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OKUMOTO, S. 1992. Efecto de enmiendas sobre Dbacterias
antagdénicas a Alternaria solani en tomate (Lycopersicon
esculentum Mill).

Palabras claves: tomate, Alternaria solani, control
biolégico, quitina, leche, Bacillus spp. Pseudomonas spp.
fluorescentes.

RESUMEN

El tizén temprano del tomate causado, por Alternaria
solani es una de las enfermedades criticas en produccidn de
tomate., En la actualidad, los fungicidas usados no son tan
efectivos para controlar la enfermedad y existe también la
posibilidad de que algunos sean retirados por la agencia para
proteccién ambiental (EPA) en Los Estados Unidos.

En el afic 1991, el efectc de enmiendas foliares,
especialmente la quitina y la celulosa sobre la modificacidn
de la ecologia microbial v el control de la enfermedad fue
reportado.

Los objetivos del presente trabajo fueron: a) Evaluar el
efecto de enmiendas sobre el desarrollo de la enfermedad en
el campo. b) Estudiar el incremento de la poblacién bacterial
con la aplicacién de enmiendas en las hojas de tomate. c)
Evaluar el efecto de Dbacterias antagbnicas sobre el
desarrolleo del hongo in vitro. d) Evaluar un procedimiento
alternativo para mejorar la deteccidén de Bacillus spp..

lLa investigacién se realizéd en el taboratorio de
Fitopatologia v en la Estacién Experimental ’La montafia’ del
CATIE, Turrialba, Costa Rica.

En el experimento de campo, se utilizé el cultivar de
tomate 'Dina’, moderadamente susceptible a este patédgeno. Los
tratamientos usados fueron 8 en total, correspondientes a los
tres Tfactores (quitina, leche y fungicida) con dos niveles
(aplicar o no aplicar). El disefio experimental utilizado fue
de bloques completos al azar con tres repeticiones.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la aplicacién de
quitina sola y leche sola no mostrd efecto significative con
respecto a la severidad de la enfermedad y el rendimiento de
frutos de tomate.

Se observd fitotoxicidad en las plantas asperjadas en la
combinacidn de gquitina con fungicida solo ¥ con leche., La
aplicacién de gquitina mAs fungicida también causd una
disminucidén significativa en el rendimiento de frutos de
tomate y afectd al ambiente microbial con una disminucidn en
la poblacidén bacterial.

Durante el periodo experimental de campo, los cambios en
la poblacidén de bacterias, Bacillus spp. y Pseudomonas spp.
fluorescentes no se debieron a ia aplicacién de las
enmiendas, sino al tiempo de muestreo.

A



En el experimento de laboratorio, las cepas de Bacillus
spp. v Pseudomonas spp. Iluorescentes previamente aisladas
del campo fueron probadas por su antagonismo a A. solani.
Varias de ellas lo mostraron al disminuir el crecimiento de
tubos germinativos del hongo. Las cepas antagénicas redujeron
simultdneamente el crecimiento de tubos germinativos y nimero
de ramificaciones de éstos. Sin embargo, no disminuyeron el
nlimero de tubos germinativos. Las cepas evaluadas de Bacillus
SppP. fueron mAs antagdnicas y numerosas qgue las de
Pseudomonas spp. fluorescentes. Algunas de las cepas de
Pseudomonas spp. fluorescentes estimularon el crecimiento de
tubos germinativos.

Algunas de las cepas antagdbnicas presentan la
caracteristica de produccién de quitinasa, la cual puede
degradar la pared celular del hongo. La mayoria de las cepas
guitinoliticas se aislaron del tratamiento de campo de
quitina sola o combinada con otros productos.

El procedimiento a 80 ©C fue el méds especifico para la
deteccidn de Bacillus spp..



OKUMOTO, S. 1992. Effect of amendment on antagonistic
bacteria to Alternaria solani in the tomato cCrop
{Lycopersicon esculentum Mill).

Key words: tomato, Alternaria solani, biocontrol, chitin,
milk, Bacillus spp., fluorescent Pseudomonas spp..

SUMMARY

The early blight of the tomato crop caused by Alternaria
solani 1s one of the critical diseases which affects tomatoes
production. Fungicides are not very effective to control the
disease and there is also the posibility that they may banned
by the U.S. Environmental Protection Agency (EPA) at the
present time.

In 1991, the effect of foliar amendments, especially
chitin and cellulose, on the modification of the microbial
ecology and disease control was reported.

The objetives of the present study were: a) to evaluate
the effect of amendments on development of the disease in the
field; b) to study the variation of the bacterial population;
c) to evaluate the effect of antagonistic bacteria on fungi
growth in vitro; d) to evaluate a procedure to improve
Bacillus spp. detection.

This investigation was carried out at CATIE’s laboratory
and La Montafia Experimental Station in Turrialba, Costa Rica.

The tomate cultivar moderately susceptible to early
blight ’Dina’, was utilized in the field experiment. Eight
experimental treatments corresponding to the three factores
(chitin, milk and fungicide) wear used with the two leveles
(apply or not apply). The experimental design used was that
of completely ramdom blocks with three repetitions.

According to the results obtained, chitin or milk
application did not show any significative effect with
respect to disease severity and tomato yield.

Phytotoxicity was observed on the plants sprayed with
the combination of chitin with fungicide alone and with milk.
The chitin plus fungicide application caused a significant
decrease in the tomato fruit vield and affected the microbial
environment with a decrease in the bacterial population.

The changing population of total bacteria, Bacillus spp.
y fluorescent Psewdomonas spp. was not due to the amendment
application, but to the sampling time during the {field
experimental periods.

In the laboratory experiment, Bacillus spp. and
fluorescent Psevdomonas spp. isolates previously collected
from the field were tested for their antagonism to A. solani.
Various of these showed antagonism when the fungus’s germ-
tubes growth was decreased. Antagonistic isolates
simultanecgusly reduced the growth of germ-tubes and number of

“iii



their ramifications. However, they did not reduce the number

of germ-tubes. The Bacillus spp. isolates evaluated were
more antagonistic and numerous than those of the fluorescent
Pseudomonas spp.. Some of the fluorescent Pseudomonas SPP.

isolates stimulated the growth of germ~tubes.

Some of the antagonistic isolates presented the
characteristic of chitinase production, which can degrade the
fungi cell wall. The mayority of the chitinolytic isolates
were collected from the field treatment, with chitin alone
or combinated with other products.

The procedure at 80 ©°C was the most specific for
Bacillus spp. detection.
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1. INTRODUCCION

El tomate es originario de la =zona Andina (Pert,
Bolivia, Ecuador), aunque la zona de domesticacidn fue el sur
de México y norte de Guatemala, donde existe el mayor grado
de diferenciacidén varietal de 1la planta. Los nativos 1lo
cultivaban antes que llegaran los conguistadores a América.
Sin embargo, es sélo a partir del siglo XIX cuando adquiere
gran importancia econémica a nivel mundial, hasta llegar a
ser, Jjunto con la papa, la hortaliza mds difundida y
predominante en el mundo (CATIE, 1990).

N Hoy en dia, el tomate es conocido c¢omo una de las
hortalizas més importantes por su popularidad, su amplia
adaptacidén y por constituir ﬁna fuente de ingresos en el
comercio de productos comestibles frescos e industrializados,
ademds tiene un alto valor nutritivo. Dicha planta es
suculenta y carnosa, lo cual 1la hace hospedera de diversos
patbégenos, como el hongo Altermaria solani, que es causante
de la enfermedad conocida como "tizén temprano". La pérdida
de produccién del tomate por dicha enfermedad es uno de los
problemas mAs serios con que se enfrenta el productor en
diferentes paises.

Las medidas de control méds comunmente utilizadas contra
esta enfermedad se han basado en el uso exclusivo de
fungicidas. En muchas ocasiones esta medida llega a ser
inefectiva, por 1lo que es necesario un mayor nimerc de

aplicaciones para poder contrarrestar la enfermedad, lo cual



incrementa los costos de produccién, ¥y puede hacer el cultivo
no rentable.

En el afio 1991, el efecto de enmiendas foliares,
especialmente la quitina, la celulosa, y otras, sobre la
modificacién de la ecologia microbial y el control de la
enfermedad fue reportado por varios fitopatélogos, vy su
efecto exitoso para el manejo de la enfermedad ha recibido
considerable atencién.

Es importante por consiguiente tratar de encontrar si en
las condiciones del trépico humedo existe alguna relacidn
entre las enmiendas y la severidad de enfermedades de
importancia econdémica, como el tizdén tempranoc en el tomate
con el fin de buscar alternativas de control que disminuyvan
el nimero de aplicaciones de fungicidas, obteniendose con
ello un impacto favorable econémico y ambiental,

Por este motive, se provectd un estudico a nivel de
laboratorio y campo en el CATIE , Turrialba, Costa Rica, con
lo siguientes objetivos especificos:

1). Evaluar el efecto de enmiendas sobre el desarrollo de la
enfermedad en el campo ¥ sus costos.

2}. Estudiar la variacién de la poblacién bacterial con la
aplicacién de enmiendas en las hojas de tomate.

3). Evaluar el efecto de bacterias antagénicas sobre el
desarrollo del hongo in vitro.

4). Evaluar un procedimiento para mejorar la deteccién de

Bacillus spp..
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. La enfermedad
2.1.1. Importancia econdmica

l.a produccidén de tomate en Centroamérica es destinada
principalmente para consumo fresco. En los tdltimos afios, el
uso del tomate en la industria ha aumentado
considerablemente, produciendo un incremento en el 4rea de
siembra. La mayor parte de los 21,000 ha cultivadas se
siembra en Guatemala (9,600 ha) y Honduras (3,500 ha),
representando el 62 % del total del &rea sembrada en
Centroamérica (CATIE, 1990).

Una de las fuentes de riesgo mds importantes para el
productor son las plagas insectiles y las enfermedades, que
pueden ocasionar pérdidas en el rendimiento y calidad del
producto, reduciendo los ingresos del agricultor (CATIE,
1990).

A. solani causa dafio en todos los paises de
Centroamérica, provocando pérdidas de un 15 % de la
produccidén total; sin embargo, en algunos casos puede ser de
hasta el 50 %. En Costa Rica, la enfermedad se encuentra
generalizada en la meseta central occidental, central
oriental, pacifico sur y la regién central del pais, vy es
considerada de importancia fitopatoldégica (CATIE, 1986).

Respecto a problemas patolégicos, se reportan para Costa
Rica pérdidas de un 10~15 % debido a enfermedades del frutos,

entre ellas Alternaria (CATIE, 1990).



2.1.2. Sintomatoclogia

El tizdén temprano (Alternaria solani) afecta
principalmente a las hojas, tallos, flores y frutos (Agrios,
1986). Por lo general, la afeccién foliar aparece en forma de
manchas irregulares constituidas por anillos concéntricos
(CATIE, 1990). Los primeros sintomas aparecen como pequefias
manchas, las gque se desarrollan rapidamente (Alas, 1989).

Los frutos de tomate presentan en el c¢&liz manchas con
anillos concéntricos. Los frutos infectados pueden caer al
suelo, lo que disminuye sensiblemente la calidad y cantidad

de la cosecha (Léon y Arosemena, 1980}.

2.2. Forma y caracteristicas del organismo causal

El tizén temprano del tomate, causado por el hongo A.
solani (Ellis et Martin) Sorauer, pertenece al orden
Moniliales y a la clase Deuteromicetes (hongos imperfectos),
por lo que carecen de estructura de reproduccidén sexual. A.
solani tiene el micelio de color obscuro y en los tejidos
viejos infectados produce conidiéforos cortos, simples ¥
erectos gue portan cadenas simples o ramificadas de conidias
(Agrios, 1986).

Los conidi6éforos son cilindricos,erectos y tabicados, o
en forma de raqueta de tenis (Lucas et al, 1985), miden entre
350 ¥y 90 micras de largo por 8 a 9 micras de ancho (Sherf y
Macnab, 1986).

Los conidios estdn en cadenas, su color es pardo claro o

pardo oscuro {Gonzales, 1981), ¥y son grandes, alargados ¥



obscuros, o bien multicelulares y en forma de pera vy
presentan septas tanto transversales como longitudinales
(Agrios, 1986). En su parte terminal son prolongados en un
apéndice delgado y hialino, tan largo como el resto del
cuerpo y también son tabicados o muriformes (Gonzales, 1981),
miden de 145 a 370 micras de largo por 16 a 18 micras de

ancho (Alas, 1989),

2.3. Epidemiologia

Los conidios germinan en una o dos horas a temperaturas
entre 6 y 34 °C, ¥y en 35 a 45 minutos a la temperatura 6ptima
de 28 a 30 ©C. La temperatura minima para cultivo puro va de
1 a 2 ° con un éptimo de 26 a 28 °C v un méaximo de 37 a 45
oc.

El hongo penetra en los tejidos de la hoja y del tallo
directamente a través de la epidermis. En condiciones
favorables de temperatura y humedad, las manchas son visibles
al cabo de dos o tres dias, y pueden aparecer esporas dentro
de los tres o cuatro dias siguientes. La produccién de
esporas se inicia por lo general cuando las manchas foliares
tienen un didmetro aproximado de 3 mm. El rocio fuerte, unido
a lluvia frecuente, son esenciales para una esporulacidn
abundante (Walker y Azpeitia, 1965).

Las esporas que producen las plantas infectadas se
diseminan por el aire, iluvia, implementos agricolas vy por el
hombre al realizar labores de cultivo (Léon y Arosemena,

1980).



La radiacién solar en general, y en particular su
porcidon de luz wultravioleta, es el mayvor factor de
mortalidad para el patdégeno (Rotem et al, 1985).

La necrosis del {follaje y la podredumbre en el cuello
son mas agudas a temperaturas bajas, decreciendo
progresivamente desde los 13 a 28 °C, a menos que la
cantidad inéculo sea muy grande, en cuyo caso la gravedad de
la necrosis foliar es tan importante a los 13 como a los 25
OCc (Walker y Azpeitia, 1965).

El hongo produce dcido alterndrico que es la toxina
causante de los efectos patoldgicos en el hospedero (Léon,
1982; Pound y Stahmann, 1951).

Las plantas jOvenes de tomate presentan un alto grado de
resistencia a tizénm temprano, la cual disminuye con la
madurez de la planta. Por lo tanto las hojas bajeras son las

mds susceptibles durante todo el ciclo (Bedi y Dhiman, 1980).

2.4. Medidas de combate

Generalmente los agricultores utilizan en mayor medida
los productos quimicos {fungicidas) . Entre los mas usados
estdn: clorotalonil, maneb, captafol vy una mezcla de maneb h
zinc, Las aspersiones se inician tan pronto como las
plédntulas emergen o han sido trasplantadas y se repiten a
intervalos de 1 a 2 semanas dependiendo de la prevalencia de
la enfermedad y de la cantidad y frecuencia de las 1luvias

(Agrios, 1986).



Otra medida importante es el uso de variedades
resistentes. Aunque se ha 4éncontrado gque ésta s6lo es
factible de obtener para la fase de podredumbre basal del
fruto { Kranz, 1982). En la actualidad, & nivel comercial no
existen cultivares tolerantes o resistentes para condiciones
de Costa Rica (Alas, 1989), no obstante en evaluaciones
realizadas por el Proyecto MIP-CATIE, se ha encontrado
resistencia intermedia en las lineas 14667 y 117-21 {(Jiménez
et al, 1988). También se reporta que las variedades Floradel,
Manalucie e Inmokalee son moderadamente tolerantes a esta
enfermedad (Léon, 1982).

Se ha estudiado el efecto de la nutricidén en la defensa
de las plantas contra A. solani. El Proyvecto MIP-CATIE ha
encontrado que la aplicacidén de 1,0 a 2,5 toneladas de cal
por ha es aconsejable para reducirc la enfermedad e
incrementar la produccién del cultivo (CATIE, 1990). Con una
alta y adecuada fertilidad en los suelos, se reduce 1la
severidad del tizén temprano causada por A. solani (Chase y
Poole, 1986). Las plantas con un nivel adecuado de N, P, K
presentan tolerancia a la enfermedad, pero al adicionar
calcio la tolerancia es mayor y los rendimientos se

incrementan (Alas, 1989).



2.5. Microorganismos epifitos en relacidn con las
enfermedades |

El mayor niimero de microorganismos sobre plantas son
bacterias, siguiendo en orden, levaduras y actinomycetes
(Etchells et al, 1961; Hislop y Cox, 1969).

Se ha encontrade gue la aplicacién de alcohol etilico 70
% en hojas de tabaco reduce la microflora de bacterias y
hongos residentes en un 91 y 100 %, respectivamente y ademis

aumenta la enfermedad causada por A. alternata {Spurr, 1979).

