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RESUMEN

Se establecieron tres experimentos de invernadero en el Recinto Univer-
sitarto de Moyagiez pora estudiar el potencial de la bacteria Paosteuvria
penetrans (poblacién de Australia) como biorrepresor del nematodo
nadylador Meloidogyne incognite en plontas de tomate. Las raices de
plantas inoculadas con el nematodo, infectado, a su vez, por o bacteria,
presentaron un indice de inoculacién y un numere de lurvas y huevos de
Meloidogyne spp. significativamente menor que las de plantas infectadas
solo con el nematodo.

ABSTRACT

Control of Meloidogyne spp. with Pasteuria penetfrans
{Therne) Sayre and Starr

Three greenhouse experiments were conducied ot the University of
Puerto Rico at Mayagiiez to study the potential of the bacteria Posfeuria
penetrans {an Austrelian population) as o biscontrol agent of the root-
knot nematode Meloidogyne incognita in tomato plants. Roots from plants
infected with the nematode and bacteria had significantly lower root-knot
indexes, and fewer Meloidogyne larvae and eggs than those infected with
the nematode only.

INTRODUCCION

La incorporacién de enemigos naturales como técnica suplementaria
dentro de un programa integrado se ha popularizado en los dltimos afios
(22). En algunos suelos organicos hay organismos que actian como
agentes biorrepresores de nematodos, a saber: protozoarios pardsitos,
artrépodos depredadores, hongos depredadores, procariotas parasitos,
hongos endopardsitos, hongos parisitos de huevos, nematodos depreda-
dores y bacterias parasitas (3, 4, b, 7, 8, 16, 22).

De estos organismos la bacteria Pasteuria penetrans (ex Thorne 1940,
Sayre y Starr 1985) ha recibido mucha atencion por poseer un alto poten-
cial represor sobre el nematodo nodulador, Meloidogyne spp. P. pene-
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trans produce una espora de capas corticales gruesas, resistente a la
desecacion y a algunos fumigantes del suelo (17). Sobrevive por largos
periodos en el suelo (3, 12, 13, 16). No posee estructuras especializadas
para la locomocidn, lo que hace que su diseminacién en el suelo dependa
en gran medida de la percolacién del agua, el tamano de los poros entre
particulas de suelo, practicas culturales y, en menor grado, por las ac-
tividades de algunos invertebrados (3, 7, 12, 13, 15).

El pardsito demuestra una sincronizacion perfecta con el desarrollo y
fisiologia del nematodo nodulador (3, 8, 9, 16, 20), siendo evidente su
parasitismo después de dos mudas del nematodo (fig. 1), La colonizacién
y desarrollo de la bacteria en el interior de una hembra adulta deteriora
su sistema reproductivo, disminuye la produceién de huevos, retarda la
madurez y finalmente le causa la muerte (6, 7, 11, 12, 13, 16, 18).

Pasteuria penefrans representa una opeién verdadera como agente
biorrepresor del nematodo nodulador. Sus caracteristicas permiten su
utilizacion simultdnea con otros métodos de combate o agentes biocon-
troladores (22).

Se evaluo el potencial de control de este organismo sobre una pobla-
cion de M. incegnite en tomate en el invernadero, Se estudié la eficacia
de la bacteria para reducir las poblaciones del nematodo y su efecto sobre
el crecimiento y desarrollo de plantas de tomate.

MATERIALES Y METODOS

Se establecieron tres experimentos de invernadero con plantas de
tomate (Lycopersicum esculentuwm L.) var. Flora Dade, altamente sus-
ceptible al nematodo nodulador. Se trasplantaron plintulas de 5 semanas
de edad, provenientes de un vivero comercial a tiestos plasticos de 14
em. de didmetro que contenfan 350 em? de una mezela de suelo 1:1:1
(arena, cachaza y aluvion) con pH de 7.6 y 2.1% de materia organica.
Antes del trasplante el suelo se esterilizé en autoclave a 15 Ib. de presién
y a 121°C. por 60 minutos.

El inéculo inicial de P. penetrans (poblacién A de Australia) fue
suministrado por G. R. Stirling. La poblacién de la bacteria se aumenté
y se mantuve en plantas de tomate en el invernadero utilizando el método
desarrollado por Stirling y Wachtel (21).

