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GONZALEZ, R. 1994. Efecto de microorganismos quitinoliticos en
el desarrollo de Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis) en
bananao.

Palabras claves: Banano, Mycosphaerella fijiensis, control
biclégico, quitina, Serratia marcescens, Baciflus spp.,
antagonistas.

RESUMEN

La Sigatoka Negra causada por el hongo Mycosphaerella
fijiensis, es en Costa Rica el mayor problema fitopatolégico que
presenta el cultivo del banano, en la cual se invierten
anualmente alrededor de $46 millones de d6lares correspondientes
al valor de aproximadamente 35 aspersiones de fungicidas al afio
en 45 mil hectéreas.

El objetivo del presente trabajo fue buscar microorganismos
antagénicos a M. fijiensis y realizar la prueba de su eficacia
bajo condiciones de invernadero y campo. La investigacién se
realizé en el Laboratorio de Diagnéstico del CATIE en Turrialba,
Costa Rica, asi como en el invernadero y parcelas experimentales
de la Standard Fruit Company, en Rio Frio, Sarapiqui, Costa
Rica.

Ciento veinte aislamientos de microorganismos
quitinoliticos se obtuvieron de plantas de Gran Enano, ubicadas
en dos sitios: uno con alta incidencia de Sigatoka Negra,
considerado como sitio caliente, y el otro con baja incidencia,
considerado como no caliente. Se encontrd que el sitio no
caliente presentd la mayor poblacién, los cuales se evaluaron en
los medios Agar-Quitina y Agar Nutriente-Quitina, seleccionando
13 organismos que formaron un halo transparente en las primeras
48 horas.

La prueba de antagonismo en laboratorio se realizé sobre
discos de hoja, de donde se seleccionaron cuatro
microorganismos: dos Serratia marcescens,identificados en el
Technical Center, California; mds un Bacillus sp y una Serratia
entomophyla., provenientes de tomate y del tracto digestivo de
Costelytra zcalardica, (Col: Scarabaeidae) respectivamente. Los
cuatro microorganismos fueron compatibles con los fungicidas mas
utilizados en banano. También se Trealizdé una prueba con
coadyuvantes, encontrando gque afectan los microorganismos
evaluados, por lo que no se usaron en las pruebas de invernadero
¥y campo.

En la prueba de invernadero se aplicaron a las plantas los
tratamientos de fungicidas y microorganismos, y se les expuso al
inéculo natural por un periodo de siete dias. Los



microorganismos probados fueron tan eficientes como el
fungicida, presentando un nivel de control de la enfermedad del
84% v T78%, respectivamente.

Para la prueba de campo se realizaron aplicaciones
semanales de los microorganismos. Los fungicidas utilizados se
aplicaron alternados cada 15 dias. Los resultados indicaron un
60% de controil por parte de los fungicidas y de un 40.1% por
parte de los otros tratamientos con respecto al testigo. No hubo
diferencias significativas entre microorganismos.

Estos resultados representan la primera prueba exitosa en
condiciones de invernadero y campo de control de Sigatoka Negra
con microorganismos quitinoliticos en condiciones de cero
coadyuvantes, lo que puede ser una alternativa viable para su
control.



SUMMARY

Key words: Banana, Mycosphaerella fijiensis, biological
control, chitin, Serratia marcescens, Bacillus sp., antagonists.

Black Sigatoka, caused by the fungus Mycosphaerella
fijiensis, is the worst plant pathology problem for bananas in
Costa Rica. Annually, approximately %46 million are invested in
35 fungicide sprayings in 45 thousand hectares.

The objective of this study was to search for antagonistic
microorganisms to M. fijiensis and conduct tests for their
efficacy under greenhouse and field conditions. The study was
conducted in CATIE’s Diagnostic laboratory in Turrialba, as well
as in the greenhouse and experimental! plots at the Standard
Fruit Company’s site at Rio Frio, Sarapiqui.

One hundred twenty bacteriae isolates were obtained from
the cultivar "Grand Nane" planted at the two sites: one with
high Black Sigatoka incidence, called a "hot" location, and the
other with less incidence, denominated "not hot" areas. It was
found that the '"not hot" site showed the highest chitinolitic
microorganism population, based on evaluations in Chitin-Agar
and Chitin-Nutrient-Agar media. Thirteen organisms which formed
a transparent halo in the first 48 hours were selected.

The antagonism laboratory test was conducted on leaf discs,
and four microorganisms were selected for further assays: two
were Serratia marcescens {from banana leaf), one Bacillus sp.
and, one Serratia entomophyla (originally from the midgnt of the
insect, Costelytra zcalardica, (Col: Scarabaeidae). These four
microorganisms were compatible with the fungicides most commonly
used in bananas. A test of coadyuvants showed that these affect
adversely the bacteria evaluated. Therefore, they were not used
in the greenhouse and field tests.

In greenhouse tests, the fungicide and microorganism
treatments were applied to the plants, and they were exposed to
the natural inoculum for seven days. Results indicate that all
the microorganisms tested were as efficient as the fungicide,
showing a control level of 84% and 78%, respectively. For the
field test, weekly applications of the microorganisms were made.
Fungicides used were applied alternately every 15 days. Results
show 60% control by fungicides and 40.1% by other treatments
with respect to the control. There were no significant

xii



differences between microorganisms.

These results represent the first successful tests under
greenhouse and field conditions for Black Sigatoka control with
chitinolitic microorganisms without coadyuvants, which would be
one viable alternative for its control.

xiii



Efecto de microorganismos quitinoliticos en el desarrollo de

Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis) en bapano.

1. INTRODUCCION

Sigatoka Negra producida por el hongo Mycosphaerella
fijiensis, es una enfermedad de las musdceas, de amplia
diseminacidén en América Central y gque ha aumentadc los costos
por el uso de los fungicidas (Stover et al, 1989). En el pasado,
su control se hizo con fungicidas vy aceites. A partir de 1970
han sido importantes los aceites en emulsiones con agua v los

fungicidas sistémicos, tales como el benomil y el propiconazole.

Debide a que han aparecido variantes de M. fijiensis
,resistentes a benomyl, se ha incrementado el uso de
clorotalonil, propiconazole ¥y tridemorf?, aumentando la

probabilidad de desarrollo de resistencia del hongo a esos
productos con las consecuentes pérdidas millonarias y deterioro

del ambiente (Staver et al 1989).

Esta enfermedad ataca las hojas de las plantas de banano y
platano, produciendo un répido deterioro del drea foliar cuando

no se le combate.
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La disminucién de 1la capacidad fotosintética afecta el
crecimiento y productividad de las plantas, vy produce una

reduccidén de la calidad de la fruta al favorecer la maduracién

prematura.

En Costa Rica, no solo representa el mayor problema
fitopatoldgico, sino que, individualmente es ademds, el de mayor
incidencia econémica. Esta incidencia, estd representada por el
alto costo de programas de combate v las pérdidas de
productividad, ya sea por la limitacidén del potencial de la
planta, o por la eliminacidén de la fruta ¢gue se efectua para

mantener su calidad.

Seglin datos publicados por CORBANA (1993}, el impacto
econdémico de la enfermedad en Costa Rica, sin tomar en cuents
las pérdidas por falta de calidad, muestran que entre los afios
1983 y 1993, el Area total de banano se incrementd en un 41%,
mientras que el aumento en el costo total en fitoproteccidén fue
de un 156%. En otras palabras, solo en control de sigatoka, se
invierte anualmente, 46 millones de US$, con aproximadamente, 35

aplicaciones de fungicidas al afio.

Una alternativa al problema es incluir el control bioldgico
dentro de un programa de manejo integrado de plagas, ya que,
cuando se tiene éxito v se le asocia con buenas practicas

agricolas, resulta econdmico, estable y ecoldgicamente deseable,
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ésto ltimo, porque no tiene efectos colaterales, no causa dafios
al medio ambiente por su selectividad y seguridad, y por el
enriguecimiento de la complejidad faunistica del ecosistema

(Quesada, 1989).

El objetivo de 1la investigacidén fue la bisqueda de
microorganismos quitinoliticos antagénicos a M. fijiensis, v la

prueba de su eficacia bajo condiciones de campo.

La hip6tesis se fundamenta en la existencia de
microorganismos con habilidad de producir enzimas quitinoliticas
que podrian degradar la gquitina, presente en las ascosporas del

hongo.



L.

2. REVISION DE LITERATURA

Aspectos Generales de la Enfermedad

Clasificacién taxondmica de M. fijiensis

Pertenece a ia clase Ascomycetes, sub clase
Loculocascomycetidae, orden Dothideales, familia
Dothideaceae, género Mycosphaerella (Alexopoulus vy

Mims,1979).

Sintomatologia
Meredith v Lawrence (1969} describieron la siguiente

secuencia del desarrollo de sintomas de la enfermedad:

a. Estado de mancha inicial: pequefias manchitas de
aproximadamente 0.25 mm, de color pardo rojizo sobre
la superficie abaxial de la hoja. Son mads abundantes

cerca del margen izquierdo de ésta.

b. Primer estado de estria: las manchitas iniciales se
extienden lateralmente v se fusionan, formando estrias
paralelas a la venacidén secundaria de la hoja. En este

estado, las estrias son mds fAcilmente visibles sobre



la superficie abaxial de la hoja,.