2.6. Efecto de agroquimicos sobre la microbiologia de
superficie aérea de las plantas

Los agroquimicos utilizados 'en el control de plagas
pueden reducir las poblaciones de microorganismos en el
filoplano (Andrews y Kenerley, 1978; Hislop, 1976).

Por lo tanto, un programa de control integrado de
enfermedades debe considerar el espectro de accidén del
fungicida o bactericida para que pueda ser Util y compatible

con otros factores de manejo(Blakeman y Fokkema, 1982).

2.6.1. Efecto de fungicidas

Las fungicidas de amplio espectro tales como el captan
v los ditiocarbamatos inhiben fuertemente el crecimiento de
hongos sapréfitos, sin embargo, las bacterias por lo general

no son afectadas (Fokkema, 1981).



Se ha observado que 1los fungicidas a base de cobre
usados para el control de Clasterosporium corpophilum en
Australia pueden causar la intensificacién de la enfermedad
debido a la disminucién de las poblaciones de antagonistas
superficiales (Carte, 1971}.

Por el contrario tridemorf tuvo un efecto relativamente
especifico y menor sobre la poblacién no objetivo, a
diferencia del =zineb ¥y benomil los cuales inhiben muchas
levaduras y hongos filamentosos (Dickinson y Wallance, 1976).
Dichlone, ferbam y thiram dieron buena proteccién contra
Botritis cinerea, pero al compararse con las plantas de
testigos, reducen las poblaciones de los hongos saprofitos,
lo cual disminuye el control natural de este hongo {Newhook,
1975).

Hill y Lacey (1974; citado por Hislop, 1976) reportan
que el captafol al compararse con benomil y tridemorf redujo
considerablemente la microflora en cereales.

El espectro fungitéxico de los fungicidas sistémicos
benzimidazoles tales como  benomil y tiabendazol han
demostrado efectos similares, controlando patégenos tan
importantes come Altermaria, Drechslera, Curvularia vy
Stemphylium, y ademis ciertas levaduras sapréfitos comunes en
ias plantas (Edgington y Barron, 1971).

Los patégenos como Phoma, Drechslera, y Alternaria, los
cuales son susceptibles a benomil, pueden ser antagonizados
por sapré6fitos comunes (Warren, 1972; Pace y Campbell, 1974;

Fokkema, 1973).
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Por el contrario, el ethirimol y dimethirimol dado sus
caracteristicas se aproximan a fungicidas ideales, ya que
son extremadamente efectivos contra patdégenos causantes de
los mildiuv y no afectan al resto de sapréfitos y pardsitos

(Dickinson, 1973).

2.6.2. Efecto de insecticidas v nematicidas

El efecto de insecticidas ¥y nematicidas sobre la
microflora de las plantas ha recibido poca atencién ,por lo
cual se requiere més investigacién para explicar el impacto
directo e indirecto sobre la epiflora.

Schumean y Thurston (1976) demostraron que Phytophthora
infestans causé pocas lesiones cuando el follaje de la papa
se asperjé con malathion o© resmethrina. Ademds se ha
cbservado que heptachloro disminuye la flora fungosa del
suelo y aumenta 1la flora bacterial (Shamiyeh ¥y Johnson,
1973},

Minton gt al (1977) reporta que al tratar el follaje de
spoya con el nematicida oxamyl, se incrementa la incidencia

de mildiu

2.6.3. Efecto de herbicidas

Mullins (1973; citado por Andrews, 1981) reporta gue
cuando las hojas de maiz son tratadas con dalapon, la flora
bacteriana se reduce significativamente v ocurren

alteraciones cualitativas sobre la hoja de maiz
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Algunos herbicidas pueden reducir la severidad de las
enfermedades. Se ha encontraao que la infestacién de trigo
por el mildiuv es modificada por 1la accién de herbicidas
derivados de la urea v por uno derivado de las triazinas

(Ibenthal y Heitefass, 1979.; citado por Andrews, 1981).

2.7. Enmiendas foliares en control bioldgico
2.7.1. Uso de quitina

El wuso de enmiendas como agente para modificar la
ecologia microbial se ha investigado para el manejo de hongos
fitopatdégenos del suelo en los dltimos afios.

Mitchell ¥y Alexander (1961) reportaron que la adicién de
quitina al suelo infestado por Fusarium oxysporum f.sp.
cubense estimuld a bacterias de los géneros Bacillus vy
Pseudomonas, las cuales controlaron al patdégeno debido a la
digestién de 1las paredes del hongo, que también contienen
quitina.

Algunos organismos aparentemente afectan a los hongos
debido a la digestién de la quitina en la pared de hifas
(Mitchell ¥ Alexander, 1962).

La poblacidén de microorganismos que descompone la pared
celular de las hifas de Fusarium spp. se incrementa con la
adicién de quitina al suelo. Los microorganismos que producen
lisis y antibidticos pueden ser estimulados por enmiendas
como gquitina. Algunos microorganismos que producen gquitinasa
son capaces de descomponer a hongos susceptibles (Mitchell,

1963} .



Maurer y Baker (1964, 1963) sugieren que el control de
patégenos , por las enmiendas al suelo implica competencia
por nutrientes. Estos autores demostraron que en la pudricidén
de la raiz de frijol, causada por Fusarium solani f. sp.
phaseoli, la severidad de la enfermedad disminuyé en el suelo

enmendado con quitina y lignina.

Recientemente, algunos fitopatdlogos han estudiado el
efecto de enmiendas al follaje sobre la modificacidn de la
ecologia microbial y del control de enfermedades.

Kokalis-Burelle gt al (1991) reportan gue al aplicar una
suspensidén amorfa de quitina al follaje de cacahuate ocurre
un cambic altamente significative en la poblacidn de
microorganismos epifitos, incrementédndose los quitinoliticos
de menos del 1 % hasta méds del 40 % en la poblacién total de
microorganismos. La aplicacidén de una cepa quitinolitica de
Bacillus cereus mds quitina al follaje de cacahuate, produjo
un 60 % de reduccién de manchas foliares causada por
Cercospora arachidicola. Segin observaciones bajo el
microscopio electrdnico, se encontrd que la guitina
depositada funciona como una barrera fisica contra la
germinacidn de las esporas y la penetracidén del tubo
germinativo,

Evaluaciones en hojas y frutos de tomate, papa y manzana
indican wun cambio significativo en la poblacién microbial
como resultado de enmiendas tales como polimeros de quitina

insoluble, quitosan y celulosa, etc. El tizén temprano (A.



solani) de tomate y papa es reducido con la aplicacidén de
estos productos (Ploper y Backman, 1991).

Basado en la actividad quitinolitica, antagonismo in
vitro e in vivo y supervivencia sobre las hojas de tomate no
enmendado, 9 aislamientos seleccionados de bacterias, fueron
usados en tomate. La dindmica de la poblacién indica que la
supervivencia de microorganismos mejoré por la adicidn de
gquitina y el tizén temprano y la mancha foliar de Septoria
fueron controlados o suprimidos c¢on una formulacidn de

guitina (Ploper et al, 1991).

2.7.2. Uso de leche

La leche es wusada para control de enfermedades, por
algunos agricultores costarricenses, sin embargo, se
desconoce el mecanismo de accidén. En El Salvador la aplican
para evitar la infeccidén de virus transmitidos por vectores,

Las bacterias que forman esporas, principalmente
Bacillus subtilis y B. cereus, siempre estin presentes en
leche c¢ruda, aunque por lo general, en mnimero reducido
(Foster et al, 1965). Estas bacterias estén Iecibiendo
tltimamente atencién como agentes antagdnicos a fitopatégenos
con la ventaja de ser capaces de descomponer la caseina, uno

de los componentes principales de la leche (Gordon gt al,

1973).
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2.8. Control biolégico de fitopatdgenos con bacterias
antagdnicas

El control biolégico puede ser inducido directamente
mediante la inoculacidén en masa del antagonista, o
indirectamente por cambios en las condiciones prevalentes
sobre el ambiente de la planta y del equilibrio microbial del
ecosistema (Henis y Chet, 1975).

Hasta la fecha, se han realizado muchos estudios con
microorganismos antagénicos para el combate de enfermedades
en la planta. Algunos de los microorganismos mds utilizados
como antagonistas son bacterias, ya que éstas constituyen el
grupo mis numeroso de organismos en la microflora de la hoja.
Ademas de la gran velocidad de crecimiento y habilidad para
utilizar diferentes formas de nutrimentos en diversas
condiciones, sin ser superado por ningiin otro grupo.

El control bioldgico de enfermedades {foliares, por
medio de bacterias, es una estrategia con gran potencial,
reportandose varios ejemplos exitosos mediante su  uso

(Windels y Lindow, 1985).

2.8.1. Estudios sobre Bacillus spp.

Bacillus spp. se encuentran frecuentemente distribuidos
en el suelo, aire y agua(Collins, 1969; Jordan, 1908).

Una cepa de Bacillus subtilis produce antibidéticos que
inhiben algunos fitopatdégenos fungosos importantes tales
como Rhizoctonia solani, R. bataticola, Alternaria solani,

Botrytis cinerea, Fusarium udum y Colletotricum falcatum. Se
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ha encontrado que el principal antibiético producido por B.
subtilis es fungitoxico ¥y fuﬁgistético. Esto influye en la
formaci6n muy caracteristica de ’bulbo’ sobre las esporas vy
tubos germinativos de A. solani (Vasudeva y Chakravarthi,
1954} .

En frijol se reporta que la cepa APPL-1 de B. subtilis
asperjada de dos a doce horas antes de la inoculacién con
Uromyces phaseoli en el invernadero, redujo mids de 95 9% el
nimero de pistulas de roya (Baker et al, 1983; Henis y Chet,
1975).

La severidad de la roya del frijol es reducida hasta un
75 % mediante tres aplicaciones por semana con la cepa PPL-3
de B. subtilis, lo cual representa un efecto significativo en
el crecimiento de la planta, mostrando un color més verde v
mayor suculencia ( Baker et al, 1985).

Estudios efectuados por Fravel y Spurr (1977), muestran que
B. cereus rtedujo la mancha café causada por Alternaria
alternata en hojas de tabaco.

Morgan (1963) encontré que la roya de los cereales puede
ser combatida con aspersiones de B. pumilus en trigo y avena.

Segin Pusey y Wilson {1984), aparentemente el mecanismo
de accidén de la bacteria B. cereus sobre la superficie de
algunos frutos ocurre durante la germinacién de esporas en la
etapa inicial del desarrollo del tubo germinativo, inhibiendo

consecuentemente el crecimiento del hongo.
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Observaciones microscépicas realizadas por Baker et al
{(i985), muestran que el desarfollo del tubo germinativo no es
normal, ¥y que algunas uredosporas desarrollan protuberancias
protoplasmédticas anormales al estar en presencia de células
de B. subtilis. Se cree que sustancias antibidticas
producidas por B. subtilis en contra de Monilinia fructicola
actian sobre la germinacidén de esporas y el crecimiento de
hifas, a través de un mecanismo de supresién que todavia no

es conocido (Mckeen et al, 1986).

2.8.2. Estudios sobre Pseudomonas spp.

Las Pseudomonas spp. fluorescentes son conocidos por su
capacidad para producir antibidticos antimicrobiales
(Leisinger y Margraff, 1979).

Kloepper et al (1980) reportaron que las cepas de
Pseudomonas fluorescens producen sideroforos que inhiben el
crecimiento de otros microorganismos de las raices.

P, fluorescens esté distribuida ampliamente como
epifita en la superficie del édrea foliar y puede ser 1itil
como antagonista. P. fluorescens aislada de la rizosfera
produce dos antibidticos, uno de los cuales inhibe
ficomicetes (Teliz-Ortiz y Burkholder, 1960).

Diversas bacterias, inclusive las cepas de P.
fluorescens, han sido r1eportadas como inhibidoras de la
germinacién de esporas de carbones (Johnson, 1931); otras

come PF5 y HV3T7 son capaces de producir varias sustancias
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antibidéticas (Howell y Stipanoviec, 1979, 1980,; James N

Gutterson, 1986).

2.9. Control integrado

El control biol6gico en la parte aérea de las plantas
estd menos desarrollado que en el ambiente del suelo
(rizésfera) por dos razones principales: (a) Los antagonistas
pueden mantenerse por si mismos en el suelo debido a la mayor
supervivencia en este ambiente y (b) por la disponibilidad de
fungicidas baratos, efectivos y fécil de aplicar al follaje,
desalentando asi el uso de control bioldgico (Blakeman v
Fokkema, 1982).

Es dificil encontrar el antagonista perfecto para el
control de un patdégeno particular en naturaleza, sin embargo,
es posible mejorar la capacidad de los organismos para
controlar las enfermedades mediante la seleccién de aquellos
con caracteristicas mads efectivas. Tales caracteristicas
incluyen un aumento del antagonismo contra patégenos, aumento
de competitividad contra la microflora presente, mayor
habilidad para multiplicarse bajo condiciones favorables, v
persistir bajo condiciones desfavorables en la superficie del
hospedero, y mejorar la resistencia a ciertos fungicidas que
debe formar wuna parte de programa de control integrado
(Blackeman y Fokkema, 1982).

Carter vy Price (1974, 1975) reportan un ejemplo
interesante de control integrado de enfermedades, mediante

el uso de benomil ¥ el hongo sapré6fito Fusarium lateritium



para la proteccién de heridas causadas por la poda en
albaricoque contra Eutypa a;ménicae siendo mas efectivo que
la aplicacién de unc s86lo de ellos. F. lateritivm como
antagonista fué diez veces menos susceptibles a benomil que
E. armenicae como patdgeno, por lo tante, la accidn de
fungicidas y antagonistas sobre el patdgeno fue
complementaria.

En el futuro, el control bioldgico sobre la superficie
aérea dependerd no sélo de la efectividad, sino también del
costo competitivo con fungicidas convencionales y de la
ausencia de efectos secundarios de organismos aplicados tal
como toxicidad contra mamiferos.

Otros beneficios del control biolégico, como oposicién
al control quimico, debe incluir una disminucién del dafio al
ambiente a largo plazo por el uso de quimicos persistentes, y
ausencia de residuos quimicos en las partes comestibles de
cultivo (Blakeman vy Fokkema, 1982)

Para la comercializacidén, es ideal que los antagonistas
presenten las siguientes caracteristicas: no patogénicos a
plantas, genéticamente estables, efectivos a baja
concentracién, eficientes contra un amplio rango de patédgenos
en varias plantas, compatibles con agroquimicos comerciales,
fdcil de producir en medios baratos, preparados en forma que
puedan ser almacenados y distribuidos, y capaz de sobrevivir
bajo condiciones desfavorables (Pusey, 1990)

Cuando se dispone del antagonista deseable, pero no se

ha obtenido un nivel satisfactorio de control de la



enfermedad es deseable que el wuso del antagonista vaya
acompafiado por una o més de las siguientes practicas:
rotacidén de cultivos para reducir la cantidad de indculo

inicial de patégeno, seleccién de fecha de siembra, emplear

prédcticas de irrigacidn, adicidn de antagonistas
suplementarios, manipulacién del ambiente para producirz
maxima Tesistencia de los  Thospederos, transferencia de

resistencia genética de progenitores silvestres a cultivares
domésticos, creacidén de cultivares mejor adaptados.

(Baker y Cook, 1974; Cook y Baker, 1983).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacidn.

El trabajo se realizé en la sede del CATIE, en el
laboratorio de Fitopatologia y en la Estacién Experimental
’La Montafia’ del CATIE.

El CATIE se encuentra ubicado en el cantén de Turrialba,
Costa Rica a 590 m.s.n.m. con 9° 52’ latitud norte y 839 38°
longitud oeste. Presenta una precipitacién media anual de
2640 mm, con una temperatura promedio anual de 21.6 ©¢,
mixima de 26.5 ©C, y una minima de 18.0 ©C. La humedad
relativa es de 87 %, y la radiacidén solar promedio mensual de
17 Kj.m™2,dia" L,

Durante la fase experimental en el campo (30 de marzo a
26 de julio, 1992), los valores promedios de temperatura g
humedad relativa que se presentaron fueron de 22.3 °C y 85.0
%, respectivamente con una temperatura minima de 18.8 OcC b
una maxima de 27.5 ©9C, la humedad relativa minima que se

presentd fue de 54.1 %.



21

Cuadro 1. Datos climiAticos de marzo a julio, 1992. Estacién
Experimental La Montafia, CATIE, Turrialba, Costa
Rica.