Il primer ensayo comprendid ocho tratamientos; control (sin bacteria,
sin nematodo), bacteria (sin nematodo), nematodo (huevos y larvas del
segundo estadio juvenil de M. incognita), nematodo + bacteria! (suspen-
sion diluida 1:1), nematodo + bacteria? (dilucion 1:2), nematodo + bac-
teria® (dilucién 1:4), nematodo 4 bacteria? (dilucién 1:8) y nematodo +
bacteria® (dilucién 1:16). Se aitadieron 5,000 huevos y larvas del nematodo
a los tratamientos correspondientes. Las suspensiones de bacteria se
prepararon de raices de plantas de tomate inoculadas con el nematodo
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F1a. 1.—Ciclos de vida del nematodo nodulador (Mefoidogyre spp.) y de la espora de
la bacteria pardsita de nematodos (Pastewria peneirans). Al centro se ilustran las etapas
de desarrollo de P. penetrans (ampliadas). [Segun Sayre (17) 1980 y Sayre y Wergin (18)
1977; modificacion por Roberto Vargas, 1989],

nodulador, infectado por la bacteria. Dichas plantas se mantuvieron en
el invernadero por 45 dias. Se tomaron las raices (secas al aire) y se
frituraron en un mortero con agua destilada esterilizada y se filtraron
por un tamiz #710, La suspension se diluyé en agua destilada esterilizada
en un frasco de 1,000 ml. hasta un volumen de 500 ml. El contenido se
vertié en partes iguales en cinco matraces de Erlenmeyer de 250 ml., de
donde se hicieron diluciones en serie (1:1 a 1:16) con agua destilada es-
terilizada. A cada frasco se le anadieron 2 ml. de agua con 5,000 larvas
y huevos de M. incognita libres de la bacteria. Las larvas del nematodo
se extrajeron de las raices siguiendo el método de Hussey y Barker (2).
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Los frascos Erlenmeyer con la suspension se agitaron por 24 horas en
un agitador rotativo (Eberbach Corp., Ann Arbor, Mi.) para permitir la
adhesion de la bacteria a las larvas del nematodo. Se utilizé el mismo
proceso con todos los tratamientos. Cada una de estas diluciones cons-
tituyo un tratamiento de bacteria y nematodo. Las distintas diluciones
se aplicaron alrededor del sistema radical de las plantulas de tomate. Se
tomaron datos de numero inicial de hojas y altura inicial de las plantas.
Se utilizé un disefo de blogques completamente aleatorizado (DBCA) con
einco replicaciones por tratamiento.

Cuarenta y cinco dias después de la aplicacion se tomaron datos de
numero de hojas, altura de la planta, peso seco del follaje, indice de
nodulacién y namero de huevos y larvas por cada sistema radical. Para
el indice de nodulacion en raices se utilizé una esecala de 0 a 5, en la que
0 = Onoédulos, 1 = 1 a3 nodulos, 2 = 4410 nddulos, 3 = 11 a 30 nédulos,
4 = 31 a 100 nédulos y 5 = mas de 100 nédulos (1). Los huevos del
nematodo se extrajeron de las raices utilizando el método de Hussey y
Barker (2). Las larvas se extrajeron del suelo y las raices de las plantas
de tomate por métodos convencionales (14).

En el segundo ensayo se incluyeron cuatro tratamientos: control (sin
bacteria y sin nematodo), bacteria {(polvo bacteriano), nematodo (5,000
larvas y huevos de Meloidogyne spp.) y nematodo con bacteria. El polvo
bacteriano se obtuvo de raices de plantas de tomate infectadas por el
nematodo y la bacteria, las cuales se secaron al aire y se pulverizaron en
una licuadora de alta velocidad por 5 minutos.

