Manejo Integrado de Plagas (Costa Rica) No 28 p. 1-6 1993

~0

LIARES SOBRE EL DESARROLLO DEL TIZON
Alternaria solani Y SOBRE LA POBLACION
BACTERIAL EN TOMATE (Lycopersicon esculentum MiLL)*

Shuichi Okumoto
Elkin Bustamante

ABSTRACT

The chitin or milk application did not show any significant effect
regarding early blight (Atternaria solani) severity and tomato yield. Phytotoxicity
was obsarved on the plants sprayed with the mixture of chitin and fungicide alone
and with milk. The chitin plus fungicide application caused a significant decrease
in the tomato fiuit yield and affected the microbial envionment with a decrease
inthe bacterial population. The population changes of total bacteria, Bacilusspp.
and flucrescent Pseudomonas spp. were not due to the amendment application,
but to the sampling time during the field experimental periods.

INTRODUCCION

Plopery Backman (1991) reportaron el efecto
de enmiendas foliares, especialmente de quitina y
de celulosa, sobre la modificacién de la ecologia
microblaly el control deltizén temprano. Esimportante
por consiguiente encontrar sl en las condiclones del
tréplco humedo, existe relacion entre las enmiendas
y la severidad de enfermedades de importancia
econdémica, como el tizén temprano en el tomate
con el fin de buscar alternativas de control que
disminuyan las aplicaciones de fungicidas. Por este
motivo, se proyectd este estudio de laboratorio y
campo, con los sigulentes objetivos: - Evaluar el
efecto de enmiendas sobre el desarrollo de A. solani
en el campo, y - estudiarla variacién dela poblacion
bacterial con la aplicacién de enmiendas en las
hojas de tomate.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizé a partir del 27 de
febrero hasta el 26 de julio de 1992, en el laboratorio
e invernadero de Fitopatologia y en la Estacion
Experimental La Montana, del CATIE.
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RESUMEN

La apkcacién de quitina o de leche no mostié efecto significativo sobre la
severdad del tizén temprane (Alternaria solani) ni sobre el rendimiento de frutos
detomate. Se obsenvé fitotoxickdad en kas plantasasperiadas con unacombinacién
de quitina, su fungicida y leche. La aplicacién de quitina mds fungicida, también
causé una disminucién significativa en el rendimiento de fiutos de tomate y
disminuyé la poblacién bacterial. Durante el experimento de campo, los cambios
en ko poblacién de bacterias, Bacllus spp. ¥ Pseudomonas spp. flucrescentes, no
se debieron a ka aplicacién de las enmiendas, sino al tiempo de muestreo.

Efecto de enmiendas sobre la enfermedad en
el campo. Se utiizé el cultivar de tomate 'Dina
Panamd’, moderadamente suscepftible al patégeno.
Se evaluaron ocho tratamientos correspondientes a
tres factores (quitina, leche, clorotalonil) y dosniveles
(aplicar o no aplicar). Se utilizé como fungicida el
clorotalonil a una concentracién de 500 g/200 L de
agua. La suspensién coloidal de quitina fue aplicada
a una concentracién de 0.5 %. La formulacién con
quitina para la primera aplicacién fue ajustada
aproximadamente aunpHde7, agregando solucién
de NaOH 1 N. La quitina coloidal fue preparada a
partir de conchas de camarones por el método de
Backman modificado (P.A. Backman, Comunicacion
personal).

Se utilizé leche cruda de la finca de
ganaderia, CATIEyse aplicoauna concentraciénde
4.81/200L de agua. Algunosagricultorescostarricenses
lausan para controlde enfermedadesadlnsinconocer
su mecanismo de accién.

Las formulaciones de los tratamientos se
prepararon con una mezcla de acelte de soya y
Tween 20 como surfactante. Se utilizd el disefio
experimental de bloques completos al azar con tres
repeticiones y se evaluaron las siguientes variables:

1. La severidad de A. solani, iniciando las
lecturas al aparecer las primeras manchas y
continuando cada 7 a 10 dias durante el ciclo de
cultivo. La severidad del patégeno se evalud con
base en la escala de Horsfall-Barratt modificada por
Large (1966), para luego calcular dos parametros; la
tasa de infeccién aparente (r) mediante el modelo
logistico del porcentaje de la enfermedad a través
del tiempo (Van der Plank 1963) y el drea debajo de



del tiempo (Van der Plank 1963) y el érea debajo de
la curva de progreso de la enfermedad (Shaner y
Finney 1977).