Elementos Marzo Abril Mavo Junio Julio
climdticos

Temp. media

mensual (%c) 21.6 22.5 22.4 23.0 21.9
Precipitacidn

media mensual 68.6 196.4 271.3 235.4 240.9
{mm/mes)

Humedad

relativa (%) 83.9 83.7 35.9 84,7 86.7

Radiacidén solar
(cal/cm?/dia) 17.4 17.8 16.7 18.2 15.1

Brillo solar
(hr.) 5.2 4.9 4.5 5.6 3.4




3.2. Material y metodologia utilizada en campo y laboratorio.

3.2.1. Efecto de las

campo: Ensayo 1.

Este experimento se
efecto de las enmiendas sobre
de campo
3.2.1.1. Material experimental

i.os materiales usados en

siguientes:

enmiendas sobre

realizd

la enfermedad en el

con el fin de conocer el

la enfermedad bajo condiciones

usado en campo

la prueba de campo fueron los

- Tomate cultivar ’Dina’, el cual presenta las siguientes
caracteristicas: crecimiento semideterminado, de buena
produccién y cobertura foliar, resistente a marchitez

bacterial,

fruto grande (8-10 cm),

peso de fruto entre 140 y

160 g (Ledén, 1985).
- Enmiendas: a) quitina, se considera el polimero de 1la
monoacetilglucosamina v soluble en 4dcido sulfirico o
clorhidrico concentrado.

b) leche, con un contenido de 87 % agua , 5 % proteinas, 4
% grasa, lactosa, vitaminas, sales minerales, etc..

— Fungicida clorotalonil,

A. solani en tomate.

comunmente usado para el control de
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3.2.1.2. Tratamientos.

Los tratamientos evaluado; en el campo correspondientes
a los tres factores (quitina, leche y fungicida) con dos
niveles (aplicar o no aplicar) fueron:

Tl: Testigo absoluto (agua).

T2: Aplicacién de fungicida.

T3: Aplicacidén de leche.

T4: Aplicacidén de leche + fungicida.

T5: Aplicacidén de quitina.

T6: Aplicacidén de quitina + fungicida.

T7: Aplicacidn de guitina + leche.

T8: Aplicacidn de guitina + leche + fungicida.

3.2.1.3. Descripcién de la unidad experimental.

La unidad experimental estuvo constituida por
cuatro surcos de 4.5 m de largo incluyendo 0.25 m de borde en
ambos extremos de cada surco con un total de 36 plantas. Los
surcos fueron espaciados a 1.2 m y con una distancia entre
plantas de 0.5 m (21.6 m?2 por cada unidad experimental). La
parcela util se establecié en los dos surcos centrales,

tomando 7 plantas por surco para un total de 8.4 m2,



3.2.1.4. Disefio experimental.

El diseifio experimental utilizado fue de bloques
completos al azar con tres repeticiones, se analizaron ocho
tratamientos, correspondientes a un arreglo factorial de tres

factores por dos niveles.

3.2.1.5. Procedimiento experimental.

Se utilizé como fungicida el clorotalonil ( 75 % de
2,4,5,6,~tetracloroisoftalonitrie), a una concentracién de
500 g/200 L de agua.

La suspensidén coloidal de quitina fue aplicada a una
concentracién de 0.5 %. La formulacién con quitina para la
primera aplicacioén fue ajustada aproximadamente a un pH de 7,
agregando solucién de NaOH 1IN. De inmediato aparecié un
sintoma de fitotoxicidad en las plantas asperjadas con la
quitina y {fungicida. A partir de la segunda aplicacién se
modificé el pH a 8. La gquitina coloidal fue preparada
mediante el método de Backman modificado por Salazar vy
Okumoto (Anexo 1). Las conchas de camarones se consiguieron
de la Talmana S.A. Punto Arenas, Costa Rica.

La leche cruda wutilizada procedia de la finca de
ganaderia, CATIE. y se aplicé a una concentracién de 4.8
L./200 1L de agua.

Las aplicaciones se iniciaron al observar las primeras
manchas de tizdén temprano (37 dias despies del transplante) y
a partir de ese momento se hicieron aplicaciones cada 10 u 11

dias en el transcurso del ciclo de cultivo.



3.2.1.6. Variables evaluadas y anédlisis estadistico.

3.2.1.6.1. Estimacitn de la enfermedad.

Las wvariables evaluadas fueron la severidad de A.
solani, iniciando las lecturas al aparecer las primeras
manchas y continuandoe con lecturas cada 7 a 10 dias durante
el ciclo del cultivo.

La severidad del patdégeno se evalud con base en la
escala de Horsfall-~Barratt modificada por Large(1966).

0: Planta sana.

i: 0-1 % de 4rea foliar infectada.

2: 1-3 % de area foliar infectada.

3: 3-9 % de &4rea foliar infectada.

4: 9-24 % de &rea foliar infectada.

S: 24-50 % de 4rea foliar infectada.

6: 50-76 % de drea foliar infectada,.

7: 76-91 % de Area foliar infectada.

8: 91-99 % de Area foliar infectada.

9: Planta muerta.

Todas las observaciones ubicadas entre dos porcentajes
tepresentados en la escala, se evaluaron como poercentaje
intermedio entre dos marcas de clase., Esto permite calcular
el porcentaje de 4rea foliar infectada en una parcela

determinada con la siguiente férmula:
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Indice de intensidad{(%)
= I (porcentaje de grado * frecuencia de cada grado)/

{nimero total de plantas observadas)

Para el andlisis de la informacidén se hizo un anédlisis
de varianza, conteniendo las correspondientes pruebas de los
efectos de los factores e interacciones.

Los datos obtenidos fueron transformados utilizando la
funcién logistica logit = Inly/(100~y)], donde Y =
porcentaje de indice de intensidad. La tasa de infeccién
aparente(r) fue calculada para cada tratamiento mediante el
modelo logistico del porcentaje de la enfermedad a través del
tiempo( Van der Plank, 1963). El 4rea debajo de la curva de
progreso de la enfermedad(ACPE) {fué calculado segin lo

descrito por Shaner y Finney (1977).

n
donde:
Xi = Proporcién de la enfermedad en la enésima
observacidn.
t; = Tiempo en la enésima observacién.

1

Nimero total de observaciones.

I

La tasa de infeccion aparente (r) y el drea debajo de la
curva de progreso de la enfermedad (ACPE) son los dos

pardmetros generalmente usados en epidemiologia comparativa.



Sin embargo, Herndndez y Montoya (1987) recomiendan usar el
ACPE cuando la cantidad de indculo inicial difiera

significativamente entre tratamientos.

3.2.1.6.2. Evaluacién de rendimiento.

Los rendimientos se midieron por categorias de calidad
de la fruta, mediante la siguiente escala(Sterlin, 1986):

Clase I: Frutos con peso superior a 160 g y con
didmetro mayor a 7.0 cm; fruta con buena sanidad v
apariencia.

Clase II: Frutos con peso entre 120 y 160 g y didmetro
entre 5.5 a 7 cm; frutas con buena apariencia.

Clase 1III: Frutos con peso inferior a 120 g ¥ con
didmetro menor a 5.5 cmj; por lo general no presenta grado de
madurez definido.

Ademds se midieron la cantidad de frutas dafiadas y
luego se calculdéd el porcentaje de estas en la produccidn
total.

Para cada clase de tomate fueron evaluadas la produccién
total y porcentaje de frutas dafiadas, las variables mediante
analisis de varianza, conteniendo las correspondientes

pruebas de los efectos de los factores e interacciones.



3.2.1.6.3. Andlisis econdmico.
El andlisis econdmico se realizd pPoOT medio de
presupuestos parciales, considerando los datos de ingresos y

costos variables de los diferentes tratamientos

3.2.1.7. Manejo de experimento.
Las labores realizadas en el invernadero y el campo

fueron los siguientes:

3.2.1.7.1. Semillero.

El suelo utilizado se desinfecté con bromuro de metilo
en dosis de 454 g por m3. El 27 de febrero, 1992 las semillas
de tomate fueron sembradas en vasos pldsticos No.16 (Proplax,
Productos Plasticos,S.A. San Jose, Costa Rica.). Se sembrd
4~-5 semillas en un vaso pléstico ¥ luego se 1aled a una

planta por vaso.

3.2.1.7.2. Preparacién del suelo.

Se realizé un pase de arado, uno de rofovador Yy por
Gltimo se surcéd a distancia de 1.2 m.

Se realizaron andlisis de suelo en el laboratorio de
suelo del CATIE, tomando muestras en cada blogue del ensayo.

Los resultados se presentan en el Anexo 2.
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3.2.1.7.3. Trasplante.

Cuando las plantas alcanzaron una altura de 12-15 cm (30
de marzo, 1992} fueron llevadas al campo preparado vy se
trasplantaron sobre el lomo del camellén a una distancia de

50 cm entre plantas.

3.2.1.7.4. Fertilizaciébn.

La primera fertilizacidén se realizé 7 dias despies del
trasplante, aplicando alrededor de 1la planta la férmula
completa 12-24-12, en dosis de 250 Kg/ha en la forma de media
luna. A los 30 dias después del transplante, al momento de
aporque, se aplicé urea a razdén de 400 Kg/ha. A los 56 dias
después del trasplante se aplicd al follaje multiminerales
en dosis de 0.45 L/ha. El Carsil (cloruro de calcio) se
aplic6 a los 68 y 86 dias después de! trasplante a la
concentracién de 5 Kg/ha. A los 77 dias se aplicé la férmula

completa 12-24-12 en dosis de 400 Kg/ha.

3.2.1.7.5. Control de malezas.

Se efectuaron dos limpias manuales durante la etapa de
evaluacién a los 30 y 71 dias después del trasplante. Después
de la primera limpias, se procedidé al aporque de las plantas

de tomate.
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3.2.1.7.6. Control de insectos.

Se hizo una aplicacidn de Volaton granulado (foxim) a
razdn de 25 Kg /ha al momento del trasplante y un dia después
Volaton liquido (foxim) a razdén de 1 L/ha, para combatir
gusanos trozadores (Agrotis sp.). Se aplicé Tamaron 600
(metamidof6s) a razén de 1 L/ha a los 14 y 43 dias después
del traéplante con el propdsito de controlar el ataque de

Diabrotica sp..

3.2.1.7.7. Control de enfermedades.

Con el fin de combatir el ataque de enfermedades
causadas por bacterias, especialmente marchitez bacteriana
(Pseudomonas solanacearum), se hizo wuna aplicacién de
formalina a razdén de 20 ml/L de agua en la postura de las
pocas plantas afectadas después de haber sido arrancadas a
los 25 y 28 dias después del trasplante. Ademéds se aplicéd al
suelo Agrimicin 500 en dosis de 500 g/200 L de agua a los 29
vy 31 dias después del transplante.

Para el combate de enfermedades fungosas sobre todo el
tiz6n tardio causado por Phytophthora infestans se aplicé
Ridomil (metalaxil) y Aliette (fosetyl-Al), a razén de 1.6
Kg /ha y 1.5 Kg /ha, a los 44 y 46, 50, 56 y 77 dias después
del transplante, respectivamente.

Debido a las continuas precipitacidnes presentadas en el
periodo del experimento se agregé al preparado de los

fungicidas el adherente Pegafix en 0.2 L/ha.



3.2.2. Efecto de enmiendas sobre la poblacién de bacterias,
Pseudomonas spp. fluorescentes y Bacillus spp. en las

superficies foliares: Ensayo 2.

La estimaci6n de la poblacidén bacterial, ademds de los
dos géneros de bacterias que representan el mayor potencial
de control biolégico, se llevé a cabo con el fin de conocer
la reaccidén microbial ante cada tratamiento en la superficie
foliar de las plantas de tomate durante el periodo del

ensayo 1.

3.2.2.1. Procedimiento experimental.

La poblacién total de bacterias, Pseudomonas spp.
fluorescentes y Bacillus spp. en la superficie de las hojas
de tomate fueron estimadas entre los 7 y 10 dias después de
la aplicacién de los tratamientos mediante 1la tecnica de
dilucién (Leben, 1961) en agar nutriente (AN) y B de King
(King et al, 1954.) en placa petri.

De acuerdo a cada tratamiento, los 15 discos de los
cinco foliolos cortados fueron colocados en un Erlemnmaver de
125 mil con 50 ml de agua destilada estéril. Posteriormente se
agité por 30-45 min. en el agitador (reciprocal shaker).
Luego se colocd 1 ml de dicha solucién en un tubo de ensayo
que contenia 9 m! de agua destilada estéril, haciéndose
diluciones decimales hasta 10%. Para el conteo de nimero de
bacterias, las diluciones de 1072 vy 10"% fueron sembradas

cada una en tres platos de AN, colocidndose posteriormente en



una incubadora a 30 °C . La colonia de bacterias se conté
entre 48 vy 96 horas, estiﬁéndose el nimerc de unidades
formadoras de colonia por un 4rea de cm? (cfu/cmz).

Los tres platos con el medio de B de King, en los cuales
se efectud el conteo de Pseudomonas sp. fluorescente fueron
inéculados con la dilucién de 1071, Posteriormente se
colocaron en una incubadora a la temperatura de 30 °C entre
48 vy 96 horas. Luego se conté el nimero de colonias
flourescentes bajo luz ultravioleta, estimidndose el nimero de
cfu/cmz.

Para la estimacién de la poblacién de Bacillus spp., los
tres platos de AN fueron sembrados con la dilucién original,
Posteriormente se colocaron en una incubadora a 41 °C por 24
a 48 horas (Rytter et al, 1989). Seguidamente se contd el
nimero de colonias de Bacillus sp., tomando en cuenta a la
morfologia de colonia, tincién de Gram ¥y observacién de la

presencia de esporas {Gordon et al, 1973).

3.2.2.2. Andlisis estadistico.

Las observaciones tomadas en diferentes tiempos fueron
analizadas considerando el disefio experimental como de
bloques completos al azar con las parcelas divididas en el
tiempo.

El andlisis de la informacidén se realizé mediante un
andlisis de varianza, conteniendo las correspondientes
pruebas de los efectos de 1los factores e interacciones.

Previamente se probé la validez de incluir en el modelo como
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covariable el nuimero de bacterias totales, Pseudomonas spp.
fluorescentes v Bacillus Spp. antes de aplicar los
tratamientos. 8in embargo, no fue wvalido inciuirle como
covariable en el modelo.

Para ejecutar el andlisis de wvarianza, los datos
obtenidos fueron transformados con In{x+1) para reducir 1la

heterogeneidad de la varianza (Steel y Torrie, 1980).



3.2.3. Seleccién in vitro de bacterias antagdnicas:
Ensayo 3.

Se efectué el ensayo céh el propésito de seleccionar
bajo condiciones de laboratorio algunas cepas de Bacillus
spp. Y Pseudomonas spp. fluorescentes, que fueran antagdnicas
a Alternaria solani. Ademds se queria conocer si hay algunos
efectos de 1las enmiendas foliares sobre la presencia de
antagonistas. Adicionalmente se probé para las cepas
antagénicas la produccién de quitinasa para lo cual se

consideré la caracteristica biogquimica de estas.

3.2.3.1. Tratamientos.

Las cepas evaluadas, que se consideraron como
tratamientos de este experimento fueron 15 de Bacillus spp. y
18 de Pseudomonas spp. fluorescentes aisladas el 9 de enero
de 1992, 11 de Bacillus spp. v 49 de Pseudomonas spp.
fluorescentes aisladas el 17 de enero y el 24 de enero se
aislaron 8 de Bacillus spp. y 8 de Pseudomonas spp.
fluorescentes las cuales provenian de hojas de tomate con
tratamientos iguales a 1los descritos en 3.2.1.2., en el

cultivo sembrado de 3 de septiembre de 1991,



3.2.3.2. Procedimiento experimental.

3.2.3.2.1. Aislamiento de la bacteria.

Las cepas de Bacillus spp. Yy  Pseudomonas spp.
fluorescentes se aislaron de acuerdo al siguiente
procedimiento;

En cada parcela se recolectaron 5 foliolos, una de las 5
plantas de tomate seleccionadas al azar, juntando las tres
repeticiones de cada tratamiento. Con los foliolos por no
presentar sintomas visibles de Alterparia se utilizé la
técnica de diluciones para aislar las bacterias antagénicas.

Seguidamente se afiadié una alicuota de 0.05 ml de las
diluciones, rayandola en el medio de B de King ¥ AN. Los
medios B de King y AN se colocaron inmediatamente en una
incubadora a 27 y 41 °C, respectivamente. Las cepas de
Pseudomonas spp. fluorescentes fueron aisladas en el medio B
de King, detectando el pigmento fluorescente bajo la luz
ultravioleta. Las cepas de Bacillus spp. fueron aisladas en
el medio AN con el mismo método que se ha mencionado en el
primer experimento.

