Actividad de Raoultella sp. como entomopatdgena de Tecia solanivora
frente a: AHLs (N-acil homoserina lactonas), co-inoculaciones, una
formulacion preliminar y compatibilidad con insumos agricolas

Diana Katherine Moreno Quintana I 'nl l
Maria Camila Obando Ledn

UNIVERSIDAD
ANTONIO NARINO

)"'4 SER\hc\osP ASGSOI’ Intel’nO
N Carolina Jaime Rodriguez
Especialista y Magister en Gestion Ambiental - Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Asesor externo
Dr. Javier Vanegas Guerrero - Universidad Antonio Narifio

Bogota D.C, 2018



PRINCIPALES
DEPARTAMENTOS
PRODUCTORES DE

#’/ PAPA EN COLOMBIA




cultivan
variedades de
papa en 130.000
hectareas

b A
; - o

———3 e '
\?... "..\ ‘4 VK‘

! -

%i-nigerio de agri esarrol

3 Ld

<Vt



Boletin de Ia"pe

\ I
¢

-
1vora

Ocasiona
perdidas

econdmicas
entre el 30 -50%
de los costos de

produccion.

A .
fJ JICC (2000

Parte del ciclo de
vida de la polilla se
desarrolla bajo el *
suelo, lo que dificulta &

su control. &
:




Control quimico contra 7. solanivora

o Resistencia de la plaga a los insecticidas
o Destruccion de los enemigos naturales
o Presencia de residuos quimicos en los

tubérculos.
o Contaminacion de los suministros de aguas Yy
danos irreversibles en los suelos.

Existe un alarmante nivel de intoxicacion por plaguicidas en las comunidades campesinas

Boletin de la papa. Corpoica (2000)




ANTECEDENTES




Biocontrol de 7. solanivora

Cortes, A. (2004) actividad bio-
Serratia
T.

controladora de
marcescens contra
solanivora (59-65%).

Suquillo et al, (2012)
Baculovirus y  Bacillus
thuringiensis  contra  T.
solanivora (98%).

Son limitados los reportes
del control de T. solanivora
con el uso de rizobacterias.

Baculovirus presenta una eficacia
del 80% contra T. solanivora, en
cultivos de papa, especialmente,
en papas almacenadas. Quiroga,
et al, (2014).
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Raoultella sp.
COmo mejor
opcidn

Tiene actividad
entomopatogena y
produccion de AHLs.

Al ser rizobacteria
garantiza la colonizacion
de la planta actuando en
el area deseada.
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Anandhakumar y Zeller (2008) Raoultella sp inhibe a
Phytophthora spp.

Actividad
ﬁs\tig.et. al, (2009) Raoultella sp. Inhibe a Aspergillus biOlégica. de
Raoulftella sp

Li et. al, (2014) Raoultella terrigena protege plantas de
tomate contra nematodos.
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Formulacion de bacterias
entomopatogenas

Rosas N. (2002) seleccion de cepas de Bacillus thuringiensis con
actividad toxica contra Diatraea sp, aumento la viabilidad mediante
polimeros bio-degradables como el almidon de maiz y la gelatina.

Rosas N. (2008), el desarrollo de las formulaciones insecticidas
elaboradas a base de la bacteria Bacillus thuringiensis determina el
éxito del inoculante.

11



Condiciones para un buen bio-
confrolador




OBJETIVOS

Objetivo general.

Potenciar la actividad de Raoultella sp. como entomopatdgena de T. solanivora mediante el uso de
AHLs (N-Acil homoserin lactona), co-inoculaciones, una formulacion preliminar y compatibilidad
con insumos agricolas.

Objetivos especificos.

=

Definir el efecto de las AHLS sintéticas sobre los mecanismos de accion
. Determinar la viabilidad de Raoultella.

3. Evaluar la co-inoculacion entre Raoultella sp. y una rizobacteria promotora de
crecimiento vegetal.

4. Determinar la compatibilidad de Raoultella sp. con los insumos quimicos.

N
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METODOLOGIA




1 Obj:Definir el efecto de
las AHLS sintéticas sobre
los mecanismos de
accion.

Curva de crecimiento

Proteasas

(

(C4-AHL y C6-AHL) a
25,50y 100 nM.

Motilidad tipo
swarming

Produccion de
acido cianhidrico.

Sideroéforos
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Efecto de AHLs sobre el crecimiento de
Raoultella sp.

