- TR

DOI: https://doi.org/10.29312/remexca.v15i7.3544 Articulo

Rizobacterias para el control de Meloidogyne en
Capsicum annum L. en invernadero

José Alonso Calvo-Arayal”
Victoria Valverde-Juarez!
Martha Orozco-Aceves?
Arlette Orozco-Mufioz?!

1 Laboratorio de Fitopatologia-Escuela de Ciencias Agrarias (ECA)-Universidad Nacional. Apartado
86-3000. Heredia, Costa Rica. (alonso.calvo.araya@una.cr; vickto13@gmail.com; arlette.orozco.munoz@una.cr).

2 Instituto Regional de Estudios en Sustancias Téxicas (IRET)-Universidad Nacional. Apartado 86-3000.
Heredia, Costa Rica. (martha.orozco.aceves@una.cr).

Autor para correspondencia: alonso.calvo.araya@una.cr

Resumen

El siguiente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de tres bacterias promotoras del
crecimiento vegetal; Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas fluorescens y Streptomyces
griseoviridis y dos tipos de fertilizacion; quimica y organica (lombricomposta) en suelo para el
control del nematodo agallador (Meloidogyne sp.), y su efecto en el desarrollo del cultivo de chile en
invernadero. Se realizaron cuatro fertilizaciones, tanto quimicas como organicas, en el momento
del trasplante y a los 15, 30 y 45 dias posteriores al trasplante. El ensayo tuvo una duracion
de cinco meses. Se establecieron un total de nueve tratamientos (tres tipos de bacterias + un
control quimico x dos tipos de fertilizacion + un testigo con agua), cada uno de ellos con cuatro
repeticiones para un total de 36 plantas. Se realizaron mediciones de porcentaje de
agallamiento (PA), indice de agallamiento (IA) y se determiné la eficiencia de los
tratamientos. También se determinaron los pesos secos y frescos, tanto de la parte aérea
como de la raiz de las plantas. El mayor grado de afectacion se presenté en el tratamiento
testigo con un 71.2% de PA, mientras que el menor PA se observé en el tratamiento
fertilizacion quimica x B. amyloliquefaciens. El IA no presentd diferencias significativas entre
tratamientos, debido a que el efecto negativo del agallamiento fue contrarrestado por un
adecuado crecimiento radical, lo cual fue especialmente visible en tratamientos como
fertilizacion quimica x B. amyloliquefaciens y fertilizacion organica x oxamyl.
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Introduccion

El cultivo de chile (Capsicum annuum L.) es la principal especie cultivada del género Capsicum
en Costa Rica. Esta hortaliza es de gran importancia a nivel nacional y mundial, su produccion ha
crecido en los Ultimos afios la cual se estima en unos 4.5 millones de toneladas de producto seco
y 36 millones de producto fresco (FAO, 2021). En el 2019, esta hortaliza tuvo un area cultivada de
3.8 millones de hectéreas (ha), distribuidas en 126 paises en todos los continentes (FAO, 2021).

El nematodo agallador Meloidogyne (Chitwood, 1949) es una de las principales plagas que afecta
a los cultivos horticolas incluyendo al cultivo de chile dulce. Este nematodo puede llegar a causar
pérdidas en la produccién equivalentes a entre $77 y $125 billones (Abawi y Widmer, 2000;
Chitwood, 2003) en diferentes cultivos. Las pérdidas asociadas a este nematodo en el cultivo de
chile a nivel mundial corresponden a mas de un 15% (Tola et al., 2023).

El control de nematodos agalladores en cultivos horticolas se ha basado en el uso de nematicidas
de amplio espectro como cloropicrina, 1,3-dicloropropeno y otros plaguicidas de amplio espectro
(Calvo y Zapata, 2020). Cada vez mas nematicidas estan siendo restringidos debido a su toxicidad
0 impactos ambientales asociados a su aplicacion (Kearn, 2014).

Estos nematicidas son considerados nematostaticos a las dosis recomendadas y los nematodos
logran recobrar movilidad y probablemente vuelven a ser infectivos (Oka, et al., 2012), por lo que
Su uso en algunas ocasiones resulta poco eficiente.