¢. Segundo estado de estria: las estrias se alargan
ligeramente; se observa un cambio en color: de pardo

rojizo a pardo oscuroc o casi negro.

d. Primer estado de mancha: las estrias se ensanchan
¥ se vuelven més o menos fusiformes o elipticas. Son
de color pardo oscuro y estén circundadas por un halo

claro, pardo ¥y acuoso.

e. Segundo estado de mancha: el centro de la lesidn
aparece ligeramente hundido y mantiene el color
oscuro. Aigunas veces aparece un ligero amarillamiento

alrededor de ella.

f. Estado de mancha madura: en este estado el centro
de lesidén se necrosa, toma una coloracién grisdcea y
aumenta el hundimiento. La mancha es rodeada por un
halo angosto de color pardo oscuro o negro v forma
bien definida. Al aumentar el nimeroc de lesiones, se
observa la paulatina coalescencia de éstas sobre la
hoja, gque toma una coloracidén oscura. Esto ocurre 3 o
4 semanas después de que aparecen los primeros

sintomas.



Formacidén de estructuras reproductivas
Esta enfermedad se caracteriza porque durante los
primeros estados de desarrollo, se forman conidiéforos

v conidios.

En el campo, los conidiéforos de M. fijiensis se
desarrollan primero sobre la superficie abaxial de
pizcas iniciales en el primer estado de estria. Nuevos
conidiéforos contindan emergiendo hasta el segundo
estado de mancha. La produccidén de conidios es casi
continua entre el segundo estado de estria y el
segundo estado de mancha. Los primeros conididforos en
terminar la produccién de conidios son aquellos
situados cerca del centro de la mancha; los cercanos
a la periferia son los ditimos (Meredith y Lawrence,

1969).

Al poco tiempo de desarrolle de la lesién, cesa la
produccidn de conididéfores v se inicia la formacién de
espermogonios y pseudotecios {Meredith vy Lawrence,

1969} .

Los espermogonios de M. fijiensis comienzan a
desarrollarse, en el segundo estado de estria o primer
estado de mancha ¥y son mids abundantes sobre la cara

abaxial gque sobre la adaxial. La primera indicacidén de
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formacién de un espermogonio es un agregado de hifas
hialinas dentro de la cara subestomidtica. Sobre la
superficie abaxial de la hoja, los espermogonios
frecuentemente se desarrollan en la camara
subestomética de la cual uno o méds conididforos han

emergido.

Los pseudotecios son anfigenos, perc mds frecuentes
sobre la superficie adaxial de la mancha (Leach, 1964;
Lawrence, 1969; Frossard, 1980). 8Son dispersos,
globosos, inmersos, de 50-85 um de didmetro y tienen
una pared compuesta de tres o méds capas de células
poligonales oscuras. Las ascas son  numerosas,
bitunicadas, obclavadas, y con 8 ascosporas; los
pardfisos estdn ausentes, Las ascosporas son
biseriadas, con un septo vy una ligera constriccidn en
¢, de forma <clavada fusoide, con una célula méas
grande orientada mAs arriba de la asca, hialinas,
miden en promedio 13.7 um de largo x 3.7 um de ancho

{Meredith y Lawrence, 1969).
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Importancia de las estructuras reproductivas en la

diseminacidén de Sigatoka Negra

Tanto ascosporas como conidios son capaces de causar
infecci6n. El papel de los conidios en el campo no se
conoce con claridad; sin embargo, son producidos
abundantemente sobre lesiones {(Quifidén, 1972).
Aparentemente los conidios son importantes en la
diseminacidén entre hojas vecinas, mientras que las
ascosporas juegan un papel principal en diseminacién

a mavores distancias (Stover y Dickson, 1976).

Se considera gque una estria de Sigatoka Negra puede
producir en promedio, 134 conididforos cada uno con 6
conidios. Eso implica que cada estria es
potencialmente capaz de producir méds de 1000 conidios

{Quifién, 1972}.

La produccidn de ascosporas también es alta, y este es
el indculo predominante en tiempo de 1lluvia. Las
ascosporas, bajo condiciones dptimas, se producen dos
semanas despues de que aparece la pizeca fina, v se
caracterizan porque pueden sobrevivir mids de 6 semanas
y ain producirse en hojas separadas de la planta,
constituyéndose en la principal fuente de indculo

{Stover,1972).



Las ascosporas son producidas en los pseudotecios en
las hojas fuertemente afectadas, y son liberadas al
aire cuando los pseudotecios se humedecen durante el
periodo de 1{luvia. Ya 1liberadas, se diseminan a
grandes distancias por el aire. En tejido seco, las
ascosporas formadas en pseudotecios maduros permanecen
viables, y diseminables, por largos periocdos. En
Sigatoka Negra, el tiempo de supervivencia de las
ascosporas, depende del ritmo de descomposicidén de las
hojas. Cada pseudotecio produce s6lo una cosecha de
ascosporas, pero su maduracidn no es uniforme,
descargando atn después de que cada hoja se ha
cortado. Los conteos de ascosporas en plantaciones
comerciales de banano, han revelado de 8000 a 32000
ascosparas por metro cibico de aire durante 24 horas
en contraste con solo 4000 en Sigatoka Amarilla

(Stover, 1980}.

Condiciones climdticas que favorecen la enfermedad

Tres componentes del clima juegan un papel muy
importante en el desarrollo y diseminacidén de la
enfermedad: lluvia, rocio y temperatura. En este

sentido, una rapida propagacién y porcentaje de
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infeccién alto, son favorecidos por una condicién de
tiempo caluroso y lluvioso, asi como por alta humedad

en el ambiente (Gonzédlez y Jaramillo, 1979).

De acuerdo con Meredith (1970) y Sastry (1988), el
aumento de la Sigatoka durante y después de periodos
iluviosos se debe a la presencia de una pelicula de
agua sobre la superficie de 1la hoja, que provee
condiciones Optimas para la germinacidn de conidios y
ascosporas, ¥ permite la fertilizacidn de prototecios
por las espermacias. Aungue el tubo germinativo
disminuye su c¢recimiento marcadamente durante los
periodos secos, reasume la actividad cuando se

humedece la hoja.

Proceso de infeccidn

l.as ascosporas v conidios de M. fijiensis, después de
su deposicién sobre las hojas, ¥y bhajo condiciones
favorables de temperatura y humedad, germinan en un
periodo aproximado de 6 horas. El tubo germinativo se
alarga durante la noche, favorecido por la pelicula de
rocio que se forma sobre la hoja, pudiendo penetrar
los tejidos del hospedante entre 12-15 horas después

de la inoculacién (Vadsquez et al, 1989).
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La infeccidén se da casi en forma exclusiva, a través
de la superficie inferior de la hoja v se lleva a cabo
via poro estomdtico. El  hospedante es entonces
penetrado por una hifa de infeccién, la cual forma una
vesicula en la cavidad subestomética. De esta
vesicula, una fina hifa crece directamente a través de
una o mis capas de meso6filo hacia el interior de los

tejidos de la hoja (Sallé et al, 1989).

Una vez gue ocurre la infeccidén, las hifas del
patdgeno salen porT el estoma v desarrollan
conididéforos, o bien, crecen sobre la superficie de la
hoja para luego penetrar los estomas cercanos. Este
movimiento de un estoma a4 otro parece ser corriente
en Sigatoka Negra, lo que trae como consecuencia el
desarrollo v aparicidn de méds lesiones sobre toda la

lamina {(Stover, 1980).
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Caracteristicas ambientales del filoplano

Fisicas

L.os componentes del ambiente que participan en el
microclima de las plantas son la radiacién, velocidad
del viento, temperatura, humedad y concentracién de
didéxido de carbono. Estos factores son controlados por
las condiciones climdticas prevalecientes, pero son
modificados por la estructura de la planta, por la
densidad del cultivo y por la forma, tamafio ¥y

rugosidad superficial de los G6rganos "vegetales.

En la mayoria de los Organos, el ambiente fisico es
muy diferente a la rizosfera. La temperatura y la
humedad en el filoplano fluctidan en un mayor grado y
a una mayor velocidad que en la rizosfera. Ademés, los
colonizadores del filoplano estédn expuestos a la luz
solar, a 1la radiacién ultravioleta vy pueden ser
removidos del nicho mediante la accidn de la lluvia o
del viento, factores fisicos con influencia en la

rizosfera (Baker y Cook, 1974).

La humedad relativa en el filoplano es el factor més
imporfante sobre el crecimiento ¥y la supervivencia de
microorganismos. Por la continua transpiracién, la

humedad superficial es mayor que la del aire
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circundante, la diferencia depende del espesor de la
cuticula v de la apertura estomdtica. Para contribuir
al crecimiento de la mayoria de microorganismos, la
superficie vegetal debe estar himeda ¢ con una humedad
relativa superior al 95%. Tales condiciones tienen
lugar durante la caida de 1lluvia o cuando ocurre
condensacién por la noche, producto del enfriamiento
del 6rgano vegetal cuande la humedad del aire esta

cerca de la saturacidén {Blakeman, 19853).

