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RESUMEN

ABSTRACT

VersaKilin® es un producto comercial basado en la tecnologia de Microor-
ganismos Eficientes™ que pudiera considerarse su uso como agente de
control biolégico de determinadas plagas agricolas. El nematodo Meloi-
dogyne incognita constituye una plaga de gran importancia econémica
en organoponicos y casas de cultivos en Cuba, por lo que VersaKlin®
pudiera ser una alternativa mas para el biocontrol de este fitoparasito.
Los objetivos de este trabajo fueron determinar la actividad antagénica
in vitro sobre M. incognita y detectar convencionalmente las enzimas
amilasa, lipasa, gelatinasa, quitinasa y caseinasa. Se probaron distintas
concentraciones del producto sobre masas de huevos del fitonematodo
para evaluar la inhibicion de la eclosion a las 24, 48, 72 y 120 h de
exposicion, su efecto sobre la movilidad de los juveniles del segundo
estadio (J,) emergidos y la irreversibilidad; ademas, se utilizaron cinco
medios de cultivo para la determinacidon enzimatica cualitativa en el
producto puro y filtrado. Las concentraciones evaluadas (puro, 1:10 y
1:20) lograron la reduccién de la eclosion de los huevos, desde las 24 h,
con valores superiores al 70 % y con una afectacién del 50 % en la
movilidad de los J,, ambos efectos con caracter irreversible. También se
detecto la presencia de enzimas quitinasas y caseinasas en el filtrado del
producto, resultados que demuestran las potencialidades para el control
de nematodos y su uso para estudios bajo condiciones controladas.

Palabras claves: Microorganismos Eficientes™, nematodos, biocontrol,
enzimas hidroliticas.

VersaKilin® is a commercial product based on Efficient Microorganisms™
technology that could be considered its use as a biological control agent
for certain agricultural pests. The nematode Meloidogyne incognita
constitutes a pest of great economic importance in organic farms and
greenhouses in Cuba, reason why VersaKlin® could be another alterna-
tive for the biocontrol of this phytoparasite. The objectives of this work
were to determinate the antagonistic activity on M. incognita under in
vitro conditions and to conventionally detect the enzymes amylase,
lipase, gelatinase, chitinase and caseinase. Different concentrations
of the product were tested on egg masses of the phytonematode the
inhibition of hatching at 24, 48, 72 and 120 h of exposure, its effect on
the mobility of the juveniles of the second stage (J,) emerged and the
irreversibility; in addition, five culture media were used for qualitative
enzymatic determination in the pure and filtered product. The concen-
trations evaluated (pure, 1:10 and 1:20) achieved the reduction of the
hatching of the eggs, from 24 h, with values greater than 70 % and with
a 50 % affectation in the mobility of the J,, both effects, irreversibly. The
presence of chitinase and caseinase enzymes was also detected in the
filtrate of the product, results that demonstrate the potential for nematode
control and its use for studies under controlled conditions.

Key words: Efficient Microorganisms™, nematodes, biocontrol, hydrolytic
enzymes.

INTRODUCCION

Las especies de nematodos formadores de agallas de
las raices, del género Meloidogyne Goeldi se consideran
entre las mas importantes a nivel mundial (Agrios,
2005), dado su amplio rango de hospedantes (Moens
et al., 2009; Tovar, 2014; Ibrahim y Handoo, 2016),
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dificil control (Isidro, 2011) y las pérdidas millonarias
que causan en los cultivos (Moens et al., 2009; Herrera
et al., 2011; Abd- Elgawad, 2014). Particularmente
M. incognita (Kofoid & White) Chitwood tiene una
distribucion cosmopolita (CABI/EPPO, 2002) y ata-
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ca una gran variedad de cultivos en Cuba (Goémez et
al., 2009; Fuentes et al., 2011; Rodriguez et al., 2011;
Rivas y Gandarilla, 2012; Almarales et al., 2014).