Las cepas seleccionadas fueron purificadas y
posteriormente transferidas a tubos con tapas de rosca con AN
inclinado. Estos sirvieron de fuente de inéculo para las
pruebas sucesivas. Los tubos se conservaron en el

refrigerador a 10 °cC.
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3.2.3.2.2. Preparaci6n de suspensidn bacterial y conidial.

Las suspensiones Dbacteriales fueron preparadas de
cultivos ya crecidos por‘24 horas en AN a la temperatura de
30 °%C y se ajusté a 10° celulas con la ayuda de la cédmara de
contaje Petroff-Hausser (French y Hebert,1982).

La esporulacién conidial de A. solani fue inducida
mediante el método de 1luz wultravioleta, combinado con el
método de Dhingra y Sinclair (1985). Los aislamientos de A.
solani obtenidos por 7 a 10 dias de cultivo (creciendo en V-8
agar a 21 °C) fueron colocados bajo un chorro de agua suave
durante 24 horas. Esto con la finalidad que se lavara todo lo
gue estaba adherido al medio de cultivo. Después de 24 horas
se eliminé toda el agua de las cajas y se expuso por un
periodo de 12 horas a luz ultravioleta ¥y 12 horas a la
oscuridad. Este tratamiento se mantuvo durante 3 dias. Una
vez que las esporas del Thongo presentaron suficiente
desarrollo, fueron cosechadas, lavando 1la superficie del
medio con agua destilada estéril, se colectaron en un beaker,
para luego preservarias en el refrigerador.

Para obtener la suspensién a la concentracién requerida
el indculo se centrifugd en el momento de la inoculacién a
3000 rpm durante 20 min.. Posteriormente se realizdé el conteo
de las esporas de A, solani usando un hematocimetro. La
concentracidén de esporas se ajustd a 20,000 conidias/ml e
inmediatamente se mezcld con igual volumen de suspensién
bacterial o con agua (testigo). Resultando en una

concentracidén final de 10,000 conidias/ml.
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3.2.3.2.3. Instalacién del experimento.

El porta-objeto cubierto con agar-agua (AA) fue colocado
en una placa petri que disponia en su base de papel filtro
mojado y un tubo de vidrio en forma V. Se coloecé una gota
(0.01 ml) de cada suspensidén bacterial o agua destilada
estéril, (anteriormente mezclado con igual volumen de cada
suspensidén conidial) en la superficie del dicho porta-objeto,
incubando a la temperatura ambiente (25-28 °¢).

Después de 24 horas, las conidias y el tubo germinativo
fueron tefiidos con azul de algodén en lactofenol (Fravel v

Spurr,Jr., 1977}.

3.2.3.3. Variables evaluadas y andlisis estadistico.

Las mediciones microscdépicas gue se tomaron en cuenta
fueron: porcentaje de germinacidn, nimero de tubos
germinativos por conidia, longitud del tubo germinativo més
largo de la conidia y ntUmero de ramificaciones principales
del tubo germinativo més largo. Las repeticiones fueron tres
para cada cepa de bacteria.

Para evaluar ia germinacién, se observo en el
microscopio cada porta-objeto con 5 campos al azar al menos
20 esporas. El mimero total vy el  niimero de <conidios
germinados fueron contados para cada campo microscédpico. Y
fue calculado el porcentaje de germinacién de conidios.

Se mididé el nimero de tubos germinativos, la longitud de
los tubos germinativos y el nimero de ramificaciones en 30

esporas por cada porta-objeto con la ayuda de un micrémetro.



Para la determinacién de posibles bacterias
antagonistas, se compararonr los tratamientos contra el
testigo, mediante la prueba de Dunnette, de acuerdo a cada
categoria de medicidén en diferentes periodos.

La transformacién de 4{{100-X) fué utilizadas para los

datos de porcentaje de germinacidén (Steel y Torrie, 1980).



3.2.4. Estudio de procedimientos para el aislamiento vy

deteccion de Bacillus spp.: Ensayo 4.

El presente experimento se tealizd con el fin de conocer
el procedimiento mis adecuado para el aislamiento ¥y conteo
de Bacillus spp., y ademds, se intentd detectar algunas cepas
de esta bacteria que tengan caracteristicas proteoliticas,

quitinéliticas y como medio descomponedor de fungicidas.

3.3.4.1. Tratamientos.

Los tratamientos gue se evaluaron correspondieron a dos
factores {medio y temperatura). La temperatura tuvo dos
niveles (41 y 80 ©C). Los medios evaluadas fueron agar
nutriente, agar-quitina, agar-leche y agar-fungicida (Cuadro

2).
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Cuadro 2. Estructura de los tratamientos en el Ensayo 4.

FUENTE DE TEMPERATURA MEDIO DE CULTIVO
INOCULO (Cc)
TESTIGO 80 AGAR NUTRIENTE
41 AGAR NUTRIENTE
QUITINA 80 AGAR NUTRIENTE
AGAR-QUITINA
41 AGAR NUTRIENTE
AGAR-QUITINA
LECHE 80 AGAR NUTRIENTE
AGAR-LECHE
41 AGAR NUTRIENTE
AGAR-LECHE
FUNGICIDA 80 AGAR NUTRIENTE
AGAR-FUNGICIDA
41 AGAR NUTRIENTE

AGAR-TUNGICIDA

3.3.4.2. Procedimiento experimental.

Las parcelas aplicadas con el testigo, quitina, leche ¥
fungicida en el primer experimento fueron utilizadas para
llevar a cabo este ensayoc 4. Se rtecolectarén 5 foliolos de
tomate en cada parcela. 8Se cortd un total de 15 discos de los
foliolos con la ayuda del sacabocado No. 4, colocdndolos en
un Erienmeyer de 125 ml con 50 ml de agua destilada estéril.
Posteriormente se agité por 30-45 min. en un agitador
(Reciprocal shaker).

Una parte de esa solucidn fué colocada en bafio maria a
la temperatura de 80 °C por 10 min. para matar las células
bacteriales que no tiene esporas. Seguidamente se tomd una

gota (0.05 ml}, colocandola en una placa pétri ¥



41

extendiéndola con auxilio de una aza para uniformizar la
distribucidén de bacterias. Déspﬁes se guardé a temperaturs
ambiente {Backman, 1991).

Una gota de otra parte de dicha solucidén fué depositada
en una placa pétri y luego se extendid y se coloecd en un
incubador a 41 °C (Ryter, 1989).

Las pruebas fueron realizadas en el 11, 17 y 26 de julio

de 1992.

3.3.4.3. AnAlisis estadistico.

El disefio experimental fue de blogues completos al azar
con la parcela sub-subdividida en el tiempo. Entre dos ¥y
cinco dias después de la instalacidén de experimento, se conté
el nimero de colonias de Bacillus spp. en cada tratamiento.
Se determindé la influencia de la temperatura y la diferencia
de los medios de cultivo sobre el crecimiento de Bacillus
spp. mediante un andlisis de varianza. Para andlisis de la
informaci6én, los datos obtenidos fueron transformados por
Ln(X + 1) para reducir la heterogeneidad de varianza (Steel y

Torrie, 1980).
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4. RESULTADOS

4,1 Efecto de enmiendas sobre la enfermedad en el campo.
4.1.1 Efecto de los tratamientos sobre el tizdén temprano.

Los factores analizados para este experimento fueron el
efecto de la aplicacidén de quitina, leche, fungicida y todas
las posibles combinaciones de estas. La variable evaluada fue
la severidad de A. solani, expresado como % de 4drea foliar
infectada, tomando las lecturas en los 30, 37, 45, 61, 68,
75, 82, 80, 97, 104, 111 y 118 dias después del transplante.

La Figura 1 presenta el comportamiento de la severidad
de la enfermedad por tratamiento en el ciclo del cultivo. Se
calculd la tasa de infeccidén aparente (r) y el 4rea debajo de
la curva de progreso de la enfermedad (ACPE) segin los datos
obtenidos (Cuadro 3). La r por tratamiento como coeficiente
de regresion y el indculo inicial como intercepto (Anexo 3),
se presenta en la figura 2.

El anédlisis de la tasa de infeccidén aparente (1),
presentd una diferencia estadistica altamente significativa
(p<0.01) en el efecto positivo de fungicida (cuadro 4).

Con respecto al ACPE, también hubo una diferencia
altamente significativa (p<0.01) para el efecto positivo del
fungicida. Ademds, se encontré diferencias significativas
(p<0.05) en el efecto negativo de la aplicacién de leche

{Cuadro 5}.
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Figura 1. Efecto de los tratamientos sobre el
desarrollo de la enfermedad. CATIE,

Turrialba, Costa Rica. 1992.
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Figura 2. Efecto de los tratamientos, respecto a
la tasa de infeccion aparente (r).
CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992,



Cuadro 3. Efecto de los tratamientos sobre la severidad de A.
solani, en los diferentes parametros. CATIE,
Turrialba, Costa Rica. 1992,

Codigo Tratamiento? % infeccién? tasa de® ACPEC

final infeccidn

Quit Leche Fung aparente (r)
T1 0 0 0 93.3 0.188 71.9
T2 0 0 1 65.5 0.160 24.3
T3 0 1 4] 95.4 0.203 69.0
T4 0 1 1 79.7 0.165 36.0
T5 1 0 0 94.5 0.195 64.7
T6 i 8] 1 63.1 0.153 23.3
T7 i 1 0 g97.1 0.212 69.9
T8 i 1 1 68.3 0.158 28.9
a: 0 = no aplicar, 1 = aplicar.

b: datos obtenidos al 118 dias después del transplante.

c: El cdlculo de tasa de infeccién aparente (r) vy &rea
debajo de la curva de progreso de la enfermedad (ACPE) estén
descritos en el capitulo de materiales y metodos.

Cuadro 4. Andlisis de varianza para el efecto de los
tratamientos, con la tasa de infeccidén aparente
(r)Y. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992,

F.V. G.L. 5.C C.M. F.c

Blogue 2 0.00051618 0.00025809 0.69ns,

Quitina 1 0.00000001 0.00000001 0.00ns.

Leche 1 0.00076041 0.00076041 2.03ns.

Quit*Leche 1 0.00000001 0.00000001 0.00ns,

Fungicida 1 0.01022958 0.01022958 27.27%%

Quit#*Fung 1 0.00025931 0.00025931 0.69ns.

Leche*Fung 1 0.00020703 0.00020703 0.55ns,

Quit*Leche 1 0.00000051 0.00000051 0.00ns.

#Fung

Error 14 0.00525116 0.00037508

Total 23 C.V.= 10.79

#%: nivel de significancia al 1 %.

ns.: no significative.
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Cuadro 5. Andlisis de varianza para el efecto de ios
tratamientos con respecto a el é&drea debajo de la
curva de progreso de la enfermedad (ACPE)., CATIE,
Turrialba, Costa Rica. 1992.

F.V, G.L. S.C. C.M. Fc.
Blogue 2 1123.6796 561.8398 6.06%
Quitina 1 272.3715 272.,3715 2.94ns.
Leche 1 505.6011 505.6011 5.46%
Quit*Leche 1 5.7822 5.7822 0.06ns.
Fungicida 1 34891.1051 34891.1051 376.62%%
Quit*Fung 1 4.4984 4,4984 0.035ns.
Leche*Fung 1 291.3647 291.3647 3.15ns.
Quit#*Leche 1 261.3120 261.3120 2.82ns.

*Fung
Error 14 1296.9957 92.6426
Total 23 C.Vv.= 13.03
¥*: nivel de significancia al 5 %.

*%: nivel de significancia al 1 %.
ns.:no significativo.
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4.1.2. Evaluacién del rendimiento.

El tratamiento con fungiéida solo obtuvo el rendimiento
total mids alto, con 34.5 ton/ha de tomate, seguido por el de
fungicida con leche ,con un rendimiento de 27.5 ton/ha, con
quitina se alcanzé una produccidn de 15.5 ton/ha y por tultimo
el tratamiento de la aplicacidén de leche presenta el
rendimiento mé&s bajo con 12.1 ton/ha (Cuadro 6 y Figura 3).

E]l] testigo presentdé el mayor % de frutos dafiados con
respecto a los otros tratamientos evaluados (Cuadro 6). Las
causas principales de los frutos dafiados fueron: dafios por
pajaros, la pudricién suave del fruto (Erwinia carotovora),
tizén tardio (Phytophthora infestans) y la pudricién del

extremo apical por deficiencia de calcio.

Cuadro 6. Rendimiento total y porcentaje de frutos dafiados
por tratamiento de acuerdo a la calidad. CATIE,
Turrialba, Costa Rica. 1992,

Tratamiento? Rendimiento(ton/ha)

Quit Leche Fung P 11 I11 Total %dafiadosC
T1 0 0 0 6.5 3.8 3.9 i4.2 48.6
T2 0 0 1 16,5 10.8 7.2 34.5 22.2
T3 0 1 0 5.2 3.2 3.7 12.1 44.8
T4 0 1 1 11.8 8.5 7.2 27.5 25.7
TS5 1 0 4] 3.0 4.2 3.3 15.5 38.6
T6 1 0 1 9,3 6.8 5.4 21.5 31.4
T7 i 1 0 7.4 4.3 3.9 i5.6 39.6
T8 1 1 1 16.9 5.4 6.7 23.0 28.0
a: 0 = no aplicar, 1 = aplicar.

b: La clasificaion de la calidad de los frutos, por pesoc y
tamafio, estd descrito en el texto
c: %dafiados= frutos dafiados/(total de frutos)#*100
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Figura 3. Rendimiento total por tratamiento en
el experimento de campo. CATIE,
Turrialba, Costa Rica. 1992.



El analisis de varianza de l!os r1endimientos mostraron
una interaccidén significativa (p<0.05) entre el efecto de
fungicida y quitina en la primera y segunda clase como en el
rendimiento total {(Cuadro 7, 8, 9 y 10).

El andlisis de wvarianza para el porcentaje de frutos
dafiados presenté wuna interaccidén altamente significativa

{(p<0.01) entre el efecto de fungicida y quitina (Cuadro 11)}.

Cuadro 7. Andlisis de wvarianza para el efecto de los
tratamientos en la clase 1. CATIE, Turrialba, Costa

Rica. 1992,

F.V. G.L. 5.C. C.M. Fc.
Blogue 2 87478035.2 43739017.6 6.80%%
Quitina 1 7308580.0 73085380.0 1.14ns.
Leche 1 8349779.3 9349779.3 1.45ns.
Quit.*Leche 1 17868242.2 17868242.,2 2.78ns.
Fungicida 1 173108182.8 173108182.8 26.91%%
Quit.*Fung. 1 51679391.7 51679391.7 8.03#
Leche*Fung. 1 704086.7 704086.7 0.1l1lns.
Quit.*Leche 1 11715118.0 11715118.,0 1.82ns.

*Fung.
Error 14 90076293.7 6434021.0
Total 23 C.V.= 23.08

¥; nivel de significancia al 5 %.
*#%: nivel de significancia al 1 %.
ns.:no significativo.



Cuadro 8. AnéAlisis de varianza para el efecto de los
tratamientos en la clase 2. CATIE, Turrialba, Costa

Rica. 1992.

F.V. G.L. S.C. C.M. Fe.
Blogue 2 12445510.96 6222755.48 3.39ns.
Quitina 1 11765075.83 11765075.83 6.40%
Leche 1 6280626.99 6280626.99 3.42ns.
Quit.*Leche 1 1232750.77 1232750.77 0.67ns.
Fungicida 1 96053002.83 96053002.83 52.28%%
Quit.*Fung. 1 28257197.63 28257197.63 15,38%%
Leche#®Fung. i 3697560.37 3687560.57 2.01lns.
Quit.*Leche 1 35285.15 35285.15 0.02ns.

*Fung.
Error 14 25722513.9 1837322.4
Total 23 C.V.= 231.08

*: nivel de significancia al 5 %.
¥%: nivel de significancia al 1 %.
ns.:no significativo.

Cuadro 9. Andlisis de varianza paia el efecto de los
tratamientos en la clase 3. CATIE, Turrialba, Costa

Rica. 1992,

F.V. G.L. S.C. C.M. Fc.
Blogque 2 5994554.73 2997277.37 1.02ns.
Quitina 1 2772475.23 2772473.23 0.9%4ns.
Leche 1 681072.98 981072.98 0.33ns.
Quit.*Leche 1 1340221.16 1340221.16 0.46ns.
Fungicida 1 51515310.80 51515310.80 17.51#%%
Quit.*Fung. 1 1295587.47 1295587 .47 0.44ns.
Leche#*Fung. 1 365539.00 J65539.00 0.12ns.
Quit.*Leche 1 82223.69 82223.69 0.03ns,

*Fung.
Error 14 41198551.53 2942753.68
Total 23 C.V.= 33.20

#: nivel de significancia al 5 %.
#%: nivel de significancia al 1 %.
ns.:no significativo.
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Cuadro 10. Anédlisis de varianza para el efecto de los
tratamientos en el rendimiento total. CATIE,
Turriaiba, Costa Rica. 1992.