2. Los rendimientos se midieron en tres clases
de acuerdo a las categorias de calidad de la fruta,
empleadas en el CENADA (Centro Nacional de
Abastecimientos, Costa Rica).

A la informacién obtenida se le hizo andlisis
de varianza, conlas correspondientes pruebas de los
efectos de los factores e interacciones.

Efecto de enmiendas sobre bacterias,
Pseudomonas spp. fluorescentes y Baclllus spp. La
poblacién total de bacterias y los dos géneros de
bacterias Pseudomonas spp. fluorescentes y Bacillus
spp.. gue representan el mayor potencial de control
biolégico, enlasuperficie foliar delashojas de tomate,
se estimaron entre 7y 10 diasdespués dela aplicacién
delostratamientos (alos 35, 44,53,72,82,92,106y 115
dias después del trasplante).

Se tomaron los 15 discos (didmetro de 6 mm)
de cinco foliolos portratamiento y se colocaron enun
Erlenmeyer de 125 ml con 50 ml de agua destilada
estéril. Se mantuvo por 30-40 min. en el agitadory se
colocé 1 mide dicha solucién en un tubo de ensayo
con 9 ml de agua destilada estérll, haciéndose
diluciones decimales hasta 10% Para el conteo de
nimero de bacterias, una gota (0.05) ml de las
diluciones de 10?2y 10 fueron sembradas cada una
en los tres platos de agar nutrtivo (AN). Se dejaron
crecerenincubacion a30°C. La colonia de bacterias
se contod entre 48 y 96 horas, estimdndose el nimero
de unidades formadoras de colonia por un drea de
cm? (cfu/em?) (Leben et al. 1961),

Tres platos con el medio de B de King en los
cuales se efectué el conteo de Pseudomonas spp.
fluorescentes (King et al. 1954), fueron inoculados

CUADRO 1. Efecto de los

factores
severidad de A.

con una gota (0.06 ml) de la dilucion de 107, El
ndmero de colonias fluorescentes se contd bajo luz
ultravioleta.

Parala estimacién dela poblaclén de Bacillus
spp.. tres platos de AN fueron sembrados con la
dilucién original. Se colocaron en unaincubadora a
41°C por 24 a 48 horas. Se conté el nimero de
colonias de Baclillus spp., tomando en cuenta a la
morfologia de colonia, tincién de Gram y observacién
de la presencla de esporas (Gordon et al 1973).

La Informacién se sometié a un andlisis de
varianza con las parcelas divididas en el tiempo ylas
correspondientes pruebas de los efectos de los
factores e Interacciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al andlizar los datos, nc se encontraron
interacciones significativas entre ios factores
principales (quitina, leche y clorotalonil) sobre la
severidad del tizén temprano (Fig. 1).

El clorotalonil tuvo un efecto de reduccién
del grado de severldad del tizén temprano, ya que se
encontré una diferencia altamente significativa
(p<0.01) en el efecto del fungicida, con respecto ala
tasa de infeccion aparente (1) y el drea bajo la curva
de progreso de la enfermedad (ACPE) (Cuadro 1).

La aplicacién de leche no presenté efecto
positivo, mds bien mostré un incremento del tizén
temprano, de acuerdo con los resultados del ACPE
(Cuadro 1).

La aplicacién de quitina no mostré ningln
efecto conrespecto alaseveridad delaenfermedad,
ya que no se presento diferencia significativa en el
andlisisde varianza paralary el ACPE (Cuadro 1), Este

sobre la
nivel de

principales
solani y el

significancia estadistica mediante an&lisis de
varianza, en los diferentes parametros.

(a) tasa de infeccién aparente (r)

FACTOR* APLICACION

BRINCGIPAL: = ————c o O Pr< F
con sin

Quitina © 0.179 0.033 0.179 0.022 ns.

Leche 0.185 0.032 0.174 0.022 ns.

Fungicida 0.159 0.012 0.200 0.022 P<0.01

b) &rea debajo de la curva de progreso de la enfermedad

(ACPE) .

Quitina 233 113 251 1100 ns.