Quimicas

Los microorganismos epifitos colonizan el filoplano
gracias a -su habilidad de producir sustancias
inorgdnicas y orgédnicas en el agua que estd en
contacto con la superficie vegetal. Algunas sustancias
se originan externamente tal es el casc de particulas
minerales, granos de polen y polvo. No obstante, la
mayor proporcidn se origina dentro de la planta por el
proceso de difusién a través de fos tejidos al
filoplano, donde hacen contacto con el agua (Godfrey,
1976). Dentro de las sustancias en difusién existen
componentes gque actdan como nutrimentos para los
microorganismos epifitos, pero al mismo tiempo,

existen sustancias que inhiben l!a germinacién o el
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crecimiento de estos colonizadores {Blakeman, 1971).

En las etapas iniciales del crecimiento del tejido
vegetal, la (dnica fuente de nutricidn son los
productos que se difunden de los tejidos. Las
sustancias difundidas {azdcares y aminodcidos),
carbono y nitrégeno, son muy bajas, lo gque se refleja-
en la poca poblacidén microbial que se desarrolla en
esta etapa, bdsicamente constituida por bacterias.
Otras sustancias difundidas de los tejidos lo
constituyen elementos minerales, hormonas de
crecimiento y sustancias inhibidoras de crecimiento

tales como fenoles y terpenoides {(Blakeman, 19853).

Con el sucesivo crecimiento de los tejidos, la
microflora va aumentando progresivamente debido a la
llegada de materia orgénica forénea. Al llegar éstas
sustancias al filoplano, las bacterias van perdiendo
su hegemonia, cediendo ante la proliferacidén de
levaduras ¥ hongos. Las levaduras dominan el
filoplano, cuando el érgano presenta un desarrollo de
un 50 - 75%, en tanto que los hongos dominan el nicho
al llegar el érgano a la senescencia (Collins, 1976;

L.eben, 1964).
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Biolégicas

LLa poblacién de microorganismos en el filoplano es
alta, alcanzando un espesor de 22 um en la superficie
de plantas tropicales (Cook v Baker, 1983) vy ha sido
estimada en millones de células por gramo de tejido

(Davenport, 1976).

Baker v Cook (1974) dividieron la flora epifita en
microorganismos residente y casuales. Los primeros son
los que se multiplican sobre las superficies vegetales
sin causar dafio alguno a la planta, mientras gque los
segundos estdn en el filoplano en forma pasiva, y son
incapaces de reproducirse en éste ambiente debido a
caracteristicas genéticas o a la presencia de residuos

extrafios en el filoplano.

Los microorganismos residentes son por lo general no
especificos y ocurren en una gran diversidad de
especies. Los principales componentes de esta flora lo
constituyen las bacterias, levaduras ¥y hongos
filamentosos (Cook vy Baker, 1983). Dentro de Jas
bacterias destacan las gram negativas pigmentadas que
incluyen los géneros Erwinia, Pseudomonas ¥

Xanthomonas (Blakeman y Fokkema, 1982).
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Las bacterias son las mds abundantes en las etapas
iniciales de crecimiento (Blakeman, 1985), en tanto
gue las poblaciones de levaduras tiende a aumentar a
partir en las etapas intermedias del crecimiento
{Last, 1955). Por otra parte, los hongos epifitos
permanecen latentes en el filoplano esperando el
inicio de la senescencia para germinar v colonizar el
hébitat aéreo, tales como Alternaria, (Cladosporium y

Epicoccum (Blakeman, 1985; Baker y Cook, 1974}.

El control biol6gico de patdégenos en la filosfera

El control biolégico en la parte aérea de las plantas
estd menos desarro!lado que en la rizosfera porque los
antagonistas pueden disponer de una forma mas estable
de supervivencia en este ambiente v por la
disponibilidad de fungicidas baratos, efectivos ¥
fdciles de aplicar al follaje, desalentando asi el uso

de control bioldégico (Blakeman y Fokkema, 1982).

Los agroquimicos utilizados en el control de plagas
pueden reducir las poblaciones de microorganismos en
el filoplano {Andrews y Kenerley, 1978). Por lo tanto,
un programa de control integrado de enfermedades, debe

considerar el espectro de accibén del fungicida o
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bactericida para gue pueda ser Gtil y compatible con

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

Es dificil encontrar el antagonista perfecto para el
control de un patdgeno particular en la naturaleza,
sin embargo, es posible mejorar la capacidad de los
organismos para controlar las enfermedades mediante la
seleccién de aquellos con caracteristicas mas
efectivas. Tales caracteristicas, incluyen un aumento
del antagonismo contra patdgenos, aumentande ia
capacidad competitiva contra la microflora presente,
mayor habilidad para multiplicarse bajo condiciones
presentes y persistir bajo condiciones desfavorabies
en la superficie del  Thospedero, y mejorar ia
resistencia a ciertos fungicidas que debe formar una
parte del programa de control integrado (Blakeman y

Fokkema, 1982).
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Formas de control bioldgico

El combate bioldégico en el filoplano se ha tratado de
realizar de dos formas: la primera, introduciendo un
microorganismo antagonista en la superficie vegetal
capaz de multiplicarse y colonizar, y la segunda,
manipulando el micro-ambiente fisico o nutricional

{Bravo y Victoria, 1981}.

Introduccién de antagonistas

Un microorganismo antagonista es aguel que interfiere
con las actividades de otro microorganismo con el que

se estd interrelacionando en el mismo microcambiente.

Debido a que la estrategia de introduccidén se basa en
la capacidad del antagonista a habitar y colonizar el
nicho ecolégico del patdgeno, se ha preferido utilizar
microorganismos residentes que presentan antagonismo
al patdgeno; estos epifitos antagonistas estén
daptados a sobrevivir y reproducirse en el filoplano
con lo cual la estrategia de combate es aumentar su
nimero en el ambiente a tal punto que anule en forma

eficaz la accidn del patédgeno.
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Las bacterias han sido los microorganismos més usados
en esta estrategia de combate debido a su facil
manejo, a su alta tasa de reproduccién in vitro y a
gque es el primer colonizador del filoplano. A pesar de
las ventajas que ofrecen las bacterias, se han
obtenido datos contradictorios al llevar posibles
bacterias antagonistas a la prueba de campo ya que las
bacterias no soportan por periodos largos la
exposicién a alta radiacién solar (Leben, 1964} o a
una condicién de baja humedad relativa (Leben et al,

1965).

Leben et al (1965) fue uno de los pioneros en explorar
el combate biolégico de enfermedades fungosas mediante
bacterias. A partir de hojas de pepino aislé 230
cepas bacteriales de las cuales solo una cepa
disminuyé significativamente el ataque de antracnosis
(Colletotrichum lagenarium), explicdndose el mecanismo
de acci6én por antibidsis. Sin embargo, el combate
biolégico fracasd en el campo debido a que la baja
humedad relativa vy la luz solar causaron una répida
pérdida de viabilidad de las células bacteriales

aplicadas (Leben et al 1965).

Swinburne et al (1973) aisl® Bacillus subtilis de la

axila de hojas de manzana; en pruebas in vitro



20
(Sénchez, 1982) e in vivo (Swinburne et al 1975), esta
bacteria mostréd un altco antagonismo a Nectria
galligena, patdégeno que causa el céncer del tallo, el
cual penetra por las cicatrices que quedan en el tallo
al caer la hoja en otofio. La bacteria es capaz de
sobrevivir hasta la primavera y fue tan eficiente como
la aplicacidén de nitrato de fenilmercurio. El método
de combate no se pudo implantar a nivel comercial
debido a que la caida de las hojas es muy irregular
vy a que la bacteria no puede crecer en la corteza del
drbol, con lo cual se hacia imposible combatir el

patdgeno en una sola aplicacién.

El uso de la micoflora epifita en combate bioldgico se
restringe a patdgenos necrotroficos que presentan
algin crecimiento superficial antes de la penetracidén
(Dennis, 1976; Fokkema y Lorbeer, 1976; Fokkema et al,

1979).

Segin Blakeman v Fokkema (1982), la estrategia de usar
este tipo de organismoc es viable cuando se protegen
6rganos vegetales donde la colonizacidén natural es
retardada y donde abundan los nutrimentos tales como

en frutos y flores.

En fresa Bhatt et al, (1962) demostraron el efecto
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antagénico de Cladosporium sp. hacia Botrytis cinerea.
Tres aplicaciones de una suspensidén de conidios de
Cladosporium con 1% de glucosa entre floracidn ¥y
cosecha incrementd la produccidén. La pudricidén de
frutas maduras no se redujo con la aplicacién del
hongo antagonista y el aumento de la produccién se
explicd con base en la baja incidencia de Botrytis en

frutos verdes.

Fokkema y Lorbeer (1974) en estudios a nivel de
invernadero de la interaccién de la micoflora
saprofitica sobre el desarrolio de enfermedades
foliares en cebolla, concluyeron gque Alternaria
pullulans, Sporobolomyces roseus y Cladosporiums
herbarum redujeron en forma significativa la infeccidn
de Alternaria porri y Bacillus cinerea. Se demostré
que el efecto de estos microorganismos residentes es
sobre el desarrollo superficial del micelio que es
necesario antes de la infeccidén. Dicha supresidn se
explica con base en la competencia de carbohidratos y

aminodcidos que ocurre en el filoplano.