Se utilizaron 20 plintulas de tomate. A 10 se les afadieron 5,000
larvas y huevos del nematodo nodulador 7 dias después del trasplante.
A cineco plantulas se les anadié 1.5 g. del polvo bacteriano (Nem + Bace-
teria), 3 dias después de ahadir el nematodo y las otras cinco se dejaron
como tratamiento del nematodo solo. De las restantes 10 plantulas sin
tratar, cinco se inocularon con 1.5 g. del polvo bacteriano y las otras cinco
se dejaron como testigo (sin bacteria y sin nematodo). Cuarenta y cinco
dias después de la iltima inoculacién se tomaron datos similares a los del
primer ensayo y se siguié el mismo procedimiento.

En el tercer ensayo los materiales y procedimientos fueron similares
a los del segundo, excepto que en el tercero se incluyeron dos tratamien-
tos adicionales: plantas tratadas con 5,000 larvas y huevos del nematodo
mds 0.75 g. del polvo bacteriano (Nem + Bacteria') y plantas tratadas con
5,000 larvas y huevos del nematodo mds 3.0 g. del polvo bacteriano
{(Nem + Bacteria®). Los datos tomados fueron los mismos que en el
segundo ensayo.

Lios valores se compararon a base de un anadlisis de varianza y las
diferencias entre las medias se determinaron por la prueba de rangos
multiples de Duncan,
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RESULTADOS Y DISCUSION

La nodulacién en las raices de las plantas inoculadas con el nematodo
solo fue significativamente mis que la de los restantes tratamientos
(cuadro 1).

Hubo diferencias significativas entre las plantas a las que se les anadié
el nematodo solo y las plantas con nematodo mas bacteria en cuanto a
numero de huevos y larvas. Las plantas inoculadas con la densidad mayor
de la bacteria (Nem+ Bac') tuvieron significativamente menos huevos y
larvas que las con densidades m4s bajas. También la nodulacién en las
raices de todos los tratamientos de nematodo mds bacteria fue sig-
nificativamente menos que la de las que se les afadié el nematodo solo.

En el segundo ensayo las raices de las plantas tratadas con el
nematedo y la bacteria (Nem + Bac) tuvieron indices de nodulacién y
ntimero de huevos y larvas significativamente menores que las de las
plantas inoculadas eon el nematodo solo (cuadro 2).

En el tercer experimento las raices de las plantas tratadas con una
mayor densidad bacteriana (Nem + Bae?) mostraron un indice de nodula-

CuaprOo 1.—FKfecio de ctnco suspensiones de esporns de Pasteuria penetrans sobre
Meloidogyne incognita en tomate (Lycopersicon esculentum L.} ¢, Flora Dade
(Fxperimento 1)

Reaccién en la planta

Raices

Indice Follaje

noduwlacion? Ninero peso seco
Tratamiento Hojas'*  Crecimiento?® (0-8) huevos-larvas? (g
Control T4.8 77.6 0.0 a 0.0 a 3.8
Bacteria 74.0 77.2 0.0 a 0.0 a 9.8
Nematodo 7.2 80.2 48 b 41.7 b 95
Nem + Bag! 5.2 80.6 4.0 ¢ 11.1 ¢ 9.6
Nem + Bac? 4.5 82.0 4.0 ¢ 175 d 9.4
Nem + Bac® 78.1 81.4 38 ¢ i8.2 d 9.6
Nem + Bac! 78.8 81.0 3.8 ¢ 19.8 ¢ 9.9
Nem + Bac® 79.3 8.8 38 ¢ 233 d 9.9
C.V. (%) 5.5 3.6 18.1 ¢ 42.1 8.3

'=% hejas = Nim. de hojas final — Num. de hojas inicial x 100
Nim de hojas final
t=0% Cada valor es la media de 5 replicaciones; valores con igual letra no difieren estadis-
tacamente (P =0.05), segiin Ia prueba de rangos multiples de Duncan; Ind. nodulacién 0-5;
0 = ausencia de nddulos; 5 = mis de 100 nédulos.
#= 9% crecimiento = altura final - altura inicial x 100
altura final
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Cuanro 2.—Efecto de Pasteuria penetrans (polvo bacteriuno) sobre M. incognita en tomate
{ Experimento 2).