Leche 25.5 10.2 23.0 12.0 P<0.05

Fungicida 14.1 543 34.4 3.6 P<0.01

*: No se observé interacciones significativas entre los

tratamientos.



resultado difiere delencontrado porPlopery Backman
(1991), los cuales reportaron que el tizén temprano
fue reducide con la aspersién foliar de polimeros
insolubles como quitina y celulosa, siendo la quitinala
que presenté menor severidad.

Después de la primera aplicacién, se
observaron manchas necréticas de 2-3 mm de color
claro en las plantas asperjadas con la mezcla de
quitina, fungicida y leche. El clorotalonil se ha
reportado como fitotéxico usado con algunos
coadyuvantes (Jiménez Ferndndez 1982). Sin
embargo, el clorotalonilsolo no presenté fitotoxicidad.
Al corregir el pH a mds de 8 a partir de la segunda
aplicacion, elsinfomanoaparecié maés. Laverdadera
causa de la fitotoxicidad no fue estudiada.

Esta fitotoxicidad, con dafio visible o no,
podria ser la causa de una disminucién en el
rendimiento de frutos de tomate, ya que en la
aplicacién de quitina y fungicida se encontré una
interaccién negativa altamente significativa con
respecto a la calidad de fruto de la clase Il y
rendimiento total (Fig. 2), unainteraccién significativa
con respecto al rendimiento de la clase | (Cuadro 2).

Durante el periodo experimental,los cambios
de la poblacién de Bacillus spp. y Pseudomonas spp.
fluorescentes no se debieron a la aplicacion de las
enmiendas, sino al tiempo de muestreo (Cuadro 3).
Lavariacién dela poblaciéntotal de bacteriasmostrd
una diferencia altamente significativa (p<0.01) en el
tiempo de muestreo. Por lo tanto, se puede concluir
que la poblacién de ellas, inclusive la poblacién total
de bacterias, fue afectada por los factores
ambientales.

Al observar la Fig. 3, se encuentra alguna
similitud en el comportamiento de las curvas entre la
poblacién total de bacterias, Bacillus spp. ¥

Pseudomonas spp. fluorescentes. El comportamiento
de las curvas corresponde a la fluctuacién de la
humedad relativa, esdecir,la poblacién de bacterias
es susceptible al desecamiento. Esto coincide con
Kundsen (1984) citado por Spurr y Kundsen (1985)
quien afirma que la poblacién de bacterias fue
altamente sensitiva a la humedad de las hojas, ya
que el periodo de secamiento (3-4 hr.) causé una
disminucién grande y rdpida en el nimero de
bacterias. La poblacién de Bacillus spp. fue menos
variable que la de Pseudomonas spp. fluorescentes,
confimando los datos de Kundsen y Spurr (1987),
sobre la supervivencia de bacterias gram-positivas
formadoras de esporas (Bacillus spp.) la cual fue
menos variable que la de gram-negativas no
formadoras de esporas.

Las Pseudomonas spp. fluorescentes son mds
afectadas por la exposicién al sol que Bacillus spp.
Sztejnberg y Blakeman (1973) informaron que las
bacterias aumentaron en una gota de agua en la
superficle de hojas y disminuyeron rapidamente en
corto tiempo de exposicién a la luz ultravioleta.

El andlisis de varianza, con respecto a la
poblaciénbacterial, mostré también unainteraccion
significativa (p<0.05) entre quitinay fungicida (Cuadro
3). Por consiguiente, bajo condiciones climaticas
muy varadas, la aplicacién de quitina con fungicida,
posible causante de fitotoxicidad, afecta alambiente
microbial con una disminucién en la poblacién de
bacterias, comparado con cualqulera delosfactores
individuales (Fig. 4).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se
concluye quela quitinay clorotalonilse deben aplicar
en forma separada para no Induclr fitotoxicidad en
las plantas. La aplicacién de quitina pemitié aumentar
la poblacién de Bacillus spp. quitinoliticas (Okumoto
1992), aunque no era suficiente para el control de la

CUADRO 2. Rendimiento total por tratamiento y el nivel de

significancia estadistica, de acuerdo a la

calidad de fruto. CATIE, Turrialba, Costa Rica.

1992.