Para su control se utilizaron los nematicidas quimicos
durante muchos afios, pero los problemas de contami-
nacion ambiental, dafnos a la salud de los trabajadores,
aparicion de microrganismos degradadores de las
sustancias activas principales y la pérdida de la bio-
diversidad de las poblaciones antagonistas naturales
del suelo han cambiado esta tendencia (Pakeerathan

et al., 2009; Cuadra et al., 2013).

Actualmente se aboga por el uso de alternativas efecti-
vas y amigables con el ambiente (Nyczepir y Thomas,
2009; Kariuki et al., 2014). Entre ellas se encuentran
la utilizacién de productos botanicos (Seo et al., 2014;
Eloh et al., 2019) y biolégicos (Abd-Elgawad y Askary,
2018). Los agentes de control biol6gico mas exitosos
pertenecen a hongos y bacterias que acttian como pa-
rasitos o por efecto de metabolitos (Leén et al., 20006;
Sorribas y Ornat, 2011; Bhattacharjee y Dey, 2014;
Pinzén Espinoza et al., 2015). En Cuba se producen
y utilizan en la actualidad bionematicidas a base de
bacterias y hongos, como el HeberNem® y el KlamiC®,
respectivamente, asi como formulaciones artesanales
de Trichoderma contra estos nematodos (Fuentes et al.,

2011; Fernandez et al., 2015; Rodriguez et al., 2015).

Una nueva alternativa biolégica se abre paso en la
agricultura, la utilizacién de Microorganismos Eficien-
tes o EM (Effective Microorganisms, siglas en inglés),
que consiste en un cultivo mixto de microorganismos
(principalmente bacterias fotosintéticas, levaduras,
bacterias acido-lacticas y actinomicetos), de ocurren-
cia natural, que coexisten en un cultivo liquido. Cuan-
do entran en contacto con materia organica secretan
una variedad de sustancias bioactivas, fundamen-
talmente antioxidantes, aminoacidos, vitaminas,
enzimas y acidos organicos que mediante el proceso
de competencia exclusiva favorecen el crecimiento de
los microrganismos nativos, el ecosistema microbiano
tiende a equilibrarse, disminuye el porcentaje de pa-
tégenos e incluso pueden promover el crecimiento de
las plantas (Higa, 1995; Diaz y Montero, 2006; Bueno
y Lesmes, 2007; EEAITAJ, 2013). Se conoce ademas
que tienen otros multiples beneficios como probiéticos
y antioxidantes, aceleradores de la descomposiciéon
de residuos sélidos, eliminacién de malos olores y
en materiales de la construcciéon (Flores et al., 2012;
EEAITAJ, 2013; Martirena et al., 2014; Romero y
Vargas, 2017).

126

Amaia Ponce de la Cal et al.

El Instituto Finlay de Cuba dispone de un bioproduc-
to comercial a partir de esta tecnologia denominado
VersaKlin®, dirigido originalmente a la eliminacién
de malos olores, asi como la desinfeccion e higiene de
superficies. Se ha informado por Alvarado-Capé et al.
(2015) que este producto redujo la incidencia e intensi-
dad del tizén temprano causado por Alternaria solani
Sorauer en campos de papa para semilla en Cuba.

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados, es
de interés cientifico y agricola evaluar las potenciali-
dades de VersaKlin® como agente de control biolégico
de otras plagas agricolas, y se propuso determinar su
actividad antagénica sobre el nemdtodo M. incognita
y detectar la presencia de las enzimas hidroliticas en
medios de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del producto

VersaKlin® (Instituto Finlay) es un bioproducto co-
mercial que se obtiene por una doble fermentacién
microbiana a partir de microrganismos nativos y sub-
productos de las industrias lactea y azucarera (Oliva
et al., 2014). Su composicion cuantitativa consta de:

« Acido lactico 30-90 mg/mL

« Acido acético 10-30 mg/mL

¢ Bacterias aerobias 10°-107 UFC/mL
* Hongos y levaduras 10°-10* UFC/mL

* Azicares reductores 1-2 g/L

Se comercializa como un liquido de color marrén ama-
rillento y olor avinado dulce, cuyo valor de pH oscila
entre 3,5-3,8. El producto evaluado cumplia con los
estandares de calidad establecidos.