El uso de lombricomposta contribuye a suprimir las poblaciones de nematodos, dentro de los
mecanismos propuestos sobre como la lombricomposta suprime las poblaciones de Meloidogyne
son: expresion de actividades enzimaticas extracelulares de rizobacterias, induccion de la
respuesta de la planta, exclusion competitiva del antagonista microbiano y mejorar la resistencia
de las plantas (Zuhair et al., 2022).

Sin embargo, las alternativas deben ser evaluadas y validadas. Por lo que el objetivo de la presente
investigacién fue evaluar el efecto de tres bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Bacillus
amyloliquefaciens, Pseudomonas fluorescens y Streptomyces griseoviridis) y lombricomposta
aplicada al suelo sobre Meloidogyne y su efecto en el desarrollo y produccién del cultivo de chile.

Materiales y métodos

Material vegetal

El hibrido utilizado fue el Nathalie, desarrollado por Syngenta. Presenta las siguientes
caracteristicas: produce un fruto de maduracion verde-rojo, alto rendimiento.

Ubicacion del experimento

Esta investigacion se realizé en el invernadero de la Finca Experimental Santa Lucia (FESL), de
la Universidad Nacional (UNA), ubicada en Santa Lucia de Barva, Heredia, Costa Rica.

Recoleccidn, tratamiento y caracterizacion de suelo

El suelo utilizado se recolecté de la FESL. Pertenece al orden Andisol. Se recolectaron 400 kg a una
profundidad de 20 cm. Se tamizd y llevo al Laboratorio de Fitopatologia de la UNA. Posteriormente,
se sometid a un proceso de doble esterilizacién en autoclave a 121°C y una presién de 15 psi,
durante 20 minutos (Hattori et al., 2015). Sus caracteristicas fueron: pH 5.9, K 0.69 cmol (+)/L, Ca
7.4 cmol(+)/L, Mg 0.5 cmol(+)/L, acidez 0.3 cmol(+)/L, P 4 mg/L, 10.93% materia organica.

Trasplante de las plantulas

Las plantulas se trasplantaron cuando presentaron cuatro hojas verdaderas, realizando un hoyo
de 5 cm de profundidad en el centro de cada maceta.
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Preparacion de indculo de Meloidogyne e inoculacidn de plantas

Las plantas agalladas fueron transportadas en bolsas plasticas en una hielera para realizar la
extraccion de huevos y juveniles en el Laboratorio de Nematologia de la UNA. La extraccion se
realizé siguiendo la metodologia de Manzanilla-Lopez (2012), de la suspensién de nematodos
extraidos, se tomaron 10 alicuotas de 5 ml para realizar conteos. Se utilizd una suspension de
3.8 ml por planta para inocular 2 000 J, y huevos (unidades de in6culo) (Zhao, et al., 2021). La
inoculacion se realizé siete dias después del trasplante (ddt) en la zona radicular.

Tratamientos evaluados

Se evaluaron dos tipos de fertilizacién: comercial y orgénica, y tres rizobacterias: P. fluorescens,
B. amyloliquefaciens y S. griseoviridis (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos establecidos.

Tratamientos Cédigo No. de repeticiones

1. Fertilizacién quimica + CT 4
testigo comercial (oxamyl)
2. Fertilizacion quimica + P. fluorescens CP 4
3. Fertilizacion quimica CB 4
+ B. amyloliquefaciens

4. Fertilizacién quimica + S. griseoviridis CS 4
5. Fertilizacién quimica + Agua CA
6. Fertilizacion orgéanica + oT

testigo comercial (oxamyl)
7. Fertilizacion organica + P. fluorescens OP 4
8. Fertilizacion organica OB 4
+ B. amyloliquefaciens
9. Fertilizacién organica oS 436
+ S. griseoviridis Total

Aplicacion de los tratamientos

Fertilizacion
Se realizaron cuatro fertilizaciones. En el trasplante, se realiz6 un hoyo de 20 cm al cual se

agregaron 20 g de férmula comercial Abopac 10-30-10 (quimica) o 120 de lombricomposta
(orgénica) y posteriormente se colocé la plantula.