El ejemplo més exitoso debido a su gran uso en escala
comercial, comprende un hongo que es un tipico epifito
en pino: Peniophora gigantea (Risbeth, 1963). EIl

patégeno afectado es Heterobasidium annosum un
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basidiomicete que se introduce en los cortes frescos
de pino, produciendo una pudricidén del sistema
radicular que obstruye los retofios. La estrategia de
combate se fundamenta en introducir en los cortes
frescos a un patdgenoc débil como P. gigantea que no
causa dafio al 4rbol sano y que tiene la capacidad de
colonizar rédpidamente el corte debido a que es muy
prolifico ¥ a que estd relativamente solo en el nicho.

El mecanismo de accidn es competencia por espacio.

Aunque el uso de microorganismos epifitos residentes
es aparentemente lo mds recomendable en el combate de
patégenos de Organos vegetales aéreos, existen
trabajos (Blakeman y Fokkema, 1982; Dubos, 1984;
Thompson et al,1976; Tronsmo y Dennis, 1978; Vargas,
1984) que demuestran gque e}l uso de antagonistas
aislados de ambientes forédneos pueden ser una via de
combate igual o mejor, en cuanto a efectividad v
residualidad, al uso de antagonistas aislados del

filoplano.

Spurr, citado por Blakeman y Fokkema (1982) combatid
la cercosporiosis en mani y la alternariosis en tabaco
en tres ciclos diferentes, mediante aplicaciones
foliares de diferentes bacterias a intervalos de

quince dias. Las bacterias aplicadas fueron
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Pseudomonas cepacia aislada de conidios de Bipolaris
maydis; Bacillus mycoides aislado del suelo y Bacillus
thuringiensis obtenido a partir de formulaciones
comerciales para controlar insectos. Las condiciones
climdticas variaron entre los tres diferentes ciclos
en que se probé la estrategia, indicando la capacidad
de la bacteria para sobrevivir en la superficie foliar

dentro de diferentes condiciones.

También Thompson et al (1976) demostrd el antagonismo
de diferentes Pseudomonas hacia FErwinia amylovora en
pera. Las bacterias fueron aisladas a partir de suelos
cubjertos de flores de dicho frutal. Se demostré que
con tres aplicaciones de estas bacterias en floracidn,
se producia un control de la quema del peral tan buena

como la aplicacidén de bactericidas comerciales.

Los hongos no epifitos son también usados en el
control biolégico y el representante mis exitoso ha
sido Trichoderma spp. Se ha encontrado una alta
efectividad para combatir Bacillus cinerea en manzano
(Tronsmo y Dennis, 1978), en fresa (Blakeman ¥y

Fokkema, 1982) y en uva (Dubos, 1984).

Observaciones de antagonismo en el campo de

Trichoderma spp. sobre B. cinerea en manzanas caidas
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por el viento, Tronsmo ¥y Dennis (1978) determinaron
cepas que crecian y efectuaban un buen control del
patégeno en temperaturas inferiores de 10°c., que son

normales de encontrar en condiciones naturales.

La proteccidn inducida

ILa proteccién inducida ha resultado efectiva bajo
condiciones de campo (Caruso y Kuc, 1977), abriendo
asi nuevas perspectivas para el control de
enfermedades. La proteccidén inducida siempre esté
asociada con cambios biogquimicos en el metabolismo de
las plantas tiratadas (Kuc, 1983) ¥ puede ser

estimulada mediante diferentes métodos.

Chamberlain y Paxton, (1968); Rahe, et al, (1969):
Yarwood, (19586}, han encontrado que plantas
previamente estimuladas por razas de hongos o células
bacterianas no patogénicas o avirulentas, pueden ser
protegidas contra la posterior inoculacién con un

patégeno.

Esta resistencia inducida puede ser local o sistémica
siendo la ditima mds importante porque hace que toda

la planta reaccione como una planta resistente y no
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solamente el tejido sometido al pretratamientoc con el
inductor. Ademds, éste efecto sistémico es no
especifico, de manera que puede ser efectivo contra

hongos, bacterias, virus y viroides (Moraes, 1991).

E! material a emplear como inductor no debe
representar riesgos para la planta en si, para el
medio ambiente, para otros cultivos o para el hombre

(Moraes, 1991).

Martins et al, {1985), verificaron que suspensiones de
bacterias y Bacillus aplicados 72 horas antes de la
inoculacitn de Hemileia vastatrix, indujeron

proteccién eficaz en café.
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Manipulacién del ambiente

Este método estd4d basado en modificar las condiciones
fisicas y nutricionales de filoplano tratando de
perjudicar la germinacidén y desarrollo del patdégeno,

v favorecer el antagonista.

La alteracidén del ecosistema nutricional ha mostrado
ser exitoso en el combate de bacterias (Morris vy
Rouse, 1985) y en hongog necrotréficos (Billing, 1976;
Blakeman, 1971). Esta estrategia de combate requiere
de un profundo conocimiento del ecosistema v es
nécesario determinar la wvariable nutricional «que
favorece o perjudica la accidén del antagonista o el

patdgeno.

Morris y Rousse (1985), trabajando en el combate de
Pseudomonas syringae y en la caracterizacidn de
epifitos de hojas de frijol, determinaron que el
patégeno es incapaz de usar la glicina y la maltosa
como fuente nutricional y ademds, encontraron que la
mayoria de la comunidad antagonista puede desdoblar
estos elementos nutricionales. En estudios de campo,
se demostré gque aplicaciones semanales de maltosa ¥
glicina hasta la floracién, redujeron en un 20 y 30%

la incidencia de la enfermedad, explicédndose 1los
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resultados con base en la reduccién de la poblacidn de

P. syringae respecto a la poblacién total epifita.

Barehil y Cook, citados por Blakeman y Fokkema (1982)
observaron que una aspersién de idrea sobre drboles de
manzanas, antes de la caida de las hojas, previno la
formacién de Venturia inaequalis. El efecto fue debido
a la alteracidn del balance de la microflora, pues el
desarrollo de Pseudomonas fluorecens fue aparentemente

a expensas de bacterias gram positivas.

El uso de guitina como sustrato

El uso de quitina como agente de enmienda foliar para
modificar la ecologia microbial, se ha investigado
para el manejo de hongos fitopatdgenos en los dltimos

afios.

La adicién de quitina al suelo infestado por Fusarium
oxysporum sp. cubense, estimuld a bacterias de los
géneros Bacillus y Pseudomonas, las cuales controlaron
al patégeno debido a la digestién de las paredes del
hongoe, que también contiene quitina (Mitchell vy
Alexander, 1961). Los organismos quitinoliticos

afectan a los hongos debido a la digestién de la
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gquitina, presente en la pared de las hifas (Mitchell

v Alexander, 1962}.

Los microorganismos gue producen enzimas ¥y
antibidéticos, pueden ser estimulados con enmiendas de
guitina. Algunos microorganismos que producen
guitinasas son capaces de descomponer a hongos

susceptibles (Mitchell, 1963).

Estudios recientes muestran que la quitina aplicada en
forma de suspensién amorfa (Kokalis-Burelle et al,
1991} o como suspensién coloidal, (Ploper et al,
1991), aumenta la supervivencia de microorganismos

gquitinoliticos.

Kokalis-Burelle et al (1991), reportaron que al
aplicar una suspensién amorfa de quitina al follaje de
cacahuate, ocurre un cambio altamente significativo en
la poblacidén de organismos epifitos, incrementdndose
los quitinoliticos de menos de 1% hasta mAs de un 40%
en la poblacién total de microorganismos. Bajo
condiciones controladas de temperatura y humedad, la
aplicacién de quitina al follaje de tomate, aumenta la
poblacién de microorganismos quitinoliticos (Okumoto,
1992). La aplicacién de una cepa quitinolitica de

Bacillus cereus méds quitina al follaje de cacahuates,
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produjo un 60% de reduccién de manchas foliares
causada por Cercospora arachidicola. Luego se encontrd
que la quitina depositada, funcionaba como una barrera
fisica contra la germinacién de las esporas y la

penetracidén del tubo germinativo.

Ploper et al (1991), indicaron gque basado en la
actividad quitinolitica, antagonismo in vitro e 1Iin
vivo y supervivencia sobre las hojas de tomate no
enmendadas, 9 aislamientos seleccionados de bacterias,
fueron usados en tomate., La dindmica de la poblacidn
indicéd que la supervivencia de microorganismos mejord
por la adicién de guitina, v el tizén temprano junto
con la mancha foliar de Septoria, fueron controlados

o suprimidos con una formulacidén de quitina.

En el trépico costarricense es posible conseguir cepas
de Bacillus guitinoliticos de gran capacidad
antagénica in vitro contra Alternaria solani (Okumoto,

1992).

Combate integrado

La aplicacién de gquimicos en el filoplano puede

reducir o aumentar las poblaciones de organismos
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epifitos (Hislop, 1976).