Evaluacion de la actividad antagonica in vitro

Se utilizaron masas de huevos de la especie M. in-
cognita (Kofoid & White) Chitwood procedentes
de raices agalladas del cultivo de tomate (Solanum
lycopersicum, L.), identificada mediante criterios mor-
folégicos segun Jepson (1987). Las masas de huevos
se desinfectaron superficialmente con hipoclorito de
sodio 1,5 % durante 20 s y luego se lavaron tres veces
con agua destilada estéril por un minuto.

Como recipientes de evaluacién se emplearon vidrios
reloj de 60 mm de diametro, esterilizados previamente,
donde se ubicaron las soluciones de los tratamientos
y de inmediato se depositaron las masas de huevos
desinfectadas. Cada tratamiento estuvo formado por
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cuatro vidrios reloj (repeticiones) que se ubicaron en
placas Petri de 120 mm esterilizadas, donde se mantu-
vo la humedad ambiental con algodones humedecidos.

Fueron evaluados tres tratamientos de VersaKlin®: el
producto comercial puro, la dilucién 1:10 (tomando
como base las recomendaciones del fabricante, diluir
100 mL en 1 L de agua) y la dilucién 1:20 (solucién de
50 mL producto puro/L agua), y un testigo negativo
de agua destilada estéril.

Las observaciones se realizaron a las 24,48, 72y 120 h,
y en cada periodo de evaluacién se contaron los juve-
niles del segundo estadio (J,) emergidos y se registré
la presencia o no de movilidad mediante observaciéon
al microscopio estereoscopio (250 X). Se determiné
el Porcentaje de Reduccion de la Eclosion respecto
al testigo para cada uno de los tratamientos, segun
la siguiente ecuacion (Marquez y Fernandez, 20006):

(t—1le) x 100
t

donde:

t: Valor medio de larvas eclosionadas en el testigo
le: Larvas eclosionadas en los tratamientos

Al final de la evaluacién, las masas de huevos donde
no se habia registrado eclosién y los juveniles que no
tenian movimiento se trasladaron igualmente hacia
vidrios reloj con agua destilada en camara himeda
durante 24 h para observar si el efecto se mantenia
(irreversibilidad).

Los datos se procesaron por un analisis de varianza
simple y comparacién de medias (Scott & Knott,
p < 0,05) mediante el paquete estadistico InfoStat
version 2012.

Deteccion de la actividad enzimadtica

La presencia de enzimas hidroliticas se detect6 segiin
el procedimiento descrito por Harrigan y McCance
(1968), que consiste en utilizar medios de cultivo su-
plementados con diferentes sustratos como fuentes de
carbono: agar almidén (amilasa), medio con Tween
80 al 1 % (lipasa), agar gelatina de Frazier modifi-
cado (gelatinasa), agar leche descremada al 10 %
(caseinasa), y medio con quitina coloidal (quitinasa).
Se evaluaron tres tratamientos de VersaKlin®: el
producto comercial puro, el filtrado a través de mem-
brana de nitrocelulosa con didmetro de poro de 0,2
pm y la dilucion 1:10 del filtrado (solucion de 100 mL
filtrado/L agua).

Se emplearon placas de 75 mm con 10 mL de cada
medio de cultivo, donde se evaluaron los tratamientos
por triplicado. El resultado se bas6 en la formacién
de halos de hidrélisis o de opacidad causados por la
presencia de las enzimas.

Para las evaluaciones del producto puro se tomé una
asada del mismo y se realizé una linea horizontal en
las placas, luego se incubaron a 28 °C por 48 h. En el
caso de los filtrados, a las placas se les realizaron dos
ponchetes de 9 mm de didmetro y se les adicionaron
50 pL de solucién, se preincubaron 30 min a 4 °C y
luego se incubaron a 28 °C por 48 h.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la actividad antagonica in vitro

En la Tabla 1 se pueden observar los resultados del
calculo del porcentaje de reduccion de la eclosién de los
tratamientos respecto al testigo. Todos los tratamientos
evaluados del producto VersaKlin® afectaron la eclosion

de los huevos de M. incognita desde las 24 h.

En el tratamiento con el producto puro no hubo
eclosién hasta las 120 h, donde se observaron algunos
juveniles; no obstante, el porcentaje de eclosion fue
superior al 90 %, similar a la ocurrida en la dilucién
1:10 y con diferencia significativa con 1:20.

Tabla 1. Porcentaje de reduccion de la eclosion de huevos de
M. incognita* por efecto de diferentes concentraciones de

VersaKlin® en cuatro tiempos de exposicion
Percentage of hatching reduction of eggs of M. incognita®

by the effect of diferents concentrations of VersaKlin® at
four exposure times

. Tiempo de exposicion (h)
Tratamiento
24 48 72 120

Producto

100,00a 100,00a | 100,00a | 92.,44a
puro
Diluido 1:10 100,00a 98,50a 97,74a 92,31a
Diluido 1:20 100,00a 96,62a 96,39a 73,42 b
Testigo - - - -
CV (%) 9,80 15,20 12,90 13,80
ES 7,9 9,2 9.8 10,1

* Porcentaje de reduccion de la eclosién en los tratamientos respec-
to al testigo

Percentage of hatching reduction in treatments compared to the
control.

Medias con letras comunes, en una misma columna, no difieren es-
tadisticamente (Scott & Knott p <£0,05)

Means with common letters, in the same column, do not differ sta-

tistically (Scott & Knott p < 0.05).
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Las diluciones evaluadas se comportaron similar en
todos los tiempos de exposicion, excepto en 1:20, que
mostré una apreciable disminucién a las 120 h con

valor del 73,42 %.

Relacionado con la movilidad de los juveniles emergi-
dos en los tratamientos se pudo observar como en el
producto puro donde solo hubo emergencia a las 120 h,
los juveniles estaban inméviles y con la presencia de
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vacuolizaciones internas; igualmente en las diluciones
estudiadas los escasos juveniles emergidos se presen-
taron con caracteristicas similares, a excepcion de la
dilucion de 1:20, donde hubo mayor emergencia, y de
los juveniles presentes el 50 % presentaron movilidad.
En el testigo de comparacién utilizado los juveniles
emergidos mantuvieron su movilidad e integridad
interna durante todo el tiempo (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de los juveniles emergidos en los tratamientos

Characteristics of the emerged juveniles in the treatments

. Tiempo de exposicion (h)
Tratamiento
24 48 72 120
Producto puro No J, No J, No J, J,inméviles
Diluido 1:10 No J , J 5 inméviles | J , inméviles | J 5 inmoéviles
Diluido 1:20 No Jz J2 inméviles .]2 inméviles | 50 % J2 inméviles
Testigo J2 moéviles J2 moéviles .]2 moéviles Jz moéviles

Respecto a la consideracién de si los efectos inhibito-
rios presentados eran reversibles o no, se pudo deter-
minar que tanto las masas de huevos que no mostraron
eclosion, como en los juveniles inméviles, cuando se
depositaron en agua destilada estéril mantuvieron
esas caracteristicas.

Aunque no existen muchas referencias sobre los
efectos de los EM sobre los nematodos formadores
de agallas, Isidro (2011) destacé efectos beneficiosos
contra estos mediante la utilizacion en el tomate de
una mezcla de varios microrganismos, incluyendo le-
vaduras y actinomycetos de conjunto con los hongos
Paecilomyces lilacinus y Trichoderma.

En otros ensayos realizados igualmente in vitro por
Hernandez-Ochandjia et al. (2015), donde se utilizaron
filtrados de tres cepas de Trichoderma asperellum, obtu-
vieron que incluso la dilucién de 1:50 ocasioné porcen-
tajes de mortalidad en los juveniles de M. incognita por
encima del 70 %, distinguiéndose la cepa Ta. 90 con el
90 % de mortalidad a las 24 h. Asi mismo informaron
que los juveniles muertos por la acciéon de los filtrados
presentaron deformaciones y rupturas en su cuticula,
asi como vacuolas y desorganizacion en el contenido
interno, lo que podria relacionarse con las enzimas
liticas extracelulares producidas (Martinez et al.,1998).

Igualmente, Quesada-Mola et al. (2019), al evaluar
in vitro la accién biolégica de nuevos aislados de Tri-
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choderma spp. sobre M. incognita, describieron una
reduccién de la eclosiéon de huevos entre el 80-98 %
con accién antagonista irreversible, comportamiento
similar a los obtenidos en nuestros resultados. Ade-
mas, detectaron actividad de enzimas quitinasas en
todos los aislados ensayados.

El VersaKlin® contiene ademas acido lactico y acido
acético (Oliva et al., 2014) que podrian contribuir a
su efecto nematicida. Sin embargo, se requieren otros
estudios para dilucidar los mecanismos de accion de
este bioproducto sobre M. incognita.

Los resultados obtenidos son promisorios, ya que el
logro de reducciones en la eclosién y la inmovilidad
de los juveniles emergidos, asi como la irreversibi-
lidad de los efectos, sugiere la posibilidad de poder
contar con una nueva alternativa de control de estos
nematodos, lo que debe ser objeto de investigaciones
futuras.

Deteccion de la actividad enzimadtica

Con la utilizaciéon de medios sélidos suplementados
se logré realizar la deteccion cualitativa de enzimas
hidroliticas relacionadas con la actividad biolégica en
los tratamientos analizados. La presencia de amilasa,
lipasa y gelatinasa no fue detectada durante los en-
sayos realizados (Tabla 3), pues no se observé halo de
hidrélisis en ninguno de los tratamientos.
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Tabla 3. Deteccion de enzimas hidroliticas en VersaKlin® sobre medios solidos por presencia de halo de hidrélisis

Detection of hydrolytic enzymes in VersaKlin® on solid media by the presence of hydrolysis halo

Tratamiento Amilasa Lipasa Gelatinasa Quitinasa Caseinasa
Producto puro - - - - —
Filtrado - - — + +
F Diluido 1/10 - - - — —

Ausencia (—) y presencia (+) de halo de hidrélisis en el medio de cultivo.
Absence (—) and presence (+) of hydrolysis halo in the culture médium.

Por otra parte, se observé, solamente en el filtra-
do, la presencia de un halo claro alrededor de los
ponchetes en el medio de cultivo con quitina co-
loidal y con leche descremada, lo que evidencia la
capacidad de produccion de enzimas quitinasas y
caseinasas por los microrganismos que componen el
VersaKlin® (Fig. 1 Ay B). Los ensayos para la de-

teccién de caseinasa y quitinasa dieron resultados

similares al observarse la ausencia de estas enzi-
mas, tanto en el producto puro como en el filtrado
diluido 1:10. Estos resultados pudieran deberse
a la ausencia, en el producto comercial final, de
microrganismos presentes en el inéculo inicial de
la fermentacién productores de estos metabolitos,
en concentraciones bajas incapaces de detectarse
en la dilucién 1:10 por esta metodologia.

Producto puro

Filtrado

' E diluido 1:10

Figura 1. Deteccién de las enzimas hidroliticas en los tratamientos evaluados. A: Medio suplementado con
leche descremada (caseinasa). B: Medio suplementado con quitina coloidal (quitinasa).
Detection of hydrolytic enzymes in the treatments evaluated. A: Medium supplemented with skim milk

(caseinase). B: Medium supplemented with colloidal chitin (chitinase)

Con relacion al efecto sobre nematodos de la excrecién
extracelular de quitinasas y proteasas, como las casei-
nasas, se notificé que estas se encuentran presentes en
los microrganismos nematéfagos y antagonistas para
atacar estos invertebrados (Morton et al., 2004), debili-
tando la envoltura de los huevos (compuestos del 70 % de
quitina) y dafiando la cuticula de las larvas (Mena et al.,
2003; Mokbel et al., 2009). La cuticula de los nematodos
esta constituida de material proteico con una capa de
lipoproteinas, y la principal estructura de la envoltura o
cubierta de los huevos posee tres capas, una externa de
vitelina, una media de quitina y otra interna de lipidos
(Bird, 1971). Es por ello que las proteasas y quitinasas
son las enzimas que juegan un papel mas importante
para el biocontrol (Gonzalez et al., 2012).

En el producto VersaKlin® se detecté la presencia de
quitinasas y caseinasas, las cuales deben ser las prin-
cipales responsables de la inhibicién de la eclosion
de los huevos y de la afectacion en la movilidad de
los juveniles de M. incognita observada en el experi-
mento anterior. Son abundantes los estudios in vitro
que demuestran que la produccién de enzimas como
quitinasas y proteasas por especies del género Tri-
choderma determinan la inviabilidad del huevo y la
reduccién de la penetracién de nematodos (Sahebani
etal.,2008; Szabé6 et al., 2013; Hernandez-Ochandia
et al., 2015). De la misma manera, se evidencié que
la excrecién de proteasas y quitinasas al medio de
cultivo por Tsukamurella paurometabola, ingredien-
te activo del producto HeberNem®, era la causa de
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la actividad nematicida de esta bacteria mediante
danos en los huevos y larvas de M. incognita (Mena
et al., 2003).

El bioproducto, obtenido en el Instituto Finlay a
escala industrial mediante una tecnologia similar a
los EM (Oliva et al., 2014), se presenta como una al-
ternativa viable para su uso como agente de control
biolégico de plagas agricolas. En Uruguay, gracias
a la aplicaciéon de la tecnologia EM, mas del 80 %
de los productores horticolas de Bella Unién han
reducido mas del 60 % el uso de agrotéxicos en los
invernaculos y cultivos de campo, y en agricultura
extensiva se reduce en un 30 % el uso de herbicidas a
base de glifosato (EEAITAJ, 2013). Estos resultados
son alentadores y estan en correspondencia con los
informados por Alvarado-Capé et al. (2016) y Diaz
(2016) para el bioproducto VersaKlin®.

Con el uso de VersaKlin® en el cultivo de la papa
en Cuba, Alvarado-Capé et al. (2016) obtuvieron
una reduccién de la incidencia en un 30 % del tizén
temprano en la producciéon de semilla, con una efec-
tividad técnica que alcanzé hasta el 60 % de la obte-
nida con productos quimicos. De igual manera, Diaz
(2016) comprobé en ensayos in vitro que el filtrado
del bioproducto VersaKlin® inhibié el crecimiento
de patégenos fingicos del cultivo de la papa, con un
100 % de inhibicién a las 72 h de incubacién. En este
caso se empleé el filtrado de cultivo libre de células
microbianas; por tanto, el efecto antifiingico estuvo
mediado por los metabolitos excretados al medio de
cultivo y no por la presencia de otros microrganismos.
Atendiendo a estos resultados, ambos autores reco-
mendaron que podria formar parte de estrategias de
manejo de enfermedades en la papa.

Los resultados antes expuestos validan los obtenidos
en esta investigacion, donde igualmente se demues-
tra la actividad biolégica de VersaKlin® frente a una
plaga de importancia agricola, M. incognita, lo que
ofrece la posibilidad de contar con otra alternativa
de biocontrol compatible con el Manejo Integrado de
Plagas para este fitopatégeno.

CONCLUSIONES

* El producto VersaKlin® bajo condiciones in vitro
mostré efectos inhibitorios de la eclosién de hue-
vos de M. incognita y afectaciones de los juveniles
emergidos, y en ambos casos fueron procesos irre-
versibles. Es recomendable la continuacién de estos
estudios bajo condiciones controladas.
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* El producto VersaKlin® resulté positivo a la pro-
duccién de quitinasa y caseinasa, enzimas impor-
tantes en la actividad nematicida. Se debe evaluar
la produccién de otras enzimas como celulasas y
glucanasas.

* Se demuestra que el producto comercial VersaKlin®
pudiera ser empleado en un manejo fitosanitario
como agente biocontrolador del fitonematodo aga-
llador sobre bases agroecologicas.
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