadas de los bacterias y hongos endofiticos

Variable N R? R? Aj CV
%$Penetracibdn 256 0,41 0,31 75,32

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 10424,22 38 274,32 4,01 <0,0001
Trata 10080, 86 31 325,19 4,76 <0,0001
Réplica 343,36 7 49,05 0,72 0,6571
Error 14831, 064 217 68,35
Total 25255,86 255

Anexo 5. Analisis de varianza para biocontrol de Radopholus similis en el sistema radical de
las vitroplantas de banano cv. “Gran Enano” con inoculaciones individuales y combinadas
de los agentes biologicos

Variable N R? R? Aj Cv
R.similis 253 0,56 0,48 69,74

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 70349532, 97 38 1851303,50 7,04 <0,0001
TRAT 67383381,48 31 2173657,47 8,26 <0,0001
REP 2966151, 50 7 423735,93 1,61 0,1336
Error 56293960,11 214 263055,89
Total 126643493,08 252

Anexo 6. Analisis de varianza para la variable peso radical, promocion de crecimiento

Variable N R? R? Aj CV
Peso Raiz 251 0,31 0,21 20,81

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 244,93 31 7,90 3,13 <0,0001
Trata 244,93 31 7,90 3,13 <0,0001
Error 552,53 219 2,52
Total 797,46 250

Anexo 7. Analisis de varianza para longitud radical (WinRhizo), promocion de crecimiento

Variable N R?2 R?2 Aj CV
Longitud 251 0,36 0,27 19,29

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 11064949,17 31 356933, 84 3,91 <0,0001
Trata 11064949,17 31 356933, 84 3,91 <0,0001
Error 19968912,96 219 91182, 25
Total 31033862,13 250
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Anexo 8. Andlisis de varianza para la variable diametro radical (WinRhizo), promocion de
crecimiento

Variable N R? R? Aj CV
Diametro 251 0,27 0,17 7,32

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,32 31 0,01 2,67 <0,0001
Trata 0,32 31 0,01 2,67 <0,0001
Error 0,85 219 3,9E-03
Total 1,17 250

Anexo 9. Andlisis de varianza para la variable volumen radical (WinRhizo), promocion de
crecimiento

Variable N R? R? Aj CV
Volumen 251 0,32 0,22 21,17

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 364,061 31 11,76 3,31 <0,0001
Trata 364,61 31 11,76 3,31 <0,0001
Error 778,31 219 3,55
Total 1142,92 250

Anexo 10. Analisis de varianza para la variable area superficial del sistema radical
(WinRhizo), promocion de crecimiento

Variable N R? R? Aj CV
Area superficial 251 0,34 0,25 19,20

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 729290,76 31 23525,51 3,66 <0,0001
Trata 729290, 76 31 23525,51 3,66 <0,0001
Error 1408286,44 219 6430,53
Total 2137577,20 250
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Anexo 11. Protocolo de procesamiento de muestras de raiz para estudios histologicos

e C(lasificar las muestras de raiz en raices de primero, segundo y tercer orden.

e Tomar secciones de cada muestra de aproximadamente lcm. de largo.

e Colocar las muestras en viales con FAA, debidamente identificados, durante 48 horas

e Deshidratar en una serie ascendente de etanol ( 50-70-80-90-95-100) durante una hora en
cada uno de ellos

e Colocar en historesina a 4°C durante 12 horas

e Preparar los bloques

e Cortar a 4 micras de grosor en el micrétomo rotatorio

e Teiir las [dminas en resina con Toluidina azul al 1% (colorante de uso general)

e Observar al microscopio

Anexo 12. Preparacion del fijador FAA (Formaldehido, dacido acético, alcohol)

Se recomienda para tejidos de planta en general. Se utiliza a temperatura ambiente.

Alcohol etilico (95%).....cccceeneeee 50 ml.
Acido acético glacial...................... 5 ml.
Formaldehido (37-40%)............... 10 ml.
AGUA oo 35ml

Anexo 13. Caracteristicas microscopicas de Fusarium oxysporum

fifif
O gf( | qq -
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Fuente: Control Calidad SEIMC. Disponible en hitp.//www.seimc.org/control/revi_Mico/fusarium.htm
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