Se ha determinado que los hongos epifitos, son
eliminados por fungicidas de amplio espectro como
ditiocarbamatos (Blakeman y Fokkema, 1982}, ddndose un
aumento de bacterias epifitas con gran resistencia

hacia estos fungicidas.

Lindow (1985) establecidé un combate integrado a la
guema del peral causada por Erwinia amylovora y a las
pérdidas ocasionadas por congelamiento de bacterias
tales como Pseudomonas syringae, Erwinia herbicola vy
Pseudomonas fluorescens. Estas enfermedades aparecen
luego de que significativas poblaciones bacteriales
colonizan el filoplano. El combate integrado se logroé
mediante cepas de E. amylovora no virulentas, las
cuales fueron aplicadas al inicio de la primavera
junto con el antibidtico estreptomicinag, al cual eran
resistentes a una concentracidén de 100 ug/ml. Debido
a la aplicacidn del antibiético, la bacteria
antagonista en poco tiempo dominé el filoplano, poco
colonizado, impidiendo asi la proliferacién de E.
amylovora virulenta, o de bacterias activas al
congelamiento, con lo cual, hubo un mejor control de
las dos enfermedades. El1 combate 1integrado fue

superior & la aplicacién de estreptomicina y de
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oxitetraciclina semanalmente durante en ciclo del

cultivo.

Vargas (1984) determind que Trichoderma harzianum més
oxicloruro de cobre fue una alternativa viable y
eficaz para combatir Mycena citricolor en café. Se
hicieron tres espolvoreos con particulas de afrecho de
cafeto infectadas con T. harzianumy {res aspersiones
de fungicidas, una cada mes, al inicio del periodo
himedo. Este tratamiento fue el que preodujo mayor
reduccidn del nimerc de lesiones. El fungicida v el
hongo aplicados independientemente, fueron pocos
eficientes, debido a que permitid incrementos altos de
indculo v enfermedad. Se desconoce el mecanismo del
sinergismo, pero se sospecha qgque sea por la

eliminacidén de antagonistas de Trichoderma.
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Seleccidn de Microorganismos Antagdnicos

Blakeman v Fokkema {(1982), consideran que el sitio de
seleccién de antagonistas debe ser preferiblemente de
lugares donde el combate biolégico natural estad de
manifiesto, aungue no hay que descartar la posible
presencia de antagonistas en otros hédbitats extrafios
al patégeno. Después de seleccionar el lugar, Andrews
(1985) considera que se deben aislar especies
representativas de lta comunidad microbiana, wusando

medios generales para hongos, bacterias y levaduras.

Para que el antagonista realice un efectivo control no
solo debe sobrevivir en el nicho del patodogeno, sin
también ejercer su carécter antagénico en el hébitat

(Blakeman y Fokkema, 1982).

En pruebas de laboratorio, las observaciones al
microscopio, revelan los efectos morfoldgicos del
antagonista sobre los propédgulos del patdgeno, tal
como inhibicién de germinacién, desarrollo anormal del
tubo germinativo, interferencia con el desarrollo de
estructuras infecciosas, etc. (Blakeman y Fokkema,

1982}.

Las pruebas in vivo bajo condiciones controladas, se
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caracterizan por el control estricto de las
condiciones tanto ambientales como genéticas y por el
seguimiento de la poblacién antagonista en el

filoplano (Andrews, 1985).

La prueba de campo se debe dirigir a comparar los
efectos sobre el desarrollo del patégeno y el control
de la enfermedad que resulta de la aplicacidn de los
antagonistas, asi mismo, se debe determinar la
microflora, tanto del testigo como de los

tratamientos bioldgicos {(Andrews, 1985).

Los antagonistas gque fracasan en esta prueba, no deben
eliminarse, ya que la causa del fracaso puede ser
fdcil de corregir mediante aditivos que se pueden
agregar en el inoculante del antagonista, tales como
sustancias protectoras de la desecacidn, nutrimentos,
v adherentes. Si después de agregar estas ayudas, no
hay efecto positivo, el antagonista es alin de valor va
gue puede utilizarce como un suplider de genes a
residentes de alta colonizacidn que no presentan las

caracteristicas de antagonismo (Andrews, 1985).
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Control Bioldgico de Sigatoka Negra

Se entiende por combate biolégico, la reduccidén del
indculo o la actividad de un patégeno en su forma
activa o latente por uno o miAs microorganismos
acoplados en forma mnatural o a través de la
manipulacién del ambiente, hospedero o por la
introduccién de uno o mads antagonistas (Baker y Cook,
1682). En banano, esta estrategia solo habia sido
investigada en los patégenos habitantes del suelo como
Fusarium oxysporum (Cook vy Baker, 1982), vy Pseudomonas

solanacearum (Sequeira, 1958}.

Jiménez et al (1988}, realizaron un estudio sobre
combate bioldgico de Sigatoka Negra en conidias,
mediante bacterias epifitas, en el cual encontrd 12
bacterias gque se comportaron como antagonistas in
vitro. Se identificaron tres cepas, correspondiendo al

género de Pseudomonas sp.

Esquivel (1992}, investigé sobre las caracteristicas
morfolégicas y taxondémicas de algunos haongos
hiperpardsitos de Mycosphaerella fijiensis. Identificé
72 hongos a nivel de género y especie, la mayoria de
ellos sapréfitos, y solo cinco de los hongos fueron

hiperpardsitos de M. fijiensis. El mas comin fue
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Hansfordia pulvinata, asociado a la fase imperfecta
del patdgeno, el cual recientemente estd siendo
utilizado en ensayos para el control biolégico de

enfermedades del tomate en invernadero.
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3. MATERIALES Y METODOS

Localizacidn

La investigacién de realizd durante los meses de octubre
de 1993 a setiembre de 1994, en el laboratorioc de
Fitopatologia del Area de Fitoproteccién, ubicado en la
sede del CATIE, Turrialba, ¥ en las instalaciones de la
Standard Fruit Company en Rio Frio, cantén de Sarapiqui,

provincia de Heredia.

Seleccidén de Microorganismos Quitinoliticos

Sitio de seleccidn

Se seleccionaron dos sitios bananeros: el primero con una
alta incidencia de Sigatoka Negra, denominado como "sitio
caliente", ubicado en la finca El Porvenir de Siquirres,
v el segundo, con baja incidencia de la enfermedad,
considerado como "sitio no caliente", el cual se ubicé en
la finca La Esperanza de S8iquirres. Ambas fincas

propiedad de Standard Fruit Company.
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Las caracteristicas de los dos sitios fueron similares en
cuanto a condiciones climiticas, nutricién y manejo. La
principal diferencia visible entre el sitio caliente y el
no caliente, es que el primero, presenta una capa
fredtica muy alta durante la mayor parte del afio,
mientras que en el segundo, la capa fredtica es mas baja.
Ademéds, las aplicaciones de fungicidas fueron mayores en

el sitio caliente.

Aplicacidn de gquitina al follaje

Para aumentar y facilitar el aislamiento de
microorganismos quitinoliticos, se aplicé una suspensidn
coloidal de guitina a la planta de banano, &4 una
concentracidén de 0.2% w/v con un pH entre 7 y 8, el cual
se obtiene agregando una solucidén de 0.1M NaOH. L a s
aplicacidnes se hicieron en la cuarta hoja segin escala

de Brun {1963)}.

Traslado vy procesamiento de muestras

Las hojas se recolectaron 7 dias después de aplicada la

quitina y fueron trasladadas al laboratorio en bolsas

pldsticas estériles, las cuales se colocaron en una
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hielera con gelatina rtefrigerante para mantener la

temperatura baja y evitar la pérdida de microorganismos.

El mismo dia de cortadas las hojas, con un sacabocados de
10 mm de didmetro se obtuvo 5 g de hojas por muestra en
forma al azar y se colocaron en erienmeyer de 250 ml con
50 ml de apgua destilada estéril agitdndose por 45
minutos. Los discos, se obtuvieron de la superficie de la
hoja donde la enfermedad aparentemente no estaba
presente, siguiendo 1los principios de Baker y Cook

(1974).

Preparacion de medios

El agar-quitina (AQ) v agar nutriente~quitina (ANQ) marca
Becton Dickinson, se prepararon mezclando 20 g de agar o
agar-nutriente en 1 litro de agua destilada en agitacidn,
& una temperatura de 60°c. Una vez disuelto el agar o el
agar nutriente, se agregd una suspensién de quitina
coloidal al 0.2% w/v, preparada usando el método de
Salazar v Okumoto (1992) {(Anexo 1)} y posteriormente se
llevé el pH entre 7 y 8 agregando una solucién de 0.1M
NaOH. Por tltimo, el medio se esterilizé y se chorreé en

platos petri estériles.
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Aislamiento de microorganismos quitinoliticos

De las soluciones originales, se tomd de cada una, 1 ml
de solucién v se colocd en un tubo de ensayo con 9 ml de
agua destilada westéril, y se hicieron diluciones
decimales hasta 107, Posteriormente, con una
micropipeta, se tom6é 1 gota de 0.20 microlitros y se
colocd en un plato con agar-quitina (AQ) incubédndose a
28%¢c, hasta obtener las cepas de microorganismos

quitinoliticos. E! procedimiento se realizd en forma

idéntica para todas las muestras.