TRATAMIENTO?® RENDIMIENTO(ton/ha)
(Categorias del fruto)
Quit. Leche Fung. II I1I Total

TI 0 0 0 6.5 3.8 3.9 14.2
T2 0 0 1 16.5 10.8 7.2 34.5
T3 0 1 0 5.2 32 3.7 2.1
T4 0 1 1 11.8 8.5 1.2 27.5
T5 1 0 0 8.0 4.2 3.3 15.5
T6 1 ] 1 9.3 6.8 5.4 21.5
T7 1 1 0 7.4 4.3 3.9 15.6
T8 1 1 1 10.9 5.4 6.7 23.0
Nivel de significancia estadistica
Bloque sesesesescss p<, 01 ns. ns. p<0.01
Quitina carsaseranes ns. p<0.05 ns. p<0.05
Leche L S L ns. ns. ns. nse.
Quitina*Leche seesas ns. ns. ns. ns.
Fungicida sereasssesses p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
Fungicida*Quitina ------ p<0.05 p<0.01 ns. p<0.01
Fungicida*Leche sesees ns. ns. ns. ns.
Fungicida*Quitina*Leche ns. ns. ns. ns.

a: 0 = No apiicar, 1 = aplicar.

ns.: No significativo.
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Fig. 2. Interaccién entfre quitina y fungicida en elrendimientototal. CATIE, Tumialba,

Costa Rica. 1992,

Fig. 1. Efecto de los tratamientos sobre el desarrolo de la enfermedad. CATIE,
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Fig. 3. Variacién de las condiciones

Bacillus spp. y Pseudomonas spp.

climdticas (radiacién solar, h. de sol,
precipitacién, h. de H.R. minima y
promedia)y poblacién de bacterias,
fluorescentes durante el ciclo de
cultivo del tomate. CATIE, Turrialba,
Costa Rica. 1992.




CUADRO 3. Nivel de

significancia

estadistica mediante

anilisis de varianza para la poblacién total de

bacteria,
Bacillus spp.,

Pseudomonas

spp. fluorescentes y

respecto a la aplicacién de los

tratamientos. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992.

F.V. G.L. Bacteria Bacillus Pseudomonas
Blogue 2 ns. ns. ns.
Quitina 1 ns. ns. ns.
Leche 1 ns. ns. ns.
Quit.*Leche 1 ns. ns. ns.
Fungicida 1 ns. ns. ns.
Quit.*Fung. 1 p<0.05 ns. ns.
Leche*Fung. 1 ns. ns. ns.
Quit.*Leche*Fung. 1 ns. ns. ns.
Error(a) 14

Tiempo 5} p<0.01 p<0.01 p<0.01
Otros posiblei

combinaciones 49 ns. ns. ns.
Error(b) 112

Total 191

ns.: No significativo.

1: Iteracciones que no presentaron significancia:
quitina *tiempo, leche*tiempo, quitina*leche*tiempo,
fungicida*tiempo, quitina*fungicida*tiempo,
leche*fungicida*tiempo, quitina*leche*fungicida*tiempo.

enfermedad. Porlotanto, esimportante probarenun
futuro trabajo, la aplicacién de quitina con algunas
de las bacterlas quitinoliticas sobre el control de la
enfermedad y conocer el comportamiento de ellas
bajo condiciones del trépico himedo.

CONCLUSIONES

- Laaplicacién de quitina solano presenta disminucion
del tizén temprano, ya que no aumentd la
poblacién microbial.

POBLACION BACTERIAL (miles cfu/cm |

4 Intergccion entre guiting y fungicida en la poblacion bacterial. CATIE,
sialba, Costa Rica. 1992,

- Lamezcla de quitinay fungicida presenté un efecto
negativo para el rendimiento de frutos de tomate
y la poblacion de bacterias,

- La aplicacién de leche no afectd el rendimiento y
funcioné negativamente en la supresién de la
enfermedad.

- Durante el experimento de campo, no hubo
diferencias por tratamiento en la poblacién de
bacterias, Bacillus spp. y Pseudomonas spp.
fluorescentes.

- La poblacién de bacterias, Bacillus spp. ¥y
Pseudomonas spp. fluorescentes fueron
aparentemente afectadas por cambios bruscos
del clima, en especial la humedad relativa y la
radiacion solar.

- La variacién en el tiempo de la poblacién de
Pseudomonasspp. fluorescentesfue mayorquela
de Bacillus spp. en el periodo experimental.
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