A los 15 ddt, se realizé la segunda fertilizacion quimica y orgéanica la cual correspondié a 20
g de Abopac 10-30-10 junto con 5 g de férmula completa del fertilizante comercial de Seracsa
18-5-15-6-0.2-7.3 y 125 g de lombricomposta comercial (Puriscal, San José) respectivamente.
La tercera fertilizacién quimica y organica se realizaron a los 30 dias después de la segunda
fertilizacion y las cantidades utilizadas fueron la siguientes: 2.5 g de nitrato de amonio (NH4NO3)
junto con 2.5 g de la férmula 18-5-15-6-2 y 130 g de lombricomposta.

Finalmente, la cuarta fertilizacion se realizo a los 45 dias después de la ultima fertilizacion, las
cantidades aplicadas fueron 5 g de NH4NOj; junto con 2.5 g de la férmula 18-5-15-6-2 y 140 g de
lombricomposta respectivamente para los tratamientos quimico y organico.
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Productos evaluados

Las rizobacterias se inocularon mediante una suspension de 15.0 ml de la concentracion comercial
(7.2 x 10" UFCmI™). Tanto las bacterias como el nematicida oxamyl 24% SL a la dosis
recomendada de 5 ml L™, se aplicaron cinco dias después de la inoculacién de Meloidogyne sp.
de acuerdo con lo recomendado por Oka, et al. (2012).

Variables evaluadas

Porcentaje de agallamiento (PA)

Se determiné a los 90 ddt, realizando un muestreo destructivo de cada unidad experimental y para
ello se empled la formula utilizada por Zhao, et al. (2021).

Indice de agallamiento (IA)

Este indica se obtuvo mediante la escala visual de cinco grados (Cuadro 2) empleada por Zhao,
et al. (2021).

Cuadro 2. Escala visual de agallamiento para la evaluaciéon del indice de agallamiento en raices de chile en
condiciones de invernadero.

Escala Porcentaje de agallamiento

0 0% de agallas (raiz sana)
1-15% de agallas
16-25% de agallas
26-50% de agallas
51-75% de agallas

a » W N P

76-100% de agallas

Eficacia de los productos sobre Meloidogyne sp.

A partir del PA, determinados visualmente se calculd la efectividad biologica de los tratamientos
para el manejo de Meloidogyne sp. mediante la siguiente formula empleada

por Zhao et al. (2021); Calvo y Zapata (2020)

pa=(JR& }+100

.Donde: PA= porcentaje de agallamiento; NRA= nimero de raices agalladas. TR= total de raices
en la planta.

Variables para determinar el desarrollo de la planta

El peso fresco y seco de raiz y parte area fue determinado a los 90 dias ddt. Peso fresco de
raiz y parte area: Los sistemas radicales de las cuatro plantas por tratamiento se separaron
manualmente. Las raices fueron lavadas con agua, escurridas y pesadas de manera individual con
una balanza mecanica, al igual que las partes aéreas.

Peso seco de la raiz y parte aérea: El sistema radical lavado y la parte aérea de las plantas se
sometieron a un proceso de secado en una estufa a una temperatura de 60°C por un lapso de
72 horas. Posterior al secado, se pesaron nuevamente las raices y partes aéreas de las plantas
muestreadas.
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Diseino experimental

La estructura del experimento fue bifactorial, el primer factor fue la fertilizacion con dos niveles:
fertilizacion quimica y organica. El segundo factor fue el tipo de nematicida con cinco niveles: tres
bacterias promotoras del crecimiento con efecto nematicida, un nematicida quimico comercial y un
testigo absoluto agua. En total se establecieron nueve tratamientos con cuatro repeticiones para
un total de 36 unidades experimentales bajo un disefio completamente al azar.

Analisis estadistico

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre las variables de respuesta determinadas (PA,
IA, peso fresco y seco de la parte aérea de la planta, peso fresco y seco de la raiz, se realiz6 un
andlisis de varianza (ANOVA) y comparaciones de medias por medio de la prueba de Prueba de
Di Rienzo, Guzman y Casanoves (DGC) (p< 0.05), por medio del software estadistico Infostat.