Las cepas de Bacillus gquitinoliticos, se obtuvieron
calentando cada dilucién en bafic maria a 80°c por 10
minutos, para eliminar microorganismos que no tienen
esporas resistentes al calor. Después, se sembraron los
platos de agar~nutriente-quitina (ANQ)}, al igual que e]
paso anterior e incubdndose 28°c hasta la aparicidn de

los microorganismos.

Las lecturas se tomaron entre las 24 y 96 horas después
de la siembra de los microorganismos, registrando una
reaccién positiva, aquellos microorganismos donde el
borde de la colonia fue transparente indicando gue la

quitina fue metabolizada por las bacterias.
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Para la identificacidn de Bacillus se contd el nimero de
colonias, tomando en cuenta la morfologia de 1a colonia,
tincidn de Gram y observacidn de la presencia de esporas

(Gordon et al, 1973).

Las cepas quitinoliticas seleccionadas se purificaron
extrayéndolas de las siembras originales y haciendo
cultivos sucesivos hasta tener colonias aparaentemente
puras. Posteriormente fueron transferidas a tubos con
tapas de rosca con AN mas quitina inclinado y sellados
con aceite mineral esterilizado para minimizar el
crecimiento de las cepas. Estas sirvieron de fuente de
indculo para las pruebas sucesivas. Los tubos se

conservaron en el refrigerador a 10°C.

Seleccidn de cepas quitinoliticas

Después de haber extraido el mayor numero de cepas
quitinoliticas, se procedié a evaluarlas en AN y ANQ
seleccionando aquellas en que se observdé mayor produccién
de guitinasa en A4mbos medios a las 48 horas. También se
analizaron Bacillus A30 {(coleccién MIP-CATIE) vy Serratia
entomophyla (coleccidén NRI-CATIE), debido a que presentan
excelentes caracteristicas quitinoliticas (Okumoto, 1992;

Starr et af, 1981).
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Prueba de Antagonismo en Laboratorio

Preparacién de descargas de ascosporas

Siguiendo las indicaciones del Boletin Técnico de Dupont
{1982), el material de descarga se selecciondéd con
lesiones necrosadas jovenes, después de dos o tres dias
sin liuvia. Se colocd en cdmara himeda por 2 dias. Luego,
con la ayuda de un estereoécopio, se selecciond
nuevamente el material de descarga <¢on abundantes

L vy se pegaron 3

pseudotecios, se cortaron trozos de 4 cm
con el haz hacia arriba en papel bond comin de 14 cm de
didmetro sumergiéndolos en agua destilada por 5 minutos.
Posteriormente, se elimind el exceso de agua ¥ colocéd el
papel bond con los tejidos de hoja, en las tapas de los

platos petri listos para iniciar la descarga de

a5Cosporas.

Preparacién de discos de hoja

Se recolectd la hoja 1| de plantas de Gran Enano de zonas
que no han sido aplicadas por fungicidas y se cortaron
ttozos de un 14 cm didmetro, de la parte intermedia de la
hoja. En la cémara de flujo laminar, se desinfectaron los
trozos con alcohol al 70% por 1 minuto vy agua destilada
estéril por tres minutos colocindolos sobre papel toalla

estéril.
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Aplicacién de microorganismos

Tres dias antes de 1la inoculacién del patdgeno, los
microorganismos quitinoliticos seleccionados se pusieron
a crecer en platos petri con agar-quitina. Después de
crecido el microorganismo, se recogieron lavando 1la
superficie del medio con agua destilada estéril
ajustanandose concentraciones de 10g células bacteriales
por ml. Luego, la solucidn bacterial se colocd en platos
petri sumergiendo lo discos de hoja desinfectados por 1
minuto para después, ser ubicados con el envés hacia
arriba en la base del plato petri, la cual estaba

cubierta con papel bond humedecido.

Prueba de antagonismo

La tapa del plato petri con el material de descarga se
colocé sobre la base del plato que contiene el disco de
hoja aplicado con el microorganismo, por un periodo de
1.5 horas vy se marcé con un ldpiz de cera las zonas de

descarga.

Pasado el tiempo se retiré el papel bond con las

secciones de tejido necrosado y se incubdé los discos de
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hoja inoculados a 28°c por 48 horas. Posteriormente, se
eliminé el exceso de humedad de los discos de hoja, se
identificaron vy se sumergieron por 10 segundos en barniz
comercial transparente marca Sur, eliminando luego el
excedente de barniz colocando el disco de hoja en forma
inclinada sobre papel toalla, v secando a temperatura
ambiente por 15 minutos. Secado el barniz y con ayuda de
un bisturi v unas pinzas, se cortaron las zonas de tejido
marcadas previamente, se retirdé, la capa de barniz y se
colocéd inmediatamente sobre un portaobjetos identificado,
para tefiirla con azul de metileno, y evaluar al

microscopio.

Variables evaluadas

lLas varijiables evaluadas fueron nimero de ascosporas
germinadas, porcentaje de ascosporas deformadas ¥y
porcentaje de 1inhibicién del tubo germinativo de 350
ascosporas por plato Petri en tres repeticiones. En cada
repeticién se utilizaron cuatro campos visuales los
cuales se compararon con un testigo absoluto. L a
inhibicidén del tubo germinativo se determind midiendo su
longitud con un microscopio calibrado a 40X y usando un
lente micrométrico dentro de un ocular calibrado

previamente con un micrémetro de platina.
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Andlisis de resultados

Los resultados se analizaron comparando los tratamientos
de microorganismos con el ftestigo absoluto por medio de
la prueba de Dunnette {Snedecor et al, 1984), de acuerdo

a cada categoria de medicidn.

Identificacién de Microorganismos

Las cepas seleccionadas en la etapa anterior se enviaron
a identificar al Technical Center en California, EE.UU.
(408) 432-~0300 FAX (408) 432-0314, donde se les aplicd la

técnica de cromatografia en dcidos grasos.

Compatibilidad de Microorganismos a Fungicidas

La capacidad de los microorganismos para controlar las
enfermedades se puede mejorar mediante la seleccién de
aquellos con algunas caracteristicas, como por ejemplo la
compatibilidad a ciertos fungicidas, que debe formar

parte del programa de manejo integrado de enfermedades.
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Procedimiento

Se prepard el medio agar-quitina y se chorreé en platos
petri estériles. Posteriormente, se sembraron los medios
con los microorganismos antagdénicos seleccionados. Se
cortaron discos de papel bond de 6 mm de didmetro y se
esterilizaron. Luego se prepararon suspensiones madres a
1000 ppm en agua destilada estéril de los fungicidas mds
usados en banano: benomil 50% PM, fabricado por la
Dupont, a una concentracién de 0.02 g en 10 ml de agua
destilada estéril; propiconazole 25.3 % EC, fabricado
Giba Geygy, S.A., a una concentracién de 0.04 g en 10 ml
de agua; tridemorf 75% E.C., fabricado por la anterior
casa comercial, a una concentracién de 0.013 g en 10 ml
de agua; mancozeb 80% PM, fabricado por la Rohm And Haas,
a upna concentracién de 0.013 g en 10 ml de agua; ¥y
sulfato de estreptomicina + oxytetraciclina como tetigo,
a una concentracién de 0.04 g en la ml de agua. Con
diluciones decimales se llegd a 100, 10 ¥ G ppm ¥y con un
ldpiz de cera, se dividid el plato petri con el medio en
cuatro partes marcando las concentraciones y plaguicida
a evaluar. Después, con pinzas estériles se tomé un disco
de papel bond estéril y con una micropipeta en el aire,
se colocd en el centro del disco, una gota de 0.05 ml del
fungicida a evaluar en la concentracidn requerida, de tal
forma que el disco quedara bien impregnado de producto

pero evitando excedentes y colocdndolo sobre la bacteria
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anteriormente sembrada en el medio e introduciendo los

platos petri en el incubador por 48 horas a 28°c.

Variable evaluadsa

Se midié 1a =zona de inhibicidén ocasionada por el
plaguicida, la cual se manifiesta como un halo
transparente entre el disco de papel impregnado con el
producto, y el <crecimiento bacterial, evaluando la
distancia desde el centro del disco, hasta el borde de

dicha zona.

Prueba de Adherencia de Microorganismos

El objetivo de ésta prueba fue determinar el tipo de

coadyuvante con el cual deberia llevar la bacteria al

campo para evitar pérdidas por lavado.

Procedimiento

En plantas de invernadero con 2.5 meses de edad se

aplicaron cuatro tratamientos con 6 repeticiones cada

uno: Bacteria R1 + agua; Bacteria R1 + agua + Silwet L 75
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al 0.2%, fabricado por la Bayer, Leverkusen, Alemania ;
Bacteria R1 + agua + NP7 al 0.3% fabricado por la Bayer,
Leverkusen, Alemania; v agua como testigo. La
concentracidn bacterial fue de 109 células bacteriales /
ml, v la dosis de los coadyuvantes la de uso comercial.
Las aplicaciones se hicieron en invernaderc, con una
bomba manual de aspersién, una hora antes de llevar las
planta al campo. En campo, se colocaron totalmente al
azar en recipientes de 2 kg y 10 dias después se
1ecolectaron las hojas 3 y 4 de cada tratamiento. De las
seis plantas por tratamiento se homogenizd una muestra de
hoja de 3 g. Posteriormente se procedid a reaislar los

microorganismos, de igual forma como se hizo el

aislamiento inicial de microorganismos.

En esta prueba se usé la cepa Rl por sus buenas
caracteristicas antagdénicas en las anteriores etapas ¥y
también, por el pigmento rojo que presenta, el cual hace

a la bacteria, fdcil de reconocer en los reaislamientos.

Variable evaluada

La variable evaluada fue el nimero de colonias

bacteriales por tratamiento, c¢édlculade en nimerc de

unidades formadoras de colonia /g de hoja fresca.
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Andlisis de resultados

En ésta prueba, se realizd un andlisis de varianza y la
prueba de Dunnett, para comparar los tratamientos contra
el testigo haciendo una transformacidén de datos con el

logaritmo natural de diez {logl0}.

Prueba de Antagonismo en Invernadero

En esta etapa se pretende reducir la posibilidad de
lavado de microorganismos por accidn de la lluvia y poder
comparar con los resultados de campo eliminando ese

factor.
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Preparacion del material experimental

Las plantas de Gran Enano, obtenidas de meristemos de
rizomas, fueron sembradas en rTecipientes de 2 kg
utilizando tierra desinfectada con bromuro de metilo. Se
realizaron tres fertilizaciones. La primera, & base de
fésforo (10-30~10), en désis de 10 g/pta 30 DDT. La
segunda y tercera fertilizacidn, a base de nitrdgeno
(Urea al 46%), en 1la misma dosis 45 y 60 DDT
respectivamente. No se hicieron aplicaciones de
fungicidas, v se eliminé la hoja bajera en senescencia.
El riego fue frecuente, manteniendo el suelo a capacidad
de campo. La edad de las plantas a la hora de la prueba
fue de 2.5 meses con una altura promedio de 1.10 m ¥y un

promedio de seis hajas verdaderas.

Prueba de antagonismo

Para la prueba en invernadero, se seleccionaron en el
laboratorio de acuerdo a la disminucidén de la longitud
del tubo germinativo, ias dos me jores cepas
quitinoliticas antagdénicas, obtenidas de hojas de banano
(R1 y A23) v otras dos cepas quitinoliticas antagbnicas
provenientes de plantas de tomate y exoesqueletos de

insectos (A30 v A100}.
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Se evaluaron 11 tratamientos con ¢ microorganismos
aplicados con ¥y sin, un tratamiento con agua, uno con
fungicida y otro con quitina, asperjados en una sola
ocasién. El fungicida utilizado fue el propiconazole al
25.3% de ingrediente activo, en la doésis comercial. La
prueba se realizd el invernadero de la Standard Fruit
Company, en Rio Frio, Sarapigui, a una temperatura
promedio de 28°c. Se utilizaron 6 repeticiones por
tratamiento, donde una planta representaba una

repeticidn.

Procedimiento

Tres dias antes de la aplicacidn, los
microorganismosantagénicos se pusieron a crecer en agar-
quitina, recolectdndose luego con agua destilada, hasta
obtener una concentracidn de 1090é1u1as bacteriales /ml.
Al mismo tiempo se prepard la quitina coloidal al 0.2%
w/v en agua destilada. Con cinta pldstica, se marcaron
las hojas y con bombas de aspersidén manual, se asperjaron
por el haz y envés de tal forma que guedaran bien
cubiertas por el liquido. La aplicacién se realizé en el

invernadero a toda la planta.

En los tratamientos donde se combiné el microorganismo
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con la quitina, ésta dltima se aplicd por separado, poco

antes de la aplicacién del microorganismo.

Dos dias después de la aplicacién, las plantas fueron
sacadas al campo, y expuestas al indculo de M. fijiensis
por 7 dias, ubicdndolas a 15 metros de una parcela de
banano infectada por el hongo bajo las condiciones
climdticas normales de la zona, donde hubieron lluvias y
dias soleados. Posteriormente, las plantas se llevaron

nuevamente al invernadero para ser evaluadas.

Evaluacidn de tratamientos

Consistié en hacer un conteo de estrias en estado 3
(Mourichén, 1990) de las hojas aplicadas con cada uno de
los tratamientos. Estas estrias aparecen aproximadamente
22 dias después de haberse expuesto las plantas al
indéculo natural, tiempo en el cual se realiz6é6 la
evaluacidn.

Para hacer la evaluacién, se utilizdé un marco de 3 cml,
el cual se colocdé en el margen derecho de la hoja
teniendo la planta de frente, en tres puntos diferentes;
el primero, en la punta, cerca de la periferia de 1la

hoja; el segundo, a la mitad de la hoja pero siempre en
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la periferia; y el tercero, al final de 1la hoja.
Posteriormente, se promediaron los datos de cada planta

por tratamiento para ser analizados.

Anélisis de resultados

El disefio experimental fue un completamente al azar con
11 tratamientos y 6 repeticiones por tratamiento. Los
resultados se analizaron mediante una prueba de
contrastes para observar las diferencias entre

tratamientos y entre grupos de tratamientos.

Prueba de Antagonismo en Campo

Localizacién, toma de datos climdticos y de presioén de

inéculo

La prueba se realizé en, Rio Frio, en una 4rea aislada y
alejada de plantaciones comerciales de banano, entre los
meses de junio y setiembre de 1994, El experimento se

monté en un suelo profundo y mal drenado, con una alta

presién de inéculo ubicado al pie de una parcela de

banano sin aplicacién de fungicidas. La presién de

in6culo se midié colocando una trampa de ascosporas de la
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marca Burkard a 2 m de altura sobre la plantas en el
experimento, y haciendo conteos semanales de ascosporas
en el microscopio. Los datos meteorolégicos se tomaron de
una estacidén propiedad de la Standard, colocada a 200 m
del sitio del ensayo, donde se promediaron en forma

semanal.

Preparacién y manejo del material experimental

Las plantas utilizadas fueron de la variedad Gran Enano,
provenientes de cultivo de tejidos y desarrolladas en
invernadero hasta los 2.5 meses de edad, donde se realizé
1 aplicacién de fertilizante a base de fésforo al inicio
(10-30-~10) 30 DDT vy posteriormente, dos aplicaciones de
fertilizante a base de nitrégeno (Urea 46%) 45 y 60 DDT
respectivamente. Las plantas fueron transplantadas al
campo donde fueron manejadas en forma comercial con
deshierbas y aplicaciones de fertilizantes. La deshoja se
aplicé solo para aquellas donde el tejido afectado fuese

mayor de un 50 %.

Prueba de antagonismo

Se utilizaron 11 tratamientos con 4 cepas de
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microorganismos con quitina y sin quitina, 1 tratamiento
de fungicidas, 1 de quitina y 1 tratamiento de agua como
testigo. El disefio utilizado fue un completamente al azar
con 6 repeticiones  por tratamiento. La parcela

experimental correspondié de una planta.

Los fungicidas utilizados fueron el propiconazole al
25.3% , tridemorf al 75% y mancozeb M45 al 80% PM en
rotacién v en ese mismo orden, aplicados cada 15 dias en
las ddésis comerciales, al igual como se evaluaron en la
prueba de compatibilidad de los microorganismos a

fungicidas.

Procedimiento

Dos dias antes de sembrar las plantas en el campo, se
realizé la primera aplicacién de los tratamientos, por el
haz y envés de las hojas en toda la planta utilizando
bombas de aspersién manual. Después del transplante, las
aplicaciones se hicieron en forma semanal, excepto, el
tratamiento con fungicidas, el cual se realizé cada 15

dias.

Los tratamientos se aplicaron sin adherentes, al igual

gue en la etapa de invernadero y siguiendo la misma
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técnica.

Evaluacién de tratamientos

Después de que las plantas se aclimataron bien en campo
y desarrollaron follaje nuevo en forma constante, se
inicié la medicién del ’'indice de enfermedad’ en forma
semanal, aplicando la metodologia de Stover modificada
por Gauhl! (1989) la cual consiste en una estimacién
visual del porcentaje de drea foliar afectada en todas
las hojas de la planta excepto la hoja candela y las

hojas agobiadas.

El indice de enfermedad o promedio ponderado de infeccién
(PPI) se obtiene de multiplicar el nidmero de hojas de
cada grado en la escala de Stover modificada por el
grado. Cada resultado se suma y el total se divide entre

100.

Sumatoria (n*r)

ID=
N
n= nimero de hojas en cada grado de Stover
r= grado de Stover

N= numero total de hojas

ID= indice de enfermedad
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Andlisis de resultados
El disefio experimental fue un completamente al azar con
11 tratamientos y 6 repeticiones por tratamiento. Los
resultados se analizaron por medio de una prueba de
contrastes para determinar diferencias entre tratamientos

v entre grupos de tratamientos.
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microorganismos con quitina y sin quitina, 1 tratamiento
de fungicidas, 1 de quitina y 1 tratamiento de agua como
testigo. El disefio utilizado fue un completamente al azar
con 6 repeticiones por tratamiento. La parcela

experimental correspondié de una planta.

Los fungicidas utilizados fueron el propiconazole al
25.3% , tridemorf al 75% y mancozeb al 80% PM en rotacién
v en ese mismo orden, aplicados cada 15 dias en las désis
comerciales, al igual como se evaluaron en la prueba de

compatibilidad de los microorganismos a fungicidas.

Procedimiento

Dos dias antes de sembrar las plantas en el campo, se
realizé la primera aplicacién de los tratamientos, por el
haz y envés de las hojas en toda la planta utilizando
bombas de aspersién manual. Después del transplante, las
aplicaciones se hicieron en forma semanal, excepto, el
tratamiento con fungicidas, el cual se realizé cada 15

dias.

Los tratamientos se aplicaron sin adherentes, al igual
que en la etapa de invernadero y siguiendo la misma

técnica.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccién de microorganismos gquitinoliiticos

Los lavados de microorganismos de hoja de banano, indican
que la poblacién epifita en la hoja 4, en zonas
comerciales, es aparentemente baja, ya que las diluciones
para obtener colonias separadas, oscilaron entre 10D y 104,
a consecuencia probablemente a las aplicaciones de quimicos
foliares. Hislop (1976), considera que las aplicaciones de
guimicos en el filoplano podria reducir las poblaciones de

microorganismos epifitos.

De los sitios evaluados, se observd que el sitio con menor
incidencia de la enfermedad (sitio no caliente}, presentd
mayor poblacién de microorganismos quitinoliticos, a
diferencia del sitio caliente, donde la poblacidén de

microorganismos quitinoliticos fue baja (Cuadro 1).

Cuadro 1. Ndmero de microorganismos quitinoliticos aislados por
sitio de evaluacién. Turrialba, Costa Rica, 1994.

Sitio Aislamientos
Caliente 26
No caliente 94

Se aislaron y purificaron 120 cepas de microorganismos
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guitinoliticos dentro de las que se encontraban
Actynomicetes, Bacillus y otras bacterias, éstas dltimas en
mavor cantidad, lo que coincide con 1o reportado por
Blakeman (1982}, guien considera que las  bacterias
colonizan el filoplano casi en un 100% en los primeros
estadios de desarrollo de los o6rganos, debido a su
capacidad para wutilizar nutrimentos en éste nicho que

provienen por difusidén de los tejidos de las plantas.

Los microorganismos gquitinoliticos, se evaluaron en AQ ¥y
ANQ, encontrando 13 bacterias pigmentadas, las cuales
mostraron mayor produccién de guitinasas en 48 horas
(Cuadro 2), presentando las caracteristicas de ser colonias
planas, pequefias, redondas y de color rojo cambiando a azul
violeta, anaranjado o blanco. Ademds, mostraron el mayor
crecimiento in vitro, lo que tiene importancia a la hora de
producir el organismo en forma masiva, ya que la alta masa
bacterial puede ser indispensable en la colonizacién del
filoplano. También 1la pigmentacién de las bacterias
epifitas es importante ya que actda como protector contra

los rayos ultravicleta (Starr, et al 1981).

LLas bacterias pigmentadas se encontraron en el sitio no
caliente, aisladas de superficie de hoja donde Ila
enfermedad no estaba presente. Esfte resultado podria

deberse a que la enfermedad no se habia desarrollado bien
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en esa parte de la hoja, debido probablemente a que las
ascosporas fueron incapaces de desarrollarse por ia

presencia de algin agente antagénico en el filoplano.

Cuadro 2. Evaluacién de microorganismos en AQ y ANQ con respecto
a la produccién de quitinasas y al sitio de
procedencia durante las primeras 48 horas. Turrialba,
Costa Rica, 1994,

Cepa Procedencia Evaluacién (horas)
24 48

A22 Sitio no caliente =

R1 Sitio no caliente -

AT Sitio no caliente -

Al8 Sitio no caliente -

A2l Sitio no caliente -

B22 Sitio no caliente -
B23 Sitio no caliente -
B7 S8itio no caliente -
A20 Sitio no caliente -
B12 Sitio no caliente -
24 Sitio no caliente -
B18 Sitio no caliente -
A23 Sitio no caliente -
A30 Coleccidtn MIP~CATIE -
A100 Coleccidn NRI-CATIE -

Lo SR T R R i R I S T

+: Produccidn de quitinasas

La habilidad de producir quitinasas en AQ y ANQ, tiene gran
importancia debido a que aseguramos un organismo con
capacidad de sobrevivir en medios ricos al igual gque en
medios pobres, similares a las condiciones que se presentan
en la naturaleza. Okumoto y Bustamante {1992, datos sin

publicar), encontraron que los Bacillus perdian su
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habilidad quitinolitica dependiendo del nivel nutritivo del

medio de cultivo.

De los organismos residentes en la hoja de banano, se
seleccionaron de acuerdo a la produccién de quitinasa en
las primeras 48 horas, 13 cepas bacteriales, las cuales se
utilizaron en la siguiente prueba. Los cédigos utilizados
para la identificacién de las cepas bacteriales
quitinoliticas seleccionadas para la prueba de antagonismo
en el laboratorio fueron: A22, Ri, A7, Al8, A21, A22, B23,
B7, A20, B12, A24, Bi8 y A23. Todos se encontraron en el
sitio no caliente (Cuadro 2). Blakeman y Fokkema (1982},
consideran que la seleccién del sitio para aislar los
posibles antagonistas, debe ser donde el combate natural

esté de manifiesto.

Otros organismos no residentes en hoja de banano que
presentaron buenas caracteristicas quitinoliticas en ambos
medios fueron el A30 extraido de hojas de tomate y el A100
extraido del tracto digestivo de Costelytra zcalardica, los
cuales podrian tener un buen efecto antagénico de acuerdo
a los reportes de Blakeman y Fokkema (1982), sobre

organismos no residentes.

Los organismos seleccionados produjeron quitinasas en las
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primeras 48 horas de haberse cultivado, lo que se considerd
podria permitirles actuar rédpido sobre las ascosporas del

hongo, antes de su penetracién en los estomas de la hoja.

Prueba de antagonismo a M. fijiensis en laboratorio

La germinacidén de M. fijiensis mostréd diferencias
significativas entre el testigo absoluto y las cepas
bacteriales A23, B22, Rl y A100, segin la prueba de Dunnett

al 5% de significancia (Anexo 2).

El porcentaje de inhibicién de la germinacidén de ascosporas
fue de 32.6% para la cepa A23, 17.4% para las cepas B22 y
A100, y 16.6% para la cepa RL. La cepa A30 inhibié la
germinacién en un 10%. Algunas de los cepas de
microorganismos, no produjeron ningin efecto antagénico en

la germinacién de ascosporas (Fig.1).

La deformacién de ascosporas fue significativa al 3% para
el 100% de los organismos evaluados (Anexo 2). Los
microorganismos gque presentaron el m;yor porcentaje de
deformacién de ascosporas fueron las cepas B12, A24, Bl18 y
A20, los cuales deformaron en un 100% de incidencia las

ascosporas evaluadas, sin embargo fueron las mismas que
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presentaron un porcentaje de cerc en relacién a la
inhibicién de la germinacién (Fig.l). Lo que puede estar
sucediendo es gque los microorganismos trabajan sobre la
germinacién o sobre el desarrollo del tubo germinativo. Si
las ascosporas escapan al antagonista en la etapa de
germinacidén, podrian ser atacadas antes de penetrar al

estoma.

La evaluacién de la longitud del tubo germinativo por medio
de la prueba de Dunnett, muestra que existen diferencias
significativas al 5% entre los tratamientos con respecto al
testigo absoluto, exceptuando las cepas Bl8 y B7, las
cuales no presentaron significancia (Anexo 2). Las dos
me jores cepas de microorganismos antagénicos extraidos de
la hoja de banano son la R1 v la A23 las cuales presentan
un antagonismo del 74.2 y 71.4% respectivamente. La cepa
A100 y la A30, presentaron un antagonismo mayor al 60% cada

uno {(Fig.2).

Basado en la inhibicidn del tubo germinativo, se selecciond
las cepas R1 v A23 para las siguientes pruebas, debido a
que éste efecto influye probablemente en la capacidad de
la ascospora para penetrar los estomas. Ademds éstos
microorganismos mostraron un buen antagonismo de acuerdo a

la inhibicién de la germinacién.
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Fig.1. Efecto de algunos microorganismos quitinoliticos socbre
la germinacidn y deformacidn de ascosporas de M. fijilensis.

Porcentaje de inhibicion

/

100

80

S0

40

20

1T 2 3 4 5 6 7 8 910111213141516

Cepas de microorganismos

Fig.2. Efacto antaganico de algunos mlcroarganismos quitinatiticas
en la longitud del tubo germinativo de asoospora de
M. fillonsis,
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También, se seleccionaron las cepas A30 y la A100 debido a
que presentaron buen antagonismo en laboratorio, y son los
inicos organismos evaluados no residentes en la hoja de
banano. Aunque aparentemente, el uso de microorganismos
epifitos residentes es lo mds recomendable en el combate de
patégenos de