F.V. G.L. S.C. C.M. Fc.

Blogue 2 195532969.4 97766484 .7 9.18%*

Quitina 1 60817215.6 60817215.6 5.71%

Leche 1 20915690.4 20915690.4 1.96ns.

Quit.*Leche 1 42185761.3 42185761.3 3.96ns.

Fungicida 1 908126566.2 908126566.2 85.28x%%

Quit.*Fung. 1 186126720.5 186126720.5 17.48%%

Leche*Fung. 1 4654395.1 4654395.1 0.44ns.

Quit,*Leche 1 15189147.0 15189147.0 1.43ns.

*Fung.

Error 14 149076638 10648331

Total 23 C.V.= 15.93

#: mnivel de significancia al 5 %.

#%: nivel de significancia al 1 %.

ns.:no significativo.

Cuadro 11. Andlisis de varianza para el efecto de los
tratamientos en el porcentaje de frutos dafiados
en la produccidén total. CATIE, Turrialba, Costa
Rica. 1992,

F.V. G.L. 5.C. C.M. Fc.

Blogue 2 338.909858 169.454929 6.70%%

Quitina 1 2.835250 2.835250 O.1llns.

Leche 1 1.215450 1.215450 €.05ns.

Quit*Leche 1 0.429605 0.429605 0.02ns.

Fungicida 1 1497.919001 1497.919001 59,20#%%

Quit*Fung 1 287.629884 287.629884 11.37*x%

Leche*Fung 1 6.041070 6.041070 0.24ns.

Quit+*Leche 1 42.776070 42.776070 1.69ns

+Fung
Error 14 354.211187 25.300799
Total 23 C.V.= 14.37

¥
£
ns.:no significativo.

nivel de significancia al 5 %.
nivel de significancia al 1 %.



4.1.3. Evaluacidén econdmica.

El anéalisis de presupuésto parcial en el cuadro 12
presenta el ingreso bruto més alto, en el tratamiento de
fungicida solo con un beneficio neto de 1,617,100 colones y
el mds bajo en el de guitina y leche con una pérdida de

34,500 colones, debido a alto costo para la preparacidn de
quitina. El ingreso bruto fue calculado con los precios de

venta de tomate en el CENADA, Costa Rica (Anexo 4).

Cuadro 12. Andlisis de presupuesto parcial de costos de
tratamientos aplicados en el experimento de
campo. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Quit. 0 0 0 0 1 1 1 1
Leche 0 0 1 1 0 0 1 1
Fung. 0 1 0 1 0 1 0 1

Rend.! 14.2 34.5 12.1 27.5 15.5 21.3 15.6 23.0

I1.B.2 566.0 1624.0 468.0 1167.0 662.0 985.0 641.0 1008.0

Costos variables
(miles de colones)

Quit 0.0 .0 0.0 0.0 673.0 673.0 673.0 673.0
Leche 0.0 0.0 0.6 0.6 0.0 0.0 0.6 0.6
Fung. 0.0 5.0 0.0 5.0 0.0 5.0 0.0 5.0
Costo

aplic 0.0 1.9 1.9 1.9 1.9 1.9 1.9 1.9

B.N.% 566.0 1617.1 465.5 1159.5 —~12.9 305.1 ~34.5 327.5

1: Rendimiento (ton/ha).

2: Ingreso bruto (miles colones/ha).
3: Total de costo variable/ha.

4:; Beneficio neto/ha.



4.2. Evaluacién de la poblacién de bacterias, Bacillus spp. y

Pseudomonas spp. fluorescentes.

La evaluacién de la poblacidén de bacterias, Bacillus
spp. y Pseudomonas spp. fluorescentes se realizé a los 35,
44, 53, 72, 82, 92, 106 y 115 dias después del transplante.
El comportamiento de la poblacidén se presenta en la Figura 4.

El andlisis de la varianza, con respecto a la poblacién
bacterial muestra una diferencia altamente significativa
(p<0.01) en el tiempo de muestreo ¥y wuna interaccién

significativa (p<0.05) entre quitina y fungicida (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Andlisis de varianza para la poblacién bacterial,
respecto a la aplicacién de Jlos tratamientos.
CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992,

F.V. G.L. S.L. C.M. Fec.
Bloque 2 0.17722 0.08861 0.64ns
Quitina 1 0.22139 0.22139 1.60ns
Leche 1 0.49026 0.49026 3.54ns
Quit.*Leche 1 0.04760 0.04760 0.34ns
Fungicida 1 0.18997 0.18997 1.37ns
Quit.*Fung. i 1.03406 1.03406 7.47%
L.eche*Fung. 1 0.01647 0.01647 0.12ns
Quit.*Leche*Fung. i 0.00289 0.00289 0.02ns
Errorf(a) i4 1.93824 0.13845
Tiempo 7 54.95271 7.85039 24.62%
Quit.*Tiempo 7 1.21775 0.17396 0.55ns
Leche*Tiempo 7 0.629635 0.08995 0.28ns
Quit.*Leche*Tiempo 7 1.47639 0.210091 0.66ns
Fung.*Tiempo 7 1.70019 0.24288 0.76ns
Quit.*Fung.*Tiempo 7 2.25330 0.32190 1.01lns
Leche*Fung.*Tiempo 7 i.00437 0.14348 0.45ns
Quit.*Leche*Fung.

*Tiempo 7 0.86024 0.12289 0.39ns
Error(b) 112 35.71093 0.31885
Total 191 C.V.= 10.88

*: nivel de significancia al 5 %.
ns.:no significativo.

La Figura 5 muestra la interaccién entre quitina ¥y

fungicida.
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La poblacién de Bacillus spp. Y Pseudomonas spp.
fluorescentes cambié en el tiempo. El andlisis de varianza
arroja diferencia altamente significativa al 1 % (Anexo 5 ¥y
6).

La Figura 6 muestra la poblacidén de bacterias, Bacillus
spp. v Pseudomonas spp. fluorescentes, en relacidén a ciertos

factores climaticos.



BE

HR. 80L {tv)

RAD. S8OLAR {m}/m2/din)

80
80
40
20

-] © - o o [}

7

.
“
7
A
7
ﬁ
7
7
%

7%
&5

7

e

o

3
LA

i
Y
540

-‘///

rrn
o

/4

PRECIPITAGION (mm/6 dfas)

2
/

o

3 f.
X
A R Y
AT
A " AN R
RaNaeGS N

KON

. N
e W
§ §
s 3 g 3 3
SN 2 i
& § = g = o°'g

minima

y promedia) vy poblacién de bacterias, Bacl/ilus app.

y Psoeudomonas spp. tiuorescentes durante el

80 100 120
DIAS DESPUES DEL. TRASPLANTE

Flgura 6. Variacién de las condlolones climaticas {radlacitn

60

40

20

periodo del clclio de cultlvo del tomate. CATIE,

Turrlalba, Costa HRilca., 1892,

¥~ P. ioceacenion

= Bapian npp.

solar, hr. de sol, precipltaclén, hr. de H.R.

LOA (cfu)/cm2

A} ™ Podackin folal

ar



54

4.3. Seleccidn Iin vitro de bacterias antagbnicas a A. solani.

Los Anexos 7, B8 y 9 presentan el efecto antagénico de
las cepas aisladas el 9, 17 y 24 de enero de 1992,
respectivamente. La mayoria de los tratamientos presenta més
de 90 % de germinacién de las conidias del hongo. 8Sin
embargo, muchas cepas bacteriales mostraron el antagonismo a
A. solani en el crecimiento del tubo germinativo,
especialmente afectando a su longitud, de acuerdo a la prueba
de Dunnett.

Las Figuras 7 y 8, muestran el grado de antagonismo
sobre el crecimiento de los tubos germinativos del hongo
debido a las diferentes cepas bacteriales. Algunas de las
cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes estimuralon el
crecimiento de tubos germinativos (Figura 9).

Las cepas de Bacillus spp. y  Pseudomonas spp.
fluorescentéé presentan un diferente grado de antagonismo
sobre el nimero de ramificaciones del tubo germinativo.
Algunas de las cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes
tambien presentaron un estimulo sobre el nimero de
ramificacidén del tubo germinativo {(Figuras 10, 11 y 12).

Las figuras 13, 14 y 15 muestran el efecto de las cepas

bacteriales sobre el nimero de tubos germinativos.
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Figura 8. Inhibicién del crecimiento de los tubos
germinativos del hongo, debido a las

cepas bacteriales (Testigo: 130.56 micras),
aisladas el 17 de enero de 1992. CATIE,
Turrialba, Costa Rica. 1992.
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Turrialba, Costa Rica. 1992.
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en el tubo germinativo mas largo del hongo, debido
a las cepas bacteriales (Testigo: 5.0 ramif.),
alsladas el 9 de enero de 1992. CATIE, Turrialba,
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El coeficiente de correlacidén entre el nidmero de tubos
germinativos, longitud del tubo germinativo mé4s largo vy
numero de ramificaciones de este tubo germinativo fue
calculado de acuerdo al género de bacterias y las fechas de
aisladas (Anexos 10 y 11).

La Figura 16 presentan la correlacién entre la longitud
de tubo germinativo mas largo y nimero de ramificaciones en
el tubo germinativo del hongo en presencia de las cepas de
Bacillus sp. y Pseudomonas spp. fluorescentes aisladas en las
diferentes fechas. Tambien se observa la distribucién de las
cepas de acuerdo a su antagonismo.

Con base en los Anexos 7, 8 y 9 se calculé el porcentaje
de inhibicién sobre la longitud de tubo germinativo debido a
las cepas de bacterias en las diferentes fechas (Anexos 12,
13 y 14).

La acci6én de antagonismo de Pseudomonas spp.
fluorescentes tiene una amplitud en la reduccién del tubo
germinativo del 7.2 a 93.4 %. En el caso de Bacillus spp. la
amplitud varié de 10.6 a 93.2 %. Con siete cepas de
Pseudomonas spp. fluorescenties se observaron tubos
germinativos mds largos que en el testigo; el incremento
varié entre el 5.6 vy 42.4 %.

Al analizar los Anexos 12, 13 y 14, se seleccionaron las
cepas con mayor porcentaje de inhibicidén dentro de cada

fuente de cepas en las diferentes fechas (Cuadros 14 y 15).



70

Namero de ramificaciones

(a) *°

~&k- P, Heoressanlve
- Bagifium ap. [ e

-
e
-
-

F e D870«

(b) =& P, Hssrsuesntse

F = 0787
10 ] " Besitins ep. e o
] .

100 20 40 80 80 100 130 140
(c) =3~ p, ficorsscentes r* D.810s»
sl - Heelting [T
‘ -
‘ o
+

a = +
o ) i i 1 L

o 20 40 80 80 100 120 140

Longltud de tubo germinative mis largo {mloras}
Figura 16. Correlacién entre 1a longitud de tubo germinativo
més largo y nimero de ramificaciones en el tubo
germinativo del hango, debido al género de bacterias,
aisladas el 8 (a), 17 (b) y 24 (c) de enero de 1992,
CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992.



71

Cuadro 14. Mejores cepas de Pseudomonas fluorescentes
antagénicas a A. solani, de acuerdo a su
tratamiento de origen v el porcentaje de
inhibicién de la longitud del tubo germinativo.

tratamiento Porcentaje de inhibicién (%)

de
origen (9-1-92) {(17-1-92) (24-1-92)
T1 Al 73.5 B6 52.6
T2 A5 93.4 B14 73.5
T3 All 58.4 B22 36.4
T4 Al6 66.8 B41 42.5
T35 Al2 59.6 B28 66.1
T6 Als 57.1 B39 16.8
™7 Al3 63.5 B33 40.0 ci10 8.8
T8 Al8 60.2 B49 77.3

{ ): Fecha de recoleccién de las cepas bacteriales

Cuadro 15.

Mejores cepas de Bacillus spp. antagdnicas a A.
solani, de acuerdo a su tratamiento de origen ¥
el porcentaje de inhibicidon de la longitud del
tubo germinativo.

Tratamiento Porcentaje de inhibicidén (%)
de

origen (9-1~92) (17-1-92) (24-1-92)
T1 B50 32.1

T2 Al9 68.5 B51 93.2

T3 B53 90.7 c4 73.1
T4 B60 85.6

Th B57 36.7 Cé 45.7
T6 A28 91.8

T7 A26 65.9 B39 41.1 C7 47.6
T8 A33 36.5

( ): Fecha de recoleccién de las cepas bacteriales

Las mejores antagonistas de Pseudomonas spp. y Bacillus

spp., las cuales presentan mids de 90 % en la inhibicién de la

longitud del tubo germinativo, se encuentra con la cepa A5 y

B51, A28 y

B53, respectivamente (Cuadro 14 y 15).



En la observacién microscépica, se detectd un
crecimiento anormal de los tubos germinativos y formacidén de
los bulbos debido a las cepas de bacterias antagénicas.

Algunas de las cepas antagdnicas a A. solani fueron
quitinoliticas, confirmado por la presencia de sitios
transparentes alrededor del crecimiento de bacterias en el
medio agar nutriente+quitina {Anexo 15). Estas fueron
aisladas de los tratamientos con quitina séla o en mezcla,
excepto una cepa A6 aislada en el tratamiento con fungicida
s6lo (Cuadro 16}).

De las 109 cepas estudiadas, en ningun caso se observd

al microscépio la lisis del tubo germinativo de A. solani.

Cuadro 16. Respuesta a la produccién de quitinasa de cepas
bacteriales antagénicas de acuerdo a su
tratamiento de origen v a la formacién de zonas
transparentes en el medio agar nutriente+
guitina. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992,

Tratamiento Transparencia en ANQ de
de origen P. fluorescentes Bacillus spp.

+ - + -

Testigo 0 9 0 1
Fungicida 1 7 0 9
Leche 0 4 0 7
Fung.+Leche 0 5 0 1
Quitina 0 9 2 1
Quit.+Fung. 0 1 6 0
Quit.+Leche 0 4 1 3
Quit.+fung.+Leche 1 1 0 1
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4.4, Estudio de procedimientos para el aislamiento ¥

deteccidn de Bacillus spp..

El cuadro 17 presenta el nilmero de unidades formadoras

de colonias (cfu/cm?), estimado con respecto a los diferentes
procedimientos y medios de cultivos en las distintas fuentes
de indculos en tiempos distintos. El nidmero de colonias
estimadas fue relativamente escasa en el periodo

experimental.

Cuadro 17. Aislamiento de Bacillus sp. por el efecto de los

procedimientos. CATIE, Turrialba, Costa Rica.
1992.
Fuente Temp . Fecha de prueba
Medio®
de inéculo (c) 11-7-92 17-7~92 26-7-92
Testigo 80 AN 0 16.6 0
41 AN 0 0 6.6
Quitina 80 AN 0 0 19.9
80 AQ 0 0 0
41 AN 0 49.8 13.3
41 AQ 0 66.4 0
l.eche 80 AN 99.5 16.6 0
80 AL 0 0 0
41 AN 33.2 66.4 0
41 AL 0 0 0
Fungicida 80 AN 0 0 6.6
80 AF 0 O O
41 AN 33.2 16.6 13.2
41 AF 0 0 0

a: AN=agar nutriente, AQm=agar+quitina, AL=agar+leche,
AF=agar+fungicida.
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El anédlisis de varianza muestra una diferencia altamente
significativa (p<0.01) entfe los medios de cultivo,
destacandose el AN con respecto a los otros medios (Cuadro 18
y 19.). Asi tambien no hubo diferencia significativo en los

procedimientos (Cuadro 18).