Mantilla (2006)




Proteasas

o /

Suarez y Herrera (2012)
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Motilidad tipo swarming
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Sideroforos

Agar nutritivo al
su Iemléﬁiy::l)do con Inocular 5ul de la Incubar 24 horas a
. las AHL s suspension bacteriana. 30°C
exogenas.
Agregar 10 ml de Incubar 3 horas a
solucion CAS 30°C

Dertz (2004)
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Produccion de Acido Cianhidrico

Bakker (1998)




2 Obj: Determinar la viabilidad de
Raoultella sp. en tres
transportadores (Turba, aserrin y
liquido).




Preparacion de la formulacion.




3 Obj: Evaluar la co-inoculacion
entre Raoultella sp. y PGPR
productora de AHLs sobre T.

solanivora.

Compatibilidad de bacterias
PGPR TN26, TN33 y TN503
Raoultella sp.

Bioensayo
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Compatibilidad de bacterias PGPR y
Raoultella sp.

Bacteria PGPR 7( X Bacteria PGPR
Bacteria PGPR X% Raoultella sp.

Ve




10€Nnsayo
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4. Obj. Compatibilidad de
Raoultella sp. con los insumos de
sintesis quimica en papa.

Karate Zeon

La lambdacialotrina: actua sobre el
sistema nervioso del insecto

Fulminator 600E

Organofosforados (profenofos) y
piretroides (cipermetrina): inhibidor de la
colinesterasa

Lorsban 4E

Clorpirifos: inhibe la accion de la
acetilcolinesterasa
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Compatibilidad de Raoulfella sp. con
plaguicidas de sintesis quimica




RESULTADOS




1ro. Definir el efecto de las AHLs
sobre los mecanismos de accion.
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Curva de crecimiento

CURVA DE CRECIMIENTO Cheng et. al, (2017), no

1.8 encontraron aumento en el
1,6 P, crecimiento de Paraccocus
E 14 — : Raoultela sp denitrificans al agregarle 2
g 12 ' umol/L de C6-AHL
3 C4 [25
g 1 C4 [50
E 08 '
2 C4 [100
L 0,6 o Van et. al, (2006),
204 —e—C6[23] Escherichia coli
0,2 C6 [50] suplementado con 0,5 pM
0 —e— C6 [100 de C6-AHL no se afecto.
D 500 1000 1500 2000

Tiempo (minutos)
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Proteasas

CONCENTRACION

(NM)
C47

C4 [25]

C4 [50]

C4 [100]

C6 [25]

C6 [50]

C6 [100]

Area (cm?)
0,71 (0,09) a
0,75 (0,16) a
0,67 (0,08) a
0,63 (0,06) a
0,68 (0,08) a
0,66 (0,08) a

0,72 (0,05) a

Longitud
(mm)
5,15(1,23) b
3,91 (0,92) b
2,87 (0,29) b
4,75 (1,56) b
4,21 (0,91) b
3,29 (0,57) b

12,67(1,75)

Ulrich, et. al, (2004),
Burkholderia thailandesis
suplementada con AHLs
exogenas (C6-AHL, C8-AHL
y C10-AHL) no encontro
diferencias en proteasa.
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Proteasas

Diggle et. al, (2002),
adicionaron 10 yM de C4-
AHL y 30C12-AHL a
Pseudomona aeruginosa no
encontraron diferencia frente
a PAO1 sin suplementar para
proteasas.
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Sideroforos

CONCENTRACION AREA (cm?2)
(nM)
C47 0,76 (0,23) d
- Ulrich, et. al, (2004),
412 2,07 (0,4
C4 [29] 07 (0,48) dc Burkholderia  thailandesis
C4 [50] 6,62 (0,4) suplementada con AHLs
: exdgenas (C6-AHL, C8-AHL
C4 [100] 17,20 (1,77) y C10-AHL).
C6 [25] 15,94 (1,79)
C6 [50] 4,66 (0,97) dc
C6 [100] 30,25 (1,53)
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Sideroforos

AHLS C6

Diggle et. al, (2002),
adicionaron 10 uyM de C4-
AHL y 30C12-AHL a
Pseudomona aeruginosa no
encontraron diferencias en
la produccion de
sideroforos.