Resultados y discusion

Porcentaje de agallamiento

Los resultados del ANOVA principal indicaron que el PA estuvo influenciado por los dos factores;
tipo de fertilizacion (p= 0.01) y tipo de nematicida (p= 0.001), ademas se presentd una interaccion
significativa de estos factores (p= 0.001). En el caso del tipo de fertilizante se registré6 un PA
promedio de 23% bajo la fertilizaciéon organica contra un 20.75% para las plantas fertilizadas con
abono quimico (Cuadro 3).

Cuadro 3. Valores promedio del porcentaje de agallamiento (PA) ocasionado por Meloidogyne sp.
en las raices de chile dulce.

Tratamiento Cédigo PA Desviacién Estandar Minimos Maximos
1 cT 20.75b 2.22 18 23
2 cP 38.25b 1.26 37 40
3 CB 11.5a 1.29 10 13
4 cs 21.25b 15 20 23
5 CA 71.25¢ 25 70 75
6 oT 23a 2.45 20 25
7 oP 15.75a 15 15 18
8 oB 29.5b 1 28 30
9 0os 31.25b 25 30 35

Letras distintas asociadas al PA indican diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05)

Se evidencié una reduccién en la afectacion a causa de Meloidogyne sp. mediante el uso de
lombricomposta, teniendo esta un efecto positivo en la reduccién de agallas y masa de huevos
presentes en la raiz (hasta 82.5% menos). Adicionalmente, Khairy et al. (2020) constataron que
existié una mejora de los atributos de crecimiento de plantas de chile en términos de longitud de
los brotes (18.5%) y peso fresco total (32.8%).

En el caso del tipo de nematicida, las comparaciones entre pares de medias evidenciaron
diferencias significativas en todos los casos, excepto al comparar el PA de testigo quimico vs. B.
amyloliquefaciens (p = 0.148) y P. fluorescens vs. S. griseoviridis (p= 0.409). Con base en el tipo
de nematicida, el maximo PA promedio se registré en el testigo al cual se aplicé agua destilada
(71.25%).

El minimo PA promedio se registré en el tratamiento fertilizacion quimica x B. amyloliquefaciens
con 11.5% seguido de las plantas del tratamiento fertilizacion organica x P. fluorescens, la cuales
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tuvieron un porcentaje de PA de 15.75%, manteniendo valores muy por debajo en comparacion
con el porcentaje obtenido en el tratamiento testigo (Cuadro 3).

En cuanto a la interaccidn fertilizante x tipo de nematicida, los andlisis evidenciaron que el tipo de
fertilizante solamente influy6 en el tipo de nematicida cuando este era de naturaleza biolégica; es
decir, al aplicar P. fluorescens (p= 0.043), B. amyloliquefaciens (p= 0.032) o S. griseoviridis (p=
0.028).

Khairy et al. (2020) encontraron PA mas bajos en los tratamientos fertilizados con abono organico,
indistintamente del tipo de nematicida bioldgico utilizado. Considerando los dos factores evaluados,
el PA promedio mas bajo se observé en el tratamiento fertilizacién quimica x B. amyloliquefaciens
con un PA= 11.5, seguido del tratamiento fertilizacion organica x P. fluorescens con 15.75%, y
fertilizacion quimica x nematicida quimico con 20.7%.

Las plantas inoculadas al aplicar una fertilizacién quimica con B. amyloliquefaciens mostraron el
PA mas bajo, lo cual concuerda con lo reportado por Mousa y Zawam (2010), quienes observaron
un 87.0% de la inhibicion del PA.

Indice de agallamiento

El IA no presenté diferencias estadisticamente significativas y mostré un rango de valores de 1 a 4,
encontrandose los indices mas altos en el tratamiento fertilizacion quimica x agua (4), fertilizacion
quimica x P. fluorescens (3), fertilizacion organica x B. amyloliquefaciens y fertilizacion organica
x S. griseoviridis (valor de 3 en ambos).

Eficacia de los tratamientos sobre Meloidogyne sp.

Las bacterias B. amyloliquefaciens y P. fluorescens, con la fertilizaciébn quimica y organica
respectivamente, presentaron valores altos de eficacia (p= 0.409). Los valores obtenidos se
encontraron entre 70% y 80% de control (Figura 1).

Figura 1. Efecto del tratamiento en el control contra Meloidogyne sp. en plantas de chile bajo
condiciones de invernadero.

El uso de bacterias como P. fluorescens, B. amyloliquefaciens y S. griseoviridis con distintos tipos
de fertilizacién, tuvieron un efecto positivo previniendo el agallamiento en las raices, siendo estos
tratamientos los que presentaron valores mas altos de eficiencia. Estos datos concuerdan con los
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obtenidos por Liu et al. (2020), quienes encontraron que el uso de bacterias suprimié al nematodo
M. incognita demostrandose una reduccién en el porcentaje de agallamiento en la raiz.

Peso fresco y seco de parte aérea y raiz

El peso aéreo seco promedio mas alto, correspondié a fertilizacion quimica x B. amyloliquefaciens
(74 g), y el menor peso promedio aéreo seco fue la fertilizacion orgénica x B. amyloliquefaciens
(27.5 g) (Figura 2). Los valores de la parte &rea y raiz tuvieron diferencias significativas (p= 0.073).

Figura 2. Peso promedio de la parte aérea secay fresca de los tratamientos aplicados para el control de Meloidogyne
sp. en plantas de chile dulce.

El peso seco de las partes aéreas de los tratamientos con bacterias mostré valores mas bajos
con respecto a la fertilizacion quimica x oxamyl (63.5 g), ademas, con el tratamiento fertilizacion
guimica x B. amyloliquefaciens obtuvo un valor de 74 g estando por encima del tratamiento testigo.

Con respecto al peso de las raices, los valores p para peso fresco y seco fueron de p= 0.0003
y 0.0005 respectivamente, ademas, los resultados promedio registrados en los tratamientos
fertilizacion quimica x B. amyloliquefaciens (CB) y fertilizacion organica x P. fluorescens (OP)
fueron positivos tanto en peso seco, como fresco (Figura 3).
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Figura 3. Peso fresco y seco promedio de raiz de los tratamientos aplicados para el control de Meloidogyne sp. en
plantas de chile dulce.

Los valores promedios mas altos de peso fresco y seco de raiz correspondieron al tratamiento
fertilizacion quimica x S. griseoviridis (CS) con 134.85 g y 38.5 g, respectivamente.

Resultados similares fueron obtenidos por Ruanpanun et al., (2011), quienes determinaron un
control positivo de Meloidogyne spp., con el uso de la bacteria Streptomyces sp. reportando
tener efecto biocida sobre los huevos y J, del nematodo. EI maximo valor de peso seco de raiz
correspondié al tratamiento fertilizacion organica x P. fluorecens (OP).

Los datos de peso de raiz fresco y seco, de los tratamientos con fertilizacion organica y bacterias
con efecto nematicida fueron mayores en comparacion con lo obtenido en el tratamiento testigo
con este tipo de fertilizante y oxamyl.

Conclusiones

El PA estuvo influenciado por los dos factores; tipo de fertilizacion (p= 0.01) y tipo de nematicida
(p= 0,001). En tipo de fertilizante se registr6 un PA promedio de 34.15% en el tratamiento
con lombricomposta contra un 22.9% con fertilizante quimico. Las tres bacterias evaluadas
tuvieron efectos positivos sobre el control del nematodo Meloidogyne sp., esto segun los
porcentajes de agallamiento y porcentajes de control, exceptuando la combinacién de
fertilizaciéon quimica x P. fluorescens.

Los tratamientos que mostraron eficacia en peso foliar fresco, peso raiz fresco y seco
correspondieron a: fertilizacion quimica x B. amyloliquefaciens, fertilizacion quimica x oxamyl,
fertilizacion quimica x S. griseoviridis y fertilizacion organica x P. fluorescens.
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