Cuadro 18. Andlisis de varianza del efecto de los diferentes

procedimientos. CATIE, Turrialba, Costa Rica.
1992,
F.V. G.L. S.C. C.M. Fc,
Blogue 2 6.155 3.077 3.45ns.
Trat. 3 2.856 0.952 1.07ns.
Error{a) 6 5.359 0.893
Fecha 2 1.783 £.891 0.32ns.
Fecha#Trat. 6 18.223 3.037 1.09ns.
Error(b) 16 44.513 2.782
Medio 1 28.227 28.227 14.11+%%
Temp. 1 2.479 2.479 1.24ns.
Temp.*¥Medio 1 0.168 0.168 0.08ns.
Trat.*Medio 2 3.466 1.733 0.87ns.
Trat.*Temp. 3 2.923 0.974 0.49ns.
Trat.*Temp. *Medio 2 1.795 0.897 0.45ns.
Error{c) 20 40.017 2.001
Fecha#*Medio 2 0.153 0.076 0.04ns.
Fecha#*Temp. 2 3.343 1.671 0.92ns.
Error{(d) 36 102.067 1.823
Total 125

**%: nivel de significancia al 1 %
ns.: no significativo

Cuadro 19. Efecto de los medios para aislar Bacillus spp..
CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992,

Medios No. obs.2 Promedio(cfu/cm?) D.E.D
AN 72 16.31 39.33
AQ, AL, AT 54 3.69 27.09

a: nimero de observaciones.
b: desviacidén estandar.
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5. DISCUSION GENERAL

5.1. Efecto de los tratamientos sobre la enfermedad y la
poblacién de bacterias.

Con base en los resultados obtenidos de este experimento
de campo, es evidente gue el clorotalonil tiene un efecto de
reduccidén del grado de severidad de tizdén temprano, ya que al
analizar los datos (Cuadros 4 Y 5), se encontré una
diferencia altamente significativa (p<0.01) en el efecto del
fungicida. E]l clorotalonil es usado en el control del! tizén
temprano. 8Su accién sobre las esporas de A. solani fue
reportada por Turner et al (1964; citado por Lukens y Ou,
1976); el producto inhibe la formacidén de apresorios en las
esporas. .

La aplicacién de leche no presenta ningin efecto
positivo, mids bien muestra un incremento del tizdén temprano,
de acuerdo a los resultados del 4rea debajo de la curva de
progreso de la enfermedad (Cuadro 35). En los paises
centroamericanos, especialmente en El Salvador y Costa Rica,
algunos agricultores la usan para evitar la infeccidn de
virus transmitidos por vectores. En Japén, también se usa
para evitar la dispersi6én en el invernadero de esporas
voldtiles como Botrytis sp. y Cladosporium sp..

La aplicacién de quitina no muestra ningun efecto con
respecto a la severidad de la enfermedad, ya que no se

presenta diferencia significativa en el andlisis de varianza

para la tasa de infeccidén aparente {(Cuadro 4) y el A4rea



debajo de la curva de progreso de la enfermedad {(cuadro 5).
Este resultado difiere del eﬁcontrado por Ploper vy Backman
(1991), los cuales reportaron que el tizdn temprano fue
reducido con la formulacidén de polimeros insolubles como
gquitina, quitosan y celulosa, siendo la quitina 1la que
presenté la menor severidad.

Después de ia primera aplicacidn, se observd
fitotoxicidad en las plantas asperjadas en la combinacién de
guitina con fungicida sélo y con leche. Para la preparacién
de todas las formulaciones de los tratamientos se usd una
mezcla de aceite de soya con Tween 20 como surfactante.
Backeman {1992, comunicacidén personal) considera gue el uso
de aceite de soya pude mejorar el efecto de proteccidén y
aumentar el rendimiento. El clorotalonil se ha reportado como
fitotéxico al usarse con algunos coadyuvantes (Jimenez vy
Freddy, 1982). S8in embargo, una mezcla de clorotalonil con
aceite de soya y Tween 20 no presentd {fitotoxicidad. Al
corregir el pH a mds de 8 a partir de la segunda aplicacién,
no volvid a aparecer el sintoma. La verdadera causa de la
fitotoxicidad no fue estudiada.

El efecto de fitotoxicidad, con dafio visible o no, puede
explicar la interaccién significativa en la disminucién del
rendimiento de {frutos de tomate cuando se aplica quitina y
fungicida . Ademéds, se encuentra otra infteraccidn entre
gquitina y fungicida con respecto a la poblacién de bacterias

(Cuadro 13). Por consiguiente, la aplicacién de quitina con
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fungicida y aceite de soya, tambien afecta al ambiente
microbial con una disminucidn én la poblacién de bacterias.

Durante el periodo experimental, los cambios en la
poblacién de bacterias, Bacillus spp. y Pseudomonas spp.
fluorescentes no se debieron a la aplicacién de las
enmiendas, sino al tiempo de muestreo (Cuadro 13 y Anexos 5 y
6). Por lo tanto, se puede concluir que la poblacidén de
Bacillus spp. y Pseudomonas spp. fluorescentes, fue afectada
principalmente por los factores ambientales. Observando la
Figura 6, se encuentra alguna similitud en el comportamiento
de las curvas entre la poblacién total de bacterias, Bacillus
spp. y Pseudomonas spp. fluorescentes. El comportamiento de
las curvas corresponde a la fluctuacidn de 1a humedad
relativa, es decir, la poblacidén de bacterias es susceptible
al desecamiento. Esto coincide a lo informado por Knudsen
(1984; citado por Spurr, Jr. y Knudsen, 1985) quien afirma
que la poblacidén de bacterias fue extremadamente sensitiva a
la humedad de las hojas, ya que el periodo de secamiento (3-4
hr.) causé una disminucidén muy grande y rdpida en el numero
de Dbacterias. Y también se observa gque la poblacién de
Bacillus spp. es menos variable que la de Pseudomonas spp.
fluorescentes, confirmando la afirmacién de Knudsen y Spurr,
Jr. (1987), que la supervivencia de bacterias gram-positivas
formadores de esporas (Bacillus spp.), fue menos variable que
la de gram-negativas no formadores de esporas,

Las Pseudomonas spp. fluorescentes son mids afectadas que

Bacillus sp. por la exposicién al sol. Sztejnberg y Blakeman
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(1973) informaron que las bacterias aumentaron en una gota de
agua en la superficie de hojas y disminuyeron rédpidamente en

un corto tiempo de exposicidén a la luz ultravioleta.

5.2. Rendimientos vy evaluacidén econémica.

En la aplicacidén de gquitina y fungicida se encuentra una
interaccién negativa altamente significativa con respecto al
rendimiento de la calidad de fruto de la clase 2, rendimiento
total y al porcentaje de frutos dafiados en la produccién
total (Cuadro 9, 10 y 11), una interaccidn significativa con
respecto al rendimiento de la clase 1 (Cuadro 8). Este efecto
sobre la capacidad fisiologica de produccién de la planta,
ademids de la perdida de resistencia general, podria estar
relacionado con la fitotoxicidad observada en la mezcla
quitina+ fungicida+ aceite de soya. En estas condiciones la
aplicacidén de quitina va en detrimento del rendimiento.

Con respecto al anédlisis econémico, es evidente que el
costo para la preparacién de quitina fue muy alto, comparado
con los otros productos. 5in embargo, la metodologia
utilizada para la preparacidén de quitina estd en una etapa
experimental.Por lo tanto, es posible disminuir el costo para
ia preparacién de quitina a medida que se mejora la
metodologia. Backman (1992; comunicacién personal) dice que
el uso de guitina seria econdmico, ya que esos materiales son
abundantes en Los Estados Unidos y se busca una manera de

utilizarlos.
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5.3. Seleccidén in vitro de bacterias antagbnicas a A. solani.

Las cepas de bacterias aﬁtagénicas a A. solani inhiben
in vitro en general el crecimiento de los tubos germinativos
y nimero de ramificaciones de éstos, aunque hay una gran
variacioén entre cepas en el rango de antagonismo (Anexos 7, 8
v 9). Las cepas evaluadas del género Bacillus tienden a ser
las més antagonistas, La mayoria de Pseudomonas no son tan
efectivas en la inhibicidén del crecimiento del hongo (Figura
7, 8 ¥y 9), sin embargo, 1la cepa A5 presenta un alto
antagonismo. Algunas de las cepas de Pseudomonas spp.
fluorescentes presentaron estimulo sobre el crecimiento de
tubos germinativos., La posible causa de este estimulo se han
reportado por varias personas quienes afirmaron que algunos
sideroforos producido por Pseudomonas spp. fluorescentes
estimularon el crecimiento de los hongos como Ustilago
sphaerogena, Aspergillus sp. y Colletotrichum muscae (Emery,
1971., Wiebe y Winkelmann, 1975., McGraken y Swinburne,
1979.3 citado por Misaghi, Stowell, Grogan y Spearman, 1982).

El crecimiento de tubos germinativos y el nimero de
ramificaciones en estos tubos fueron inhibidos
simultaneamente por las Dbacterias ¥y se encontrd una
correlacidn significativa entre la longitud del tubo
germinativo mids largo y el nimero de ramificaciones del mismo
{Anexos 10 v 11). Las cepas de bacterias consideradas como
antagonistasy sin embargo, no rteducen el nimero de tubos
germinativos., Algunas de ellas, mds bien, o aumentan

significativamente. Esto no coincide a lo reportado por
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Fravel y Spurr, Jr. (1977) quienes observaron que en general
el nimero de tubos gexminativoé, longitud de tubo germinativo
mis largo y nimero de ramificaciones de estos fueron
inhibidos simultaneamente. Por lo tanto existe la posibilidad
de que el estimulo del nimeroc de tubos germinativos se deba a
algunas sustancias producidas por las bacterias, aunque esas
sustancias inhiben el crecimiento de tubos germinativos y el
nimero de ramificaciones (por ejemplo las cepas A5 y A28,
etc. ).

En la observacién microscépica, se encontrd un
crecimiento anormal de los tubos germinativos, los cuales se
dilataban y formaban bulbos. Observaciones similares fueron
hechas por Vasudeva y Chakravarthi (1951) en un filtrado del
cultivo de una cepa de Bacillus subtilis que fue antagénico a
A. solani. La bacteria produjo malformacién de 1los tubos
germinativos con un desarrollo posterior de bulbos., Este
filtrado mostrd una accidén fungistdtica y fungicida.

La cepa A5 (Pseudomonas sp. [luorescente aisiada del
tratamiento de fungicida) y las cepa B51 y A28(Bacillus spp.
provenientes del filoplano tratado con fungicida ¥y con
fungicida y quitina, respectivamente) fueron las mds
efectivas en el antagonismo (Cuadro 14 y 15).

De acuerdo a las observaciones microscépicas, no se
detectdéd la produccién de lisis en los tubos germinativos de
las conidias de A. solapi estudiadas. Estudios previos han
reportado que la produccidén de lisis, debido a la interaccién

entre bacteria y hongo, es una probable causa de inhibicién
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del hongo (Baker y Cook, 19745 Blakeman y Fraser, 1971;
Fokkema y Lorbeer, 1974; Morgaﬁ, 1963). Sin embargo, Fravel y
Spurr, Jr. (1977) afirman que diferentes mecanismos fueron
involucrados en la supresién del crecimiento del hongo;
sustancias téxicas producidas por bacterias tienen una mayor
influencia que la pioducci6én de lisis por enzimas. Esta
dltima afirmacién coincide con el resultado obtenido en este
estudio.

Algunas cepas que presentan antagonismo, a su vez
producen quitinasa, confirmado por 1la presencia de zonas
transparentes en el medio agar nutriente con quitina {Cuadro
16). Esto quiere decir que la bacteria, ademias de la
produccién de toxinas, también es capaz de degradar la pared
celular del hongo que contiene gquitina. Por ejemplo, la cepa
A5 presenta un alto antagonismo, sin embargo no produce
quitinasa, es decir, la cepa produjo otra sustancia que
afecté6 a los hongos presentes. Por su parte, la cepa A28 es
capaz de producir guitinasa y otras sustancias tdxicas. Por
lo tanto, la gquitinasa y las sustancias producidas por
bacterias juegan un papel fundamental en inhibir el
crecimiento de tubos germinativos de A. solani.

Se encontré un 1:20 en la 7relacidén entre las cepas
quitinoliticas y mno quitinoliticas de Pseudomonas spp.
fluorescentes estudiadas, en cambio, en las cepas de Bacjillus
spp., esta fue 1:2.6 (Cuadro 16). Esto quiere decir que se
puede aislar mis cepas quitinoliticas en 1la poblacién de

Bacillus spp. que en la de Pseudomonas spp.- fluorescentes.
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La mavoria de las cepas caracterizadas como
guitinoliticas fueron aisladaé de las plantas asperjadas con
la sola quitina o en mezcla con leche o fungicida (Cuadro
16). Se puede considerar que la aplicacién de quitina aungue
no aumenta la poblacién de bacterias si podria cambiarla
cualitativamente, dando condiciones para aumentar los
microorganismos guitinoliticos. Kokalis-Burelle et al (1991)
reportaron que Jla aplicacién de quitina incrementsd 1los
microorganismos quitinoliticos de menos de 1 % a mas de 40 %
en la poblacién microbial total.

En el Anexo 15 se observa que el grado de antagonismo de
las cepas quitinoliticas de acuerdo al crecimiento de los
tubos germinativos no fue muy alto en cinco de ellas, pero si
en A27, A28, A29, A30, A31 Y A32. Esto qguiere decir que
existe la posibilidad de que la actividad antagébnica se deba
principalmente a las sustancias toéxicas producidas por las
bacterias v no a la accién de la quitinasa. La ausencia de
actividad antagénica en cepas gquitinoliticas pudo deberse al
corto tiempo de exposicidén en la prueba in vitro. Este factor
de exposicidn deberia modificarse en experimentaciones
posteriores, para conocer la verdadera capacidad de
antagonismo de las cepas quitinoliticas.

La diversidad de la poblacidén de Pseudomonas spp.
fluorescentes es tan amplia gue tiene segmentos de la
poblacién que pueden causar inhibicidén del tubo germinativo
de A. solani hasta en un 93.4 %. 8Sin embargo, otro segmento

puede estimular el crecimiento de dicho tubo. La causa de



estimulo del crecimiento de hongos fue reportado por varios
investigadores, gquienes encéntxaron que los sideroforos
producidos por Pseudomonas sSpp. fluorescentes fueron
estimulantes del crecimiento a algunos hongos como Ustilago
sphaerogena, Aspergillus sp. y Colletotrichum musae. En el
caso de Bacillus spp. se obtuvo un segmento de la poblacidn
que presenté un efecto de antagonismo similar al de
Pseudomonas spp. fluorescentes.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio se
dispone por lo menos de 15 cepas de alta capacidad antagdnica
in vitro que es importante estudiar en su comportamiento
bajo condiciones de campo.

La cepa guitinolitica A28 y la no quitinolitica BS51,
ademds de su alto antagonismo, tienen como caracteristica muy
apropiada de 1los Bacillus spp. para ser futuros agentes de
control biolégico, la produccién de endosporas, que son

cuerpos resistentes a condiciones desfavorables de campo.

5.4. Estudio de procedimientos para el aislamiento vy

deteccidn de Bacillus spp..

No se encuentra diferencias significativas en los dos
procedimientos utilizados {(Temp.), seglin los datos obtenidos
en el Cuadro 18. Sin embargo, se observé visualmente que
algunos de las colonias aparecidas en el medio de cultivo a
la temperatura de 41 °c no fueron de Bacillus sp.. La posible

causa para el desarrollo de estas colonias fue la fluctuacién



de temperaturas en la incubadora. Este inconveniente aumenta
el tiempo que se necesita para identificar al Bacillus sp.
por la presencia de su endospora.

Oc, las

£n cambio, con el otreo procedimiento a 80
colonias aparecidas en el medio fueron de Bacillus sp., por
lo tanto es sumamente fAcil de contar el nimero y aislarlo.

La diferencia significativa entre medios se debié a la
menos disponibilidad de nutrimentos en agar-guitina, agar-
leche y agar~-fungiciada con 7relacidén al medioco de agar
nutriento.

Bajo las condiciones del experimento no se observaron
Bacillus spp. protecliticas o con habilidad para descomponer
clorotalonil,

Con el medio AQ se logrd aislar las cepas quitinoliticas
de Bacillus sp., las cuales también crecen en AN. Se observa
gue las cepas quitinoliticas producen una zona visible de
desaparicién de gquitina alrededor del crecimientoc de la
colonia en el medio de cultivo a las 10 dias.

El medio con quitina se usa como medio selectivo para
aislar Actinomycetes (Lingapa ¥y Lockwood, 1962), y también
funciona bien para aislar las cepas quitinoliticas de
Bacillus sp.. Backman (1991; comunicacidén personal) uséd el
medio agar con quitina y agar nutriente con quitina para el

conteo y aislamiento de las cepas quitinoliticas de Bacillus

sSp..



6. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos de esta investigacién se

presentan las siguientes conclusiones.

1, La aplicacidén de quitina scola no presenta disminucidn del

tizén temprano, ya gue no aumentd la poblacidédn microbial.