34




Movilidad swarming

CONCENTRACION AREA
(nM) (cm?)
C47 6,67 (1,57) ¢
C4 [25] 31,17 (4,92) cb Davila (2007), Vibrio aument6 el
desplazamiento swarming con la
C4 [100] 58,59 (7,84) produccion de AHLs.
C6 [25] 36,81 (2,23)
C6 [50] 46,48 (5,47)

C6 [100] 6,75 (3,13) C
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Movilidad swarming

La movilidad swarming es
considerada como un factor de
virulencia importante gue
permite invadir y colonizar la
rizésfera.
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Produccion de Acido
Cianhidrico (HCN)

Pessi et. al, (2001)
encontraron que en P
aeruginosa la molécula
rsmA modula la expresion
de HCN a traves de AHLSs.
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2do. Determinar la viabilidad de
Raoulftella sp. en tres transportadores.




TRANSPORTADORES A 18°C

200 A
A
=0 El-Fattah et. al, (2013),
. Azotobacter chroococcum
2 inoculado en mezcla de
i - . : turba con otros
- = A Bserrin ..
. ' o transportadores organicos a
A quido
| . 5 [A 8°C y 30°C durante 3
100 = = Turha
X . Ny | meses.
50 Al B =
—B
2 B
1 B
1 15 30 45 a0

Tiempo (dias)
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TRANSPORTADORES A 4°C

140

A
.Y A
120 T
100 l [® A
A
. T | Amer et. al, (2000) La
3 I IA | supervivencia de Bacillus
g ° A T .. — subtilis fue mejor a 22°C y P.
I l -~ Liquido putida tuvo mejor viabilidad
a0 [ as Turba a~0°C.
yi)
1 A J‘
| | c I
20 l [ 1 C
’ 1 15 30 45 &0

Tiempo (dias)
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3ro. Evaluar la co-inoculacion entre
Raoultella sp. y una rizobacteria promotora
de crecimiento vegetal y productora de AHLs
sobre la mortalidad de T. solanivora.




Enfrentamiento de
Raoultella sp. con
bacterias promotoras
de crecimiento

Vaquero y Alvarez (2018),
de 30 aislamientos de
rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal
evaluaron el incremento de
peso seco de vastago y
raiz, donde tres
aislamientos incrementaron
mas del 200% con respecto
a los controles.

Serratia proteamaculans
PGPR y productora de
AHLs
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Bioensayo

120,00

% de dafio
&
=

20,00

0,00

Raoultella sp

53|33

Codnoculada

A
bGl67s

CHAD

100,00

Control {-)

Gomez et. al, (2013) formulacion
a base de carbonato de calcio,
Baculovirus y B. thurigiensis
contra T. solanivora en
condiciones de almacenamiento
(95.8%).
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4t0. Compatibilidad de Raoulfella sp. con
los insumos de sintesis quimica en papa.




Crecimiento de Raoulfella sp. en medio
suplementado con plaguicidas de
sintesis quimica

Santos et. al, (2013)
definio la importancia
de la compatibilidad

entre bio-
controladores y
plaguicidas de

sintesis quimica.
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Conclusiones

 Las AHLs influyen en los mecanismos de accion de Raoutella sp. como
produccion de sideréforos, motilidad tipo swarming y la produccion de
acido cianhidrico.

» El transportador mas efectivo para mantener la viabilidad de Raoultella sp.
es la turba, en especial cuando se almacena a 4°C.

 Raoutella sola o co-inoculada no presentd una reduccion significativa
contra T. solanivora, sin embargo disminuyo el dafo en un 70%.

« Se evidencio que Raoultella sp. y los insumos de sintesis quimica Lorsban,
Karate Zeon y Furminator son compatibles y podrian usarse de forma
coordinada para el control de insectos plaga.
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Recomendaciones

m Analizar la viabilidad de Raoultella sp. en los tres transportadores almacenados a 4°C por un

tiempo mayor a 60 dias y evaluar su actividad entomopatogena en el transcurso de este
tiempo.

m Evaluar la co-inoculacion entre Raoultella sp con otras bacterias productoras de AHLs para
determinar la actividad entomopatogena.

m Recomendaciones para el Bioensayo:. aumentar el numero de replicas y evaluar diferentes
absorbancias del inoculo.

m Evaluar los mecanismos asociados a la actividad entomopatdogena de Raoultella sp. co-
inoculada con una bacteria productora de AHLs en un medio suplementado con insumos de
sintesis quimica.
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