Reaccion en la Planta

Raices
Nimero
huevos-larvag’ Follaje

Tratamiento Hojas®  Crecimiento® Indice' (0-5) {miles) peso seco ()
Control 57,7 85.1 0.0 a 0.0 a 11.4
Bucteria 59.9 85.9 0.0 a 0.0 a 12.5
Nemaitodo 4.1 86.7 4.2 b 57 b 11.0
Nem + Bacteria 62.3 85.4 3.2 ¢ 1.9 ¢ 11.1
C.V. (%) 10.8 3.3 17.8 26.1 16.4

¢=(Cada valor es la media de 5 replicaciones; valores con igial letra no difieren estadis-
tacamente (F=0.05) segun la prueba de rangos multiples de Dunean; Ind. nodulacion 0-5;
0 = ausencia de nddulos, 5 = mais de 100 nédulos.
#=9 hojas = niimero de hojas final — mim, de hojas inicial % 100
mimero de hojas final
4= 9 crecimiento = altura final — altura inieial x 100
altura final

cién y un numero de huevos y larvas significativamente menor que los
de las plantas tratadas con la densidad bacteriana mas baja (Nem + Bae?!)
(euadro 3). Aparentemente las altas densidades del polvo bacteriano les
permiten a las esporas un mayor y mejor contacto con el nematodo, lo
que disminuye la formacién de nédulos y la produccién de huevos (19).
Hubo diferencias significativas en el nimero de huevos y larvas entre
plantas tratadas con el nematodo y las tratadas con la bacteria. Se ob-
servo un patrén similar en el indice de nodulacién entre los ensayos. El
efecto biorrepresor de la bacteria se demuestra al disminuir el indice de
nodulacién y el nimero de huevos y larvas del nematodo en las diferentes
suspensiones de la bacteria. Segun los indices de noculacion y el nimero
de huevos y larvas, al aumentar la concentracion de la bacteria en el
suelo, el nematodo se controlé mas.

Kl polvo bacteriano es mds eficaz que la suspension de esporas para
controlar M. mcognita en tomate en el invernadero. Tedricamente, todas
las esporas anadidas se adhieren a las larvas; los huevos del nematodo
quedan libres de la bacteria. De estos huevos libres salen segundos es-
tadios juveniles, los que eventualmente reinfectan la planta. No se han
observado esporas de P. penetrans adberidas a huevos de nematodos
(18). Las pruebas que hemos hecho demuestran que bajo condiciones
controladas en el invernadero Pasteuria penetrans posee el potencial
para causar una disminucion significativa del ataque del nematodo
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Cuanro 3.—Efecto de tres densidades de Pasteuria penetrans (polvo bacteriano) sobre
M. incogmita en lomale (Fxperimento 8)

Reaccion en Ia planta

Raices
Indice? Nuamereg!
nodulacion hueve-larvas Follaje
Tratamiento Hojas?  Crecimiento? {0-5) {miles) pese seco ()
Control 62.4 86.7 0.0 a 0.0 a 12.4
Bacteria 65.5 87.1 00 a 0.0 a 12.6
Nemdtodoe BB.1 87.4 4.2 b 18.1 b 13.8
Nem + Bact 64.5 88.0 3.8 be 6.9 ¢ 12.6
MNem + Bac? 61.4 87.1 32 ¢ 2.9 d 12.3
Nem + Bac? 61.6 87.2 2.2 d 1.4 ad 11.7
C.V. (%) 7.3 2.5 25.2 56.9 11.3

'=(lada valor es la media de 5 replicaciones; valores con igual letra no difieren estadistac-
mente (P=0.5), segun la prueba de rangos miltiples de Dunean; Ind. de noculacion 0-5; 0
= ausencia de nédulos, 5 = mas de 100 nodulos.

z=% hgjas = Nuwm. de hojas final — Niom. hojas inicial x 100

nam. de hojas final

3= 9% crecimiento = altura final — altura inicial x 100

altura final

nodulador a las plantas susceptibles. Se presume que las altas densidades
de la bacteria en el suelo probablemente promuevan un mayor control
del nematodo y por ende propicien un mejor desarrolio de la planta, Una
disminucién en la formacion de huevos y larvas podria disminuir con-
siderablemente el dafo ocasionado por el nematodo a la siembra
siguiente.
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