2. La mezcla de quitina, aceite de soya y fungicida presenté
un efecto negativo para el rendimiento de frutos de tomate y

la poblacidn de bacterias.

3. La aplicacién de leche no afecté el rendimiento y funciond

negativamente en la supresidén de la enfermedad.

4, Desde el punto de vista econbmico, la aplicacién de

fungicida fue el mejor de los tratamientos.

5. El costo de preparacién de quitina es alto, comparandolo

con el de otros productos.

6. Durante el periodo del experimento de campo, no hubo
diferencias por tratamiento en la poblacién de bacterias,

Bacillus spp. v Pseudomonas spp. fluorescentes,
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7. La poblacién de bacterias, Bacillus spp. v Pseudomonas
spp. fluorescentes fueron aparentemente afectadas por cambios
bruscos del «clima, en especial la humedad relativa vy

radiacidén solar.

8. La wvariacidén en el tiempo de la poblacién de Pseudomonas
spp. fluorescentes fue mayor que la de Bacillus spp. en el

periodo experimental.

9. En el experimento de antagonismo in vitro, las cepas de
bacterias antagénicas a A. solani presentaron una amplia

variacién en el grado de antagonismo.

10. El antagonismo de las cepas bacteriales se manifiesta en
la reduccidén simultanea del crecimiento de tubos germinativos
y numero de ramificaciones de estos. Sin embargo, no afecta

el nimero de tubos germinativos.

i1. Las cepas mas antagdénicas de Bacillus spp., con respecto
a inhibicién del crecimiento de los tubos germinativos, son
mds numerosas y menos variables en su antagonismo que las de

Pseudomonas spp. fluorescentes.

12. Algunas de las cepas antagdénicas presentan la

caracteristica quitinolitica.



13. La relacién entre cepas guitinoliticas:no quitinoliticas
para Psewudomonas spp. fluorescentes 1:20

para Bacillus spp. 1:2.6

14, La mayoria de las cepas quitinoliticas se aislaron en el

tratamiento de quitina sola o combinada con otros productos.

15. La actividad antagénica de la quitinasa no pudo
evaluarse. Por lo tanto, la actividad de inhibicidén se debid

a otras sustancias producidas por bacterias.

16. Algunas de las cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes

estimularon el crecimiento de tubos germinativos.

17. El procedimiento con temperatura de 80 °C por 10 min. es

el méds especifico para la deteccidén de Bacillus spp.
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Anexo 1. Metodologia para obtener quitina a partir de
caparazones de camarones.

Joaquin Salazar
Shuichi Okumoto

Los caparazones frescos se remojan bien en NaOH al 10
%, se escurren y se secan al horno (70 °C) durante 3 a 4
dias.

A B00 g de material seco se aplican NaOH y HCL normales
durante 24 horas en forma alterna cada 4 horas. La primera
vez se remojan con 5000 ml, las siguientes con 4000 ml.

Después de la Ultima aplicacidén de HCL normal se
escurre, lavando 3 veces con alcohol de 95 %. Cada contacto
con el alcohol dura 15 minutos y se debe agitar y restregar
bien antes de descartar el alcohol y poner otro nuevo.
Finalmente, se elimina el alcohol y se seca en un horno.

Tomar 200 g del material seco y afiadir 2666 ml de HCL
concentrado (36-38 %). Agite bien y con cuidado hasta que
todo se haya remojado y condensado en una masa gelatinosa de
color oscuro. Agite intermitentemente por unas dos horas,
luego agregue agua destilada hasta completar unos 8 litros.

Antes de dejar en reposo por una noche, se debe agitar
varias veces fuertemente. Si hay separacién en dos fases, se
tira el sobrenadante por decantacién, cuidando de no perder
parte del precipitado. A veces esto no es facil, por lo que
se recomienda el uso de una trampa de vacio accionada por
agua a la que se le acopla una manguera con un tubo de
vidrio o pléstico que tenga el extremo doblado en "U" para
gue al introducirla en el liquido la succidén se verifique de
arriba hacia abajo y evitar el arrastre del precipitado.
Usando lo anterior se puede llegar casi al limite de las
fases con bastante seguridad. De no haber separacién se
procede como cuando se elimina el sobrenadante.

Eliminado el sobrenadante, se agita fuertemente y se
transvasan 200 ml de suspensién en tubos de cenitrifugacién
grandes, gque junto a sus soportes de hierro se pesan para
igualar las masas agregando agua. Asi se protege la
cristaleria vy la mdquina durante la operaciodn.

Se centrifuga a 2600 rpm durante 10 minutos. Se retiran
los frascos y se descartan el liquido; luego se afiade entre
100 vy 150 ml de agua dependiendo del volumen del
precipitado, se agitan hasta suspenderlo, se igualan sus
pesos v se centrifugan de nuevo. La operacién de lavado se
repite 3 veces, utilizando sé6lo 5 minutos cada vez que se
centrifugue.

El decantado se recoge en botellas para recuperar algo
de la suspensién que se va en el liquido.

En el tercer lavado se mide el pH para corregirlo y que
guede por encima de 2. Generalmente se puede hacer con 0.5
ml de NaOH 10 N, sin embargo, algunas veces hay que emplear
mas.
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El precipitado se retira de los tubos, usando la menor
cantidad de agua posible para su transvase a una ligquadora
donde se mezcla bien por espacio de 30 segundos. 8e guarda
en un frasco y en refrigeracién a unos 4 °cC.

La concentracidén de quitina contenida en la suspensién
coloidal se calcula con la ayuda de un liofilizador

*8



Anexo 2.

Andlisis del suelo del drea del experimento de

campo. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992,

Rep. pH M.0. N P Ca Mg K ACD. Cu Zn Mn
% % mg/ml cmol/1 mg/ml

¥ 4.5 6.28 0.27 20.4 3.78 1.02 0.3 0.95 23, 4.9 20.1

I 4.5 6.14 0.24 17.4 3.65 0.96 0.22 0.9 22. 4.5 15.0

III 4.5 5.73 0.28 17.4 3.68 1.04 0.26 0.9 23, 4.5 18.0

Pm. 4.5 6.05 0.60 18.4 3.70 1.01 0.26 0.92 23, 4.6 17.7

Anexo 3. Analisis de varianza para los inéculos iniciales
por tratamiento, estimados mediante el model
logit. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992,

F.V. G.L. S.C. C.M. Fc.
Blogue 2 10.8919650 5.4459825 1.84ns.
Quitina 1 0.1294427 0.1294427 0.,04ns.
Leche i 1.4362436 1.4362436 0.48ns.
Quit.*leche 1 0.1679093 0.1679093 0.06ns.
Fungicida 1 4.8619443 4.8619443 1.64ns.
Quit.*Fung. 1 1.3331318 1.3331318 0.45ns.
Leche*Fung. 1 1.8528895 1.8528895 0.63ns.
Quit.®*Leche*Fung. 1 1.3293407 1.3293407 0.45ns.
Error 14 41.4632471 2.9616605
Total 23 C.V.= ~10.23
ns.: no significativo.
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Anexo 4. Precios de venta de tomate al mavor en el Centro
Nacional de Abastecimiento vy Distribucidén
Alimentos (CENADA)* Costa Rica. 1992,

Fecha Calidad de tomate
Tomate 1 Tomate I1 Tomate II1
28-5-92 750%% 600 150
1-6-92 750 600 125
4-6-92 500 400 100
8-6~-92 450 300 750

11-6-92 550 400 100

22-6-92 600 450 150

25-6-92 450 3350 100

29-~6-92 500 450 150

2-7-92 550 500 150

13-7-92 800 650 225

16-7~92 850 750 250

20-7-92 800 700 250

23~-7-92 300 650 200

#: Por El Programa Integral de Mercado Agropecuario (PIMA),
Departamento Tecnico,

3

MAG. Costa Rica.
Precio en colones/10 Xg

1oo
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Anexo 5. Anédlisis de varianza para la poblacidén de Bacillus
spp. respecto a la aplicacién de los tratamientos.
CARIE, Turrialba, Costa Rica. 1992,

F.V. G.L. S.L. C.M. Fc.
Bloque 2 1.32341 0.66171 0.83ns
Quitina 1 0.56570 0.56570 0.71ns
ILeche 1 0.85480 0.85480 1.07ns
Quit.*Leche 1 0.24588 0.24588 0.31ns
Fungicida 1 0.00269 0.00269 0.00ns
Quit.#*Fung. 1 0.04755 0.04755 0.06ns
Leche*Fung. 1 0.39817 0.39817 0.50ns
Quit.*Leche*Fung. 1 0.37129 0.37129 0.46ns
Error(a) 14 11.20294 0.80021
Tiempo 7 49.51210 7.07316 11.00%%
Quit.*Tiempo 7 7.18524 1.02646 1.60ns
lLeche*Tiempo 7 1.85139 0.26448 0.41ns
Quit.*Leche*Tiempo 7 6.99264 0.99895 1.53ns
Fung.*Tiempo 7 9.77413 1.39630 2.17ns
Quit.*Fung.*Tiempo 7 4.57417 0.65345 1.02ns
Leche*Fung.*Tiempo 7 3.91295 06.55899 0.87ns
Quit.*Leche*Fung.

#Tiempo 7 6.78691 0.96956 1.51ns
Error(b) 112 71.98853 0.64275
Total 191 C.V.= 105.3366

#: nivel de significancia al 5 %.
ns.:no significativo.



Anexo 6. Anédlisis de varianza para la poblacién de
Pseudomonas spp. fluorescentes, respecto a la
aplicacidén de los tratamientos. CATIE, Turrialba,
Costa Rica. 1992.

F.v. G.L. S.L. C.M. Fc.
Bloque 2 5.66117 2.83306 2.10ns
Quitina 1 5.65499 5.65499 4.19ns
Leche i 0.03903 0.03903 0.03ns
Quit.*Leche 1 3.49697 3.49697 2.59ns
Fungicida 1 1.54314 1.54314 1.14ns
Quit.*Fung. 1 0.08863 0.08863 0.07ns
Leche*Fung. i 0.17416 0.17416 0.13ns
Quit.#*Leche*Fung. 1 0.07121 0.07121 0.05ns
Error{(a) 14 18.91123 1.35080
Tiempo 7 37.28698 5.32671 3.57*x%
Quit.*Tiempo 7 5.91850 0.84550 0.57ns
Leche*Tiempo 7 10.63502 1.51929 1.02ns
Quit.*Leche*Tiempo 7 4.34642 0.62092 G.42ns
Fung.*Tiempo 7 8.93311 1.27616 0.85ns
Quit.*Fung.*Tiempo 7 8.24956 1.17851 0.79ns
L.eche*Fung.*Tiempo 7 2.22916 G.31845 0.21lns
Quit.*Leche*Fung.

*Tiempo 7 3.96882 0.56697 0.38ns
Error(b) 112 167.34142 1.49412
Total 191 C.V.= 229,92
*: nivel de significancia al 5 %.

ns.:no significativo.



Anexo 7. Efecto de inhibicidén o estimulo del crecimiento de
A. solani, debido a las 33 cepas de bacterias
aisladas el 9 de enero de 1992. CATIE, Turrialba,
Costa Rica. 1892,

CEPAS? Germ.? No.tubo® Long. No.Ramf®
de tubDd
Codigo Tipo Origen (%) {No.) (micras) {No.)
Testigo 99, 34 3.6 185.6 5.0
Al P.F. T1 96.09% 2.3% 49 . 1% 1.2%
A2 P.F. T1 93.98% 2.6% 85.1% 2.2%
A3 P.F. T1 93.32% 4.1 87.1% 2.8%
A4 P.F. Ti1 83.62% 2.8% 74.35% 1.0%
A5 P.F, T2 88.74% 4,8+ 12.3% 0.5%
A6 P.F. T2 96.61 4.2 i02.7% 5.4
A7 P.F. T2 92.43% 4.3 85.2% 6.1+
A8 P.F. T2 91,51% 4.4 02.8% 8.4+
A9 P.F. T2 95.55% 3.6 88.7% 7.3+
Al10D P.F. T2 04 .81% 3.5 90.1%* 1.7%
All P.F. T3 93.95% 3.2 77.3% 1.6%
Al2 P.F. TS5 95.,.23% 3.3 T4.9% 1.4%
Al3 P.F. T7 03.00% 3.4 67.7% J.3%
Al4 P.F. T7 95.10%#* 4.4+ 70, 3% J.1x%
AlS P.F. T6 93.50%* 3.4 79.5% 5.7
Alb6 P.F. T4 91.83% 4.1 61.,7% 4.5
Al7 P.F. T4 95.49% 4.6+ 89.2% 7.24
Al8 P.F. T8 94 ,82% 4.3 73.8% 1.6%
Al9 B T2 97.17 4.0 58, 4% 3.4%
A20 B T2 96.53% 4.2 T5.1% 4.8
A2l B T2 97.03 4.0 76, T 4.1
A22 B T2 04,94% 4.44 61.0% 4.5
A23 B T2 97.44 4.4+ 82.5% 5.6
AZ4 B T2 87.71 4.1 72.3% 4,3
AZ5 B T2 97,19 3.8 T8.4% 3.7%
AZ6 B T7 85.37% 3.8 63.3% 4.0
AZ7 B T6 96.86 3.7 17.1% 0.8x%
A28 B Te 91.10% 5.0+ 15.2% 0.5%
A29 B T6 896.71 4,9+ J1.1% 1.3%
A30 B T6 97.47 3.0 26.5% 0.8%
Al B T6 97.67 3.8 1B.4% 1.2%
A32 B T6 96.23% 5.0+ 38.6% 1.2%
A3l B T8 03.97% 4.3 80.7%* 4.3

a: P.F.= Pseudomonas sp. fluorescente, B= Bacillus sp.

b: Germ.= % de germinacidn.

c: No.tubo = ntmero de tubo germinativo/conidio.

d: Long. de tubo = longitud del tubo germinativo méds largo
en el conidio

e: No. Ramf = niimero de ramificaciones principales en el
tubo germinatibo mids largo.

* y +: Inhibicidén y estimulo significativo al 5 % segin la
prueba de Dunnett, respectivamente,.
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Anexo 8. Efecto de inhibicidén o estimulo del crecimiento de
A.solani, debido a las 60 cepas de bacterias,
aisladas el 17 de enero de 1992. CATIE, Turrialba,
Costa Rica. 1992.

CEPAS? Germ.P? No.tubo® long. No.Ramf€©
de tubod
Codigo Tipo Origen (%) (No.) {micras) (No.)
Testigo 99.65 4.9 130.5 5.9
B1 P.F. TI 99.66 5.6 76.5% 5.5
B2 P.F. T1 88.73 4.6 64.8% 2.0%
B3 P.F. Ti 99.63 3.2 88.9% 6.2
B4 P.F, T1 99.67 5.4 096, 9% 6.1
B35 P.F, T1 99,69 5.6 82.0% 5.5
B6 P.F. T1 99.7¢% 4,9 61.9% J.5%
B7 P.F. T1 100.00 3.0% 80.1% 3.4%
BB P.F, T1 99,29 4.5 105.4% 6.6
B9 P.F. T1 99 .45 4.5 88.7% 3.1%
B10O P.F, T2 99,30 6.1+ 82 .4% 7.7+
B11l P.F. T2 99 .71 5.1 49 . 4% 2.6%
B12 P.F. T2 100.060 5.2 04 .,7% 8.3+
B13 P.F. T2 98 .00% 5.1 98 .9% 7.6
Bl4 P.F, T2 99.14 J.7# 34.6% 0.,7%
B15 P.F. T2 99.79 4.8 105.5% 9.0+
Blé6 P.F. T2 89.68 5.1 100.4% R.6+
B17 P.F. T3 99.15 5.3 89.6% 6.4
B18 P.F. T3 99.49 5.0 84.0% 8.0+
B19 P.F. T3 99 .27 5.3 91.6% 7.1
B20 P.F. T3 99.65 6.1+ 85.2% 6.3
B21 P.F. T3 100.00 4.9 92.7% 6.5
B22 P.F. T3 99,51 5.3 83.0% 7.8+
B23 P.F, TS5 899.69 6.5+ 73.0% 4.6
B24 P.F, TS5 99,91 4.7 52.5% 2.1%
B25 P.F. TS5 99,36 4.9 64, 2% 2.0%
B26 PLF, TS 100.00 4.3 63.0% 4.,0%
B27 P.F, TS5 98.69 5.0 60.5% 2.0%
B28 P.F. TS5 08.48 4.3 44 . 2% 1.1%
B29 P.F. TS 100.00 5.8+ 86.7# 4, 2%
B30 P.F, TS5 100.00 4.9 99, 2% 5.2
B31 P.F. TS5 100.00 5.2 81. 3% 6.5
B32 P.F. T7 99 .85 5.4 8§2.8% 6.1
B33 P.F. T7 99,31 5.3 78, 3% 2.2%
B34 P.F. T7 98.74 4.7 106.5% 10.5+
B35 P.F. T7 08.83 5.2 97.0% 7.1
B36 P.F. T7 99,33 3.0 114 .4% 6.2
B37 P.F. T7 100.00 4.6 112.1=% 4,3%
B38 P.F. T i00.00 6.2+ i05.6% 7.6+
B39 P.F. T6 99,74 5.1 108.6% 7.9+
B40 P.F. T4 09,59 4.4 T8.2% 8.0+
B41 P.F. T4 60.42 4.2 73.1% 4,0
B42 P.F. T4 90.47 5.3 93,5%* 5.9
B4 3 P.F. T4 97.40% 4.2 107.2% 7.6+



B44
B45
B46
B47
B48
B49
B50
B51
B32
B33
BS54
B33
B56
B57
B58
B59
B60O

e le> s e ey v |

Doz wdwoosdydy

T4
T4
T4
T8
T8
T8
T1
T2
T2
T3
T3
T3
T3
TS
T35
T7
T4

99.68 4.9
99.63 4.4
85.79 6.0+
97.57%* 5.1
97.92 6.5+
55.87 7.0+
89.63 5.8+
100.00 2,24
99.73 4.7
099.43 5.0
98.77 5.0
98,77 5.0
99.27 5.6
1006.00 3.1
100.00 4.8
100.00 5.1
99.81 3.8+

1063
96
98

121.
95.
29.

