Rev. prod. anim., 32 (1), https://revistas.reduc.edu.cu/index.php/rpa/article/view/e3377 l

/)

Salud Animal

Original

Bacteria asociada a huevos de zoonematodo como agente potencial para el
biocontrol de Meloidogyne spp. en tomate

Zoonematode Egg Associated Bacterium, as a potential agent for Meloidogyne
spp. Biocontrol in Tomato

lleana Sanchez Ortiz*®, Rolando Moran Valdivia*®, Irene Alvarez Lugo*®, Idania Wong Padilla*®,
Danalay Somontes Sanchez*®, Eulogio Pimentel Vazquez**®, Jestis Mena Campos**®, Marcia Rojas
Badia***

* Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Camagiiey. Circunvalacién Norte. P.O. Box 387, Zip:
70100. Camaguey. Cuba.

** Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia. Ave. 31 e/158 y 190, Cubanacan, Playa, P.O. Box
6072, Ciudad de la Habana, Cuba.

*** Universidad de la Habana.

Correspondencia: ileana.sanchez@cigh.edu.cu

Recibido: Junio, 2019; Aceptado: Diciembre, 2019; Publicado: Marzo, 2020.

RESUMEN
Antecedentes: El objetivo de este estudio fue caracterizar la bacteria CIGBTD aislada de huevos
de Tricostrongylus respecto a sus propiedades biocontroladoras de nematodos y sus posibles
mecanismos de accién mediante ensayos en maceta, ensayos in vitro y la deteccion de sus
atributos patogénicos.
Métodos: Se caracterizd la cepa por métodos moleculares y convencionales. La efectividad
contra nematodos Y el efecto sobre el crecimiento vegetal se evaluaron en macetas con Solanum
lycopersicum plants var UC-8213. A los 40 dias se determind el indice de infestacion, el nimero
de agallas, la longitud y la masa de las ramas y las raices y el nimero de huevos por masa. Se
evallo el efecto sobre la eclosion de huevos de Haemonchus spp. y Meloidogyne spp. in vitro. Se
emple6 ANOVA y prueba de Duncan para comparar los datos.
Resultados: Sphingobacterium sp. CIGBTb inhibié la eclosion de los huevos de Haemonchus
spp. en un 100 % y de Meloidogyne spp en un 87 %. También disminuyo significativamente el
namero de nodulos radiculares en Solanum lycopersicum en un 58 %, el numero de huevos por
masa en un 53 % y promovioé el crecimiento de Solanum lycopersicum en 0,59 veces con respecto
al control. No se encontraron informes de otras cepas de este género con actividad nematicida y
estimulante del crecimiento vegetal simultdneamente.
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Bacteria asociada a huevos de zoonematodo como agente potencial para el biocontrol de Meloidogyne spp. en tomate

Conclusiones: CIGBTb podria permitir el control biolégico de nematodos al reducir no solo la
eclosion de los huevos sino también el nimero de huevos por masa.

Palabras clave: control biol6gico, Solanum lycopersicum, Nematoda, Sphingobacterium,
Haemonchus (Fuente: MeSH)

ABSTRACT
Background: The aim of this study was to characterize bacterium CIGBTDb, isolated from eggs
of Tricostrongylus due to its nematode bio-controlling activity, and possible action mechanisms,
through pot and in vitro trials, and the detection of its pathogenic attributes.
Methods: The strain was characterized by molecular and conventional methods. Its effectiveness
against nematodes and effect on plant growth were evaluated in pots containing Solanum
lycopersicum plants var UC-8213. At 40 days, the infestation index, number of galls, stem and
root length and mass, and the number of eggs per mass, were determined. The effects of
Haemonchus spp. and Meloidogyne spp. on hatching were evaluated in vitro. ANOVA and
Duncan test were used for data comparison.
Results: Sphingobacterium sp. CIGBTb inhibited hatching of Haemonchus spp. (100%) and
Meloidogyne spp (87%) eggs. The number of root knots and eggs per mass were significantly
reduced in Solanum lycopersicum (58% and 53%, respectively). The growth of Solanum
lycopersicum increased 0.59 times in relation to the control. No other reports were found on other
strains of this gender with nematicidal activity, that could promote plant growth at the same time.
Conclusions: CIGBTb might allow for biological control of nematodes by not only reducing egg
hatching, but also the number of eggs per mass.

Key words: biological control, Solanum lycopersicum, Nematoda, Sphingobacterium,
Haemonchus (Source: MeSH)

INTRODUCCION

Meloidogyne spp. es el mas dafiino de todos los géneros de fitonematodos que atacan al tomate en
las regiones tropicales y subtropicales y ocasiona pérdidas en el rendimiento estimadas de hasta
un 30 % (Netscher y Sikora, 1990). En Cuba este nematodo, formador de nodulos (rkn), es
ademas uno de los principales problemas fitosanitarios observados en los cultivos protegidos
(Goémez, Rodriguez, Enrique, Miranda y Gonzalez, 2009). Los compuestos quimicos pueden
controlar esta plaga mas rapidamente y con mayor efectividad (Whitehead, 1997). Sin embargo,
los dafios causados al ecosistema, asi como los efectos residuales han traido consigo un aumento
del interés para hallar sustitutos mas seguros.

En ese sentido, se promueve la aplicacion de métodos novedosos y mas selectivos para controlar
Meloidogyne sp. La bdsqueda de antagonistas microbianos naturales puede ofrecer nuevas
alternativas para el control bioldgico de los nematodos. En Cuba varias especies microbianas,
como Pochonia chlamydosporia (Manzanilla-Lépez y Lopez-Llorca, 2017) y Tsukamurella
paurometabola (Mena et al., 2003), que se utilizan en diferentes cultivos han mostrado una gran
eficacia para controlar este tipo de fitopatdgeno bajo ciertas condiciones de manejo y tipos de
suelo. Otros aislados (Stenotrophomonas sp. CIGB G1 y Sphingobacterium sp. CIGBTb) han
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demostrado alguna actividad contra zoonematodos en ensayos in vitro (Sanchez et al., 2003) y
han mostrado potencial como biocontroles (Snchez et al., 2018).

El género Sphingobacterium tiene una particularidad Illamativa debido a su versatilidad ante
diferentes condiciones ambientales. Se ha aislado: del suelo antértico, muestras clinicas, raices de
maiz, heces de ganado vacuno, suelos boscosos y cultivables, lodo activado, nematodos y tejidos
de hojas de Nicotiana tabacum (Yabuuchi, Kaneko, Yano, Moss y Miyoshi, 1983; Shivaji et al.,
1992; Holmes, Owen y Hollis, 1982; Kim, Ten, Liu, Im y Lee, 2006; Mehnaz, Weselowski y
Lazarovits, 2007; Zhang et al., 2012; Liu et al., 2012). Aunque ha sido aislado de suelos con
efectos represivos sobre los nematodos, existen pocos reportes sobre su aplicacién para controlar
el patégeno en tomate.

En concordancia, el objetivo de este estudio fue caracterizar la bacteria CIGBTb aislada de
huevos de Tricostrongylus con relacion a sus propiedades biocontroladoras sobre los nematodos
y sus posibles mecanismos de accion en pruebas en macetas e in vitro, asi como la deteccion de
sus propiedades patogeénicas.

MATERIALES Y METODOS

Bacterias

CIGBTDb se aislo de huevos de Tricostrongylus spp. con una morfologia alterada los cuales se
desinfectaron con hibitane 0,5 % y fueron colocados en medio agar soya triptona (TSA). El
aislado se crioconservd a -70 °C en la coleccion del Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia de Camagliey, Cuba y su identificacion se realizd con el sistema APl 20NE y
andlisis de la secuencia del gen ARNr 16S (numeros de acceso GenBank: MG461604) obtenida
por amplificacion de PCR, mediante los cebadores universales 27 F y 1492R (Sanchez et al.,
2018). El andlisis filogenético se realizo con el empleo del paquete informatico MEGA, version
6,06, después de alineamientos multiples de datos con CLUSTAL - X (Thompson et al., 1997).
Las distancias evolutivas de la cepa CIGBTb se calcularon segn el modelo de dos parametros
Kimura (Kimura, 1980), el agrupamiento se basé en el método de méaxima probabilidad
(Felsenstein, 1981). El analisis bootstrap (1 000 repeticiones) se empled para evaluar la tipologia
del arbol (Felsenstein, 1985). La cepa para utilizar en los experimentos se creci6 en Caldo Soya
Triptona (TSB) (Oxoid; 30 g I-1) a 30 °C, durante 24 h, a 250 rpm, en una zaranda orbital.

El control positivo fue el nematicida Hebernem®, obtenido a partir de la bacteria C924
(depositado el 8 de agosto de 1995, segln el Tratado de Budapest, en el Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Baarn, Holanda, con el nimero de depdsito CBS 613,95.

Los huevos del nematodo Haemonchus sp. se colectaron de hembras adultas presentes en el
abomaso de una oveja.
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Los especimenes se lavaron con una solucién de cloruro de sodio (0,9 %) y se desinfectaron con
hibitane al 0,5 % durante un minuto. Luego se incubaron en caldo nutriente (Oxoid), a 37 °C
durante 24 horas. Las muestras se tamizaron (300, 60 y 30 um de didmetro, de manera
consecutiva) y los huevos fueron retenidos en el tamiz de 30 um. Luego, los huevos se
desinfectaron con hibitane (0,5 %) durante 5 minutos e inmediatamente lavados dos veces en
medio LB (8), diluido 1/10 con agua estéril destilada (LBD). La manipulacion se llevo a cabo
bajo condiciones asépticas. Los conteos de huevos y larvas se realizaron con un microscopio
optico (Olympus).

Meloidogyne spp. se recolectd de plantas de tomate en cultivos protegidos de la provincia de
Ciego de Avila, Cuba. La poblacion de Meloidogyne spp. se propagé en plantas de Solanum
lycopersicum, variedad UC-8 213, en el CIGB de Camagiiey, Cuba. Las masas de huevos se
recolectaron de las raices de S. lycopersicum. Los huevos fueron separados de las masas con
hipoclorito de sodio (0,5%), y se sumergieron en agua destilada a 8°C, hasta la realizacion del
ensayo. Luego se contaron a través de un microscopio binocular invertido (x40) Olympus CK 2.
EL conteo de huevos por masa se realizo de la misma manera, pero en cada tratamiento se coloco
una masa de huevos en tres pocillos de una placa de poliestireno. Luego los huevos se separaron
y finalmente se contaron.

Ensayos en macetas

Se llenaron bolsas de nailon (8 cm de didmetro x 15 cm de profundidad) con 1 000 cm?® de
sustrato (1:1 de arena estéril: sustrato estéril enriquecido (Terraplant). El sustrato se infestd con
1 500 huevos de Meloidogyne spp. colocados dentro de las bolsas, a 3 cm de profundidad.

Después de cinco dias, se afiadié 50 mL de cultivo de Sphingobacterium CIGBTb (10° ufc/mL).
El control positivo que se utilizo fue el nematicida Hebernem®, mientras que se utilizé el medio
TSB como control negativo. Se empled un disefio experimental completamente aleatorio, con
diez réplicas para cada tratamiento. Las plantas de Solanum lycopersicum UC-8213 fueron
trasplantadas a las macetas a los siete dias. A los 40 dias se determiné el indice de agallamiento,
el nimero de nodulos por gramos de raiz, la altura de la planta, el peso de la raiz y la planta y el
numero de huevos por masa (Bridge y Page, 1980)

Bioensayo de inhibicion de la eclosién de huevos

A cada uno de los 24 pocillos de una placa Petri se le adiciond aproximadamente de 90 a 100
huevos en 900 pL de agua y peptona, a 0,1 % (Meloidogyne spp.) en medio LB diluido 1/10 en
agua (Haemonchus). Luego se adicionaron 100 uL de bacterias en un medio de agua/TBS y se
probaron tres concentraciones de Sphingobacterium sp. CIGBTb (108 107, 10° ufc/mL). El
control positivo fue Hebernem® en la misma concentracion. El control negativo recibié 100 pL
de una solucién de agua/TBS. Se cubrio la placa y luego se incub6 a 28 °C. El efecto nematicida
se determind con un microscopio binocular, por conteo de los J2s que no eclosionaron a las 72 h
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del tratamiento. Todos los tratamientos tuvieron tres réplicas. El por ciento de inhibicion se
calcul6 seglin la formula PIH = [(C — T)/C] x 100, donde C es el por ciento de eclosion del
control y T es el por ciento de eclosion del tratamiento.

Determinacién de las enzimas extracelulares

El crecimiento en medio M9 suplementado con quitina coloidal (Shimahara y Takiguchi, 1988)
indicd produccion de quitinasa. Las quitosanasas se determinaron por el crecimiento del
organismo en las placas, con Agar de Deteccion de Quitosanasa (ADQ) (Cheng y Li, 2000). Las
proteasas se determinaron mediante cultivos en las placas con Agar Nutriente y 0,5 % de gelatina,
seguido de deteccion con el reactivo de Frazier y la hidrélisis de caseina en medio agar nutriente
con leche descremada al 1 % (VanDemark & Lee, 1991). El sistema Apizym fue empleado para
la deteccidn de fosfatasas, esterasas, lipasas, glucoronidasas, galactosidasa, manosidasa, arilasas,
glucosaminidasa-B-N-acetil, y fosfohidrolasa AS-BI Naftol.

Los microorganismos se inocularon en tubos que contenian 8 mL de caldo nutriente y se
crecieron durante 12 h a 30 °C. Se colocé una tirilla embebida en acetato de plomo en la apertura
del tubo (24). La reaccion fue positiva cuando la tira se tornd oscura.

Analisis de datos

Se confirm6 la normalidad de los datos con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se realizd un
andlisis de varianza (Rodriguez et al. (2005) a todos los datos ensayados para determinar las
diferencias significativas entre los tratamientos. Se compararon las medias segun la prueba de
Duncan (P <0,05). Se emple0 el software Statgraphics Plus, 5.0, para Windows.

RESULTADOS

CIGBTb mostré colonias amarillas, convexas y circulares después de dos dias de incubacion. Las
células fueron Gram-negativas a la tincion, en forma de bacilos cortos, inméviles y no
formadores de esporas. El sistema API 20 NE identifico la cepa CIGBTb como
Sphingobacterium spiritivorum. El analisis filogenético con las secuencias 16S de ARNr
confirmd que este pertenece al género Sphingobacterium. El arbol filogenético de maxima
probabilidad mostr6 que CIGBTb form6 un grupo coherente con los miembros del género
Sphingobacterium, asi como una rama intragénero con Sphingobacterium spriritivorum NCTC
11386 (Fig. 1). Sin embargo, la cepa exhibié un valor de secuencia génica menor de 97 %
(95,58 %), por lo tanto, no pertenece a esta especie.
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Fig. 1. Arbol filogenético segiin el método de maxima probabilidad basado en la secuencia de ARNr 16S. El
arbol muestra la relacién entre la cepa CIGBTb y algunos miembros representativos de la familia
Sphingobacteriaceae. Los valores bootstrap (expresados en por cientos de 1 000 repeticiones) por encima de
70 % aparecen en los ndédulos de las ramas. La barra representa 2 sustituciones por cada 100 nucle6tidos.

El tratamiento in vitro con el empleo de Sphingobacterium sp. CIGBTb, a concentraciones de 108
ufc/mL provocd una inhibicion de 87 % en la eclosion de los huevos de Meloidogyne sp. y 100 %
de inhibicién en la eclosion de los huevos de Haemonchus sp. (Fig. 2). Se observé una gran
vacuolizacion y poca movilidad en las larvas que lograron emerger.
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Fig 2. Inhibicién en la eclosién de huevos de Meloidogyne spp (A) y Haemonchus spp (B) a diferentes
concentraciones de Sphingobacterium CIGBTb

En las macetas, Sphingobacterium sp. CIGBTb redujo significativamente (P < 0,05) el indice de
formacién de agallas, de 5,3 a 2,9. No se observaron diferencias significativas en el control
positivo. Por otra parte, Sphingobacterium sp. CIGBTb disminuyd significativamente las
formaciones de agallas (58 %) en las raices de Solanum lycopersicum (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de Sphingobacterium sp. CIGBTb en las raices de S. lycopersicum UC-8213 infestado
con Meloidogyne spp.

Tratamiento - S_everidad de los nddulos
Indice de formacion de nddulos Nodulos/g de raiz
CIGBTb 29+15b 278+48b
Control 53t12a 478+28b

Letras diferentes representan diferencias significativas en la prueba de Duncan (P < 0, 05).
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Una evaluacién del niamero de huevos por masa, aislados de los diminutos nddulos que se
formaron, mostr6 que Sphingobacterium sp. CIGBTb redujo el nimero de huevos en cada masa
(53 %), mientras que no se observaron cambios en los controles (Fig. 3).
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300,0 -
250,0 -
200,0
150,0 -
100,0
50,0
0,0 -

NUumero de huevos/masa

Control C924 CIGBTb

Tratamientos

Fig 3. NUmero de huevos por masa en las plantas tratadas con caldo de soya triptona (control)
Sphingobacterium sp. CIGBTb (CIGBTb) y Hebernem® (C924)
Letras diferentes representan diferencias significativas en la prueba de Duncan (P < 0, 05).

Una concentracion de aproximadamente 10° ufc/mL, Sphingobacterium sp. CIGBTb también
estimul6 el crecimiento de Solanum lycopersicum. También aument6 el peso de la planta en 0,59
veces por encima del peso de las plantas del tratamiento control sin la bacteria (Fig. 4).
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Fig 4. Peso de plantas de S. lycopersicum UC-8213 infestadas con Meloidogyne spp., 40 dias después del
tratamiento con caldo soya triptona (control), Sphingobacterium sp. CIGBTb (CIGBTb) y Hebernem® (C924)
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Letras diferentes representan diferencias significativas en la prueba de Duncan (P < 0, 05).

El CIGBTb presentd varios posibles atributos de patogenicidad, como tripsina, esterasas y
enzimas lipasa estereasas. El sulfuro de hidrégeno y las proteasas extracelulares (con la gelatina y
la caseina como sustratos) no fueron detectados mediante la prueba convencional y la cepa logré
crecer lentamente en medio de cultivo minimo con quitina y quitosano, aunque no se observé la
formacion de halo de hidrolisis. Ademas, los resultados ofrecidos por el sistema Apizym fueron
positivos para la fosfatasa &cida y la fosfatasa alcalina, dos enzimas importantes para la
solubilizacion de fésforo en el suelo por medio de las bacterias.

DISCUSION

Anteriormente se habia reportado el género Sphingobacterium como un componente de la
rizosfera de vid con propiedades supresoras de nematodos (Vargas-Ayala, Rodriguez-Kabana,
Morgan-Jones, Mclnroy, & Kloepper, 2000; Aballay, Martensson, & Persson, 2011). Estos
ultimos demostraron la efectividad de la cepa de Sphingobacterium spiritivorum 64 in vitro, asi
como otra cepa del género (Sphingobacterium nematocida) que se aislo en China durante un
estudio sobre la diversidad de los organismos nematicidas endofiticos (Liu et al., 2012). No
obstante, existe poca informacion sobre los ensayos en maceta y los posibles mecanismos de
accion de estos géneros de bacterias. Mena et al. (1996) patent0 la cepa de Sphingobacterium
spiritivorum C926 y demostrd su efectividad para controlar Radopholus similis y Meloidogyne
incognita en ensayos de campo y en macetas. Sin embargo, Sphingobacterium CIGBRTb no solo
tiene actividad nematicida, sino que también estimula el crecimiento de plantas de tomate,
posiblemente debido a la solubilizacion de los fosfatos del suelo, mediante la produccién de
fosfatasas 4cidas y alcalinas, aunque otros mecanismos no han sido estudiados. Anteriormente se
conocia la actividad estimuladora del crecimiento de las plantas por parte de Sphingobacterium
canadense (Mehnaz et al., 2007) y Sphingobacterium pakistanense (Ahmed et al., 2014).

Existen varios mecanismos que utilizan las bacterias durante interacciones antagonistas con los
nematodos. Uno de ellos es el papel que desempefian las enzimas hidroliticas, lo cual esta bien
documentado para una serie de organismos con actividad hiperparéasita (Chernin & Chet, 2002).
En el caso de Sphingobacterium CIGBTD, la cepa tenia actividad quitinasa, quitosanasa, tripsina,
esterasa y lipasa esterasa. Estos atributos patogénicos pudieran traer consigo cambios
enzimaticos en las capas de quitina, las proteinas y otros lipidos que conforman la cubierta de los
huevos y otras estructuras de Meloidogyne sp., y por consiguiente, facilitan la ocurrencia de
parasitismo.

Existen varias cepas de Sphingobacterium que producen quitosanasas similares a Mitsuaria
ChoA (Yun, Amakata, Matsuo, Matsuda, & Kawamukai, 2005) y esta cepa en particular pudiera
ser parte de ellas. Ademas, CIGBTb libera esterasas C4 y C8, como el Sphingobacterium
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nematocida (Liu et al., 2012), que pudieran explicar la inhibicion de la eclosion in vitro de
huevos de Meloidogyne sp. Sin embargo, las larvas que logran emerger y parasitar las plantas de
tomate en los ensayos de maceta no solo producen un bajo niamero de agallas, sino también que
estas son méas pequefias, con menos huevos en las masas que el control. El silenciamiento de un
gen de parasitismo, el 16D10, expresado en las células de las glandulas subventrales de M.
incognita también provoca un efecto similar en Arabidopsis. Se produce una reduccion sustancial
del nimero de agallas entre 63 y 90 %, asi como en el tamafio de las agallas (Huang, Allen,
Davis, Baum y Hussey, 2006).

CONCLUSIONES

Los zoonematodos son una fuente apropiada para la bisqueda de biocontroladores de nematodos
fitopatogenos. Sphingobacterium sp. CIGBTb aislado de huevos de Tricostrongylus sp. es una
alternativa novedosa para el control bioldgico. La cepa reduce el nimero de huevos por masa, a
diferencia del ingrediente activo de C924 del producto nematicida Hebernem®, que libera
quitinasas y sulfuro de hidrogeno. Los resultados de este estudio corroboraron la efectividad del
aislado nativo como antagonista, asi como su potencial como biofertilizante de las plantas y
control biologico del nematodo Meloidogyne sp., formador de nddulos en Solanum lycopersicum.
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