88

8.
13.
12.
16.
15.
79.
g2,
89.
76.
18.

.6%
L2k
1K
1

Q%
6%
. 6%
Q%
F*
1%
7%
J*k
5%
6%
6 *
8%
k-

CUPhPUHUOCOCOODWNO MKW

a: P.F.= Pseudomonas sp.

flucrescente,

bh: Germ.= % de germinacidn.

c¢: No.tubo =

d: Long. de tubo

en el conidio
e: No. Ramf =

iongitud del

tubo germinatibo mis largo.

* y +: - Inhibicidén y estimulo significativo al 5 % segin la
prueba de Dunnett.

B=

Bacillus sp.

nimero de tubo germinativo/conidio.
tubo germinativo mds largo

nimero de ramificaciones principales en el
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Anexo 9. Efecto de inhibicidn o estimulo del crecimiento de
A. solani, debido a las 16 cepas de bacterias
aisladas el 24 de enero de 1992, CATIE, Turrialba,
Costa Rica. 1992,

CEPASa Germ. No.tubo long. No.Ramf
de tubo
Codigo Tipo Origen (%) (No.) (micras) (No.)
Testigo 98. 30 3.1 97.0 4.2
Ccil B T3 97.78 3.4 74 ,9% 4.0
c2 B T3 59.62 3.7 55.4% 3.9
Cc3 B T3 89,46 3.0 86.7 3.8
c4 B T3 09,35 3.3 26, 1% 2.2%
C5 B T3 69.39 3.4 31.5% 3.3
Cé B T35 99.53 3.3 52.7% 3.2
c7 B T7 87.63 3.2 50.8% 3.0
8 B T7 99.77 3.6 65.1% 4.7
CS ¥F.p., T7 98.26 3.4 103.5 4.3
C10 F.P. T7 98.74 3.9+ 88.5 4.4
Cti F.P. T7 97.16 3.7 106.3 5.5
cl2 F.P. T7%7 96.60 3.7 102.7 5.94
Cii F.P. T7 GB.76 5.1+ 138.1 7.7+
Cl4 F.P. T7 57.96 4.9+ 130.9 8.2+
C1l5 F.P. T7 58.63 4,04 113.2 6.9+
Clé F.P. T4 98.93 5.2+ 118.3 8.4+

a: P.F.= Pseudomonas sp. fluorescentes, B= Bacillus sp.

b: Germ.= % de germinacidn,

¢: No.tubo = nimero de tubo germinativo/conidio.

d: Long. de tubo = longitud del tubo germinativo més largo
en el conidio

g: No. Ramf = nimero de ramificaciones principales en el
tubo germinatibo més largo.

# y +: Inhibicién y estimulo significativo al 5 % segiin la
prueba de Dunnett, respectivamente.



Anexo 10.

{a)

LO7

Correlacidn entre el nimero de tubos
germinativos, longitud de tubo germinative més
large ¥y nuimero de- ramificaciones en el tubo
germinativo, con la presencia de las diferentes
cepas de Bacillus spp., aisladas el 9 (a), 17
(b) ¥y 24 (c} de enero, 1992. CATIE, Turrialba,
Costa Rica. 1992.

Variables

Coeficiente de correlacidn

X1 X2 X3
Xl:numero de
tubo germ. 1.000 ~0.031 0.023
X2:1logitud de tubo
germ. mas largo 1.000 0.898%%
X3:ndmero de
ramificaciones en 1.000

tubo germ.

(b)

Variables

Coeficiente de correlacidn

X1 X2 X3
Xl:numero de
tubo germ. 1.000 0.331 0.303
X2:1logitud de tubo
germ. mas largo 1.000 0.941%%
X3:nimero de
ramificaciones en 1.000

el tubo germ.

(c)

Variables

Coeficiente de correlacidn

X1 X2 X3
X1:nGmero de
tubo germ. 1.000 -0.105 0.375
X2:logitud de tubo
germ. mads largo 1.000 0.679%%
X3:inimero de
ramificaciones en 1.000

el tubo germ

n»

*%: el nivel

de significancia al 1 %.



Anexo 11.

{a)

Correlacidn

germinativos,
largo ¥y nimero de:
germinativo,
de Pseudomonas
9 (a),
CATIE, Turrialba,

aisladas el

entre

17 (b)

nimero
longitud de tubo germinativo més
ramificaciones
con la presencia de las diferentes
fluorescentes,
de enero,

sSpp.

y 24 (c)
Costa Rica.

e

tubos

el tubo

Variables

Coeficiente de correlacién

X1 X2 X3
Xl:numero de
tubo germ. i.000 0.045 LA6TH*
X2:1logitud de tubo
germ. méas largo 1.000 L3T70%%
X3:ntimero de
ramificaciones en 000
tubo germ.
(b)
Variables Coeficiente de correlacidn

X1 X2 X3
X1l:numero de
tubo germ. 1.0060 0.069 264 %%
X2:logitud de tubo
germ. més largo 1.000 LTS5 T xRk
X3:numero de
ramificaciones en .000
el tubo germ.
(c)
Variables Coeficiente de correlacién

X1 X2 X3
X1l:nimero de
tubo germ. 1.000 0.712%% LB838%%
X2:logitud de tubo
germ. mads largo 1.000 L B810%%
X3:ndmero de
ramificaciones en .000

el tubo germ.

**%: el nivel de significancia al 1 %.
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Anexo 12. Porcentaje de inhibicién sobre la longitud de tubo
germinativo debido a las cepas aisladas el 9 de
enero de 1992. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992.

CEPAS® Long.P Porcentaje®
de tubo de
Codigo Tipo Origen {micras) inhibicién (%)
Testigo 185.6
Al P.F, T1 49.1 73.5
A2 P.F. TI 85.1 54.1
A3 P.F. T1 87.1 53.1
Ad P.F. Ti T4.5 39.9
A5 P.F. T2 12.3 93.4
AB P.¥F. T2 102.7 44 .7
AT P.F. T2 85.2 54.1
A8 P.F. T2 92.8 50.0
A9 P.F, T2 88.7 52.2
AlO P.F. T2 90.1 51.5
All P.F. T3 T7.3 58.4
Al2 P.F., T35 74.9 39,6
Al3 P.F. T7 67.7 63.5
Ald P.F. T7 T0.3 62.1
AlS P.¥. T6 70.5 57.1
Al6 P.F. T4 61.7 66.8
Al7 P.F. T4 89.2 51.9
Al8 P.F. T8 73.8 60.2
AlS B T2 58.4 68.35
A20 B T2 75.1 59.5
A2l B T2 76.7 58.7
A22 B T2 61.0 67.1
AZ3 B T2 82.5 55.5
A24 B T2 72.3 61.0
A25 B T2 78.4 57.8
A26 B T7 63.3 65.9
A27 B T6 17.1 90.8
A28 B T6 15.2 91.8
AZ9 B T6 31i.1 83.2
A30 B T6 26.5 85.7
A3l B T6 i8.4 90.1
A32 B T6 38.6 79.2
A3l B T8 80.7 56.5

a: P.F.= Pseudomonas sp. fluorescente, B= Bacillus sp.

b: Long. de tubo = longitud del tubo germinativo mids largo
en el conidio

c: % de inhibicidén = (Testigo-cepa)/Testigo*100
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Anexo 13. Porcentaje de inhibicidén sobre la longitud de tubo
germinativo debido a las cepas aisladas el 17 de
enero de 1992, CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992,

CEPAS? long.P Porcentaje®
de tubo de
Codigo Tipo Origen (micras) inhibicién (%)
Testigo 130.5
B1 P.F. T1 76.5 41.4
B2 P.F. T1 64 .8 50.3
B3 P.F. T1 88.9 31.9
B4 P.F. T1 96.9 25.7
BS P.F. T1 82.0 37.2
B6 P.F. T1 61.9 52.6
B7 P.F. T1 80.1 38.6
B8 P.F. T1 105.4 19.2
B9 P.F. Ti 88.7 32.0
B10 P.F, T2 G2.4 29.2
B11l P.F. T2 49 .4 62.1
B12 P.F. T2 94.7 27.4
B13 P.F, T2 98.9 24 .2
Bl4 P.F. T2 34.6 73.5
B15 P.F, T2 105.5 19.2
Bl6 P.F. T2 100.4 23.1
B17 P.F. T3 89.6 31.3
B18 P.F. T3 34.9 34.9
B19 P.¥. T3 91.6 29.8
B20 P.F. T3 85.2 34.7
B21 P.F. T3 92.7 29.0
B22 ) O T3 83.0 36.4
B23 P.F. T3 73.0 44 .1
B24 P.F. TS5 32.35 59.8
B25 P.F. T35 64.2 50.8
B26 P.F. T5 63.0 51.7
B27 P.F. TS 60.5 53.6
B28 P.F. T5 44 .2 66.1
B29 P.F. TS5 86.7 33.6
B30 P.F. TS5 99.2 24.0
Bi1 P.F. T5 81.3 37.7
B32 P.IF. T7 82.8 36.6
B33 P.F. T7 78.3 40.0
B34 P.F. T7 106.3 i8.4
B35 P.F. T7 g7.0 25.7
Bi6 P.F. T7 ii4.4 12.3
B37 P.F. 7 112.1 i4.1
B38 P.F. T7 105.6 19.1
B39 P.F. T6 108.6 16.8
B40 P.F. T4 78.2 40.1
B41 P.F. T4 75.1 42.5
B42 P.F. T4 93.5 28.4
B43 P.F. T4 107.2 17.9
B44 P.F. T4 103.6 20.6



B45
B46
B47
B48
B49
B350
B51
B52
B33
B34
B335
B536
B57
B3B8
B39
B60O
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T4
T4
T8
T8
T8
T1
T2
T2
T3
T3
T3
T3
TS5
TS
T7
T4

96 .
98.
121,
95,
29.
88,

8.
13,
12.
16.
15.
78,
82.
89.
76.
18.

~NEL O I = WO =

26.
24,

7.
26,
77.
32.
93.
89.
S0.
87.
88.
39,
36.
31.
41,
85.

a: P.F.= Psepdomonas sp.

b: Long. de tubo

en el conidio

c: % de inhibicidn

(Testigo-cepa)/Testigo*100

fluorescente, Bz Bacillus sp.
longitud del tubo germinative més largo
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Anexo 14, Porcentaje de inhibicidn o estimulo sobre 1a
longitud de tubo germinative debido a las cepas
aisladas el 24 de enero de 1992, CATIE,
Turrialba, Costa Rica. 1992,

CEPASa long.? Porcentaje®

de tubo de

Codigo Tipo Origen {micras) inhibicién (%)

Testigo 97.0

C1 B T3 74.9 22.8

c2 B T3 55.4 42.9

C3 B T3 86.7 10.6

C4 B T3 26.1 73.1

CS5 B T3 31.5 67.5

C6 B T5 52.7 45.7

Cc7 B T7 50.8 47.6

C8 B T7 65.1 _ 32.9

co F.P. T7 103.5 *6.7

C10 F.P. T7 88.5 8.8

Cil1 rF.P. 717 106.3 *G.6

clz2 ¥F.p. T7 102.7 *5.6

C1l3 F.P. T7 138.1 %42 .4

Cl4 F.p. T7 130.9 ¥34.9

C1i5 F.P. T7 113.2 *¥16.7

Ccl6 F.P. T4 118.3 ¥22.0

a: P.F.= Pseudomonas sp. fluorescente, B= Bacillus sp.

b: Long. de tubo = longitud del tubo germinativo mds largo
en el conidio

c: % de inhibicidén = (Testigo-cepa)/Testigo*100

#: % de estimulo = {Cepa-Testigo}/Testigo*100
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Anexo 15. Produccidn de guitinasa, de acuerdo a la
transparencia del medio ANQ, de algunas cepas
antagdénicas estudiadas. CATIE, Turrialba, Costa

Rica. 1992,

Fecha Cepas Long. Crec. Crec. Transp.

de tubo.

aislada Cdédigo Tipo Origen ({micras) ANE ANQP  ANQC

9-1-92 Al P.F. Ti 49.1 + + -
A2 P.F. Tt 85.1 + + -
A3 P.F. TI 87.1 + + -
Ad P.F. Ti 74.5 + + -
A5 P.F. T2 12.3 + + -
A6 P.F. T2 102.7 + + +
A7 P.F., T2 85.2 + + -
AB P.F. T2 g2.8 + + -
A9 P.F. T2 88.7 + + -
AlD P.F. T2 90,1 + + -
All P.F. T3 77.3 + + -
Al2 P.F. T5 74.9 4 + -
Al3 P.F. T7 67.7 + + -
Ald P.F. T7 70.3 + + -
AlS P.F. Té6 79.5 + + -
Alb P.F. T4 61.7 + + -
Al7 P.F. T4 89.2 + + -
418 P.F. T8 73.8 + + +
AlD B T2 58.4 + + -
A20 B T2 75.1 + + -
A2l B T2 76.7 + + -
A22 B T2 61.0 + + -
A23 B T2 82.5 + + -
A24 B T2 72.3 + + -
A25 B T2 78.4 + + -
A26 B T7 63.3 + + -
A27 B T6 17.1 + + +
A28 B T 15.2 + + +
A29 B Té 31.1 + + +
A30 B T6 26.5 + + +
A31 B T6 18.4 + + +
A32 B T6 38.6 + + +
A33 B T8 80.7 + + -

17-1-92 B2 P.F. Ti 64.8 + + -
B3 P.F. Ti1 88.9 + + -
B6 P.F. TI1 61.9 + + -
B7 P.F. Ti1 80.1 + + -
Bo P.F, Tt 88.7 + 4 -
Bl1 P.F, T2 49 .4 + + ~-
Bid P.F. T2 34.6 + + -
B18 P.F., T3 84.9 + + -
B20 P.F. T3 85.2 + + -
B22 P.F. T3 83.0 + + -
B23 P.F, T35 73.0 + + -~



B24
B25
B26
B27
B28
B29
B31
B32
B33
B40
B41
B42
B49
B50
B51
B32
B53
B54
B55
B56
B57
B58
B59
B6O
24-1-92 C2
c4
C3
C6
c7
C3

b Be e e B Tl s e e s e a B s e s Mie s s o |

Dwo-wuswotoobdwxdowwywn oy g kg O g d Hg

T35
TS
TS
TS5
T3
TS
T3
T7
T7
T4
T4
T4
T8
T1
T2
T2
T3
T3
T3
T3
TS
TS
T7
T4
T3
T3
T3
TS
T7
T7

2.
64.
63.
60,
44,
86.
81.
82.
78.
78,
75.
83.
29.
8.

8.
13,
12.
16.
13.
79.
82.
89,
76.
18.
55.
26.
1.
52.
50.
65.

T i i I I A I T T TR 2R T 2 Tk T T N T N N RS

S I R R I A A R T R T T T T N AR

+ oA |

a: Crec. AN
b: Crec. ANQ

t

1]

¢: Transp. ANQ = presencia de zona transparente,

accién de la quitinasa.

se crece en el medio agar-nutriente.
se crece en el medio agar-nutriente+quitina.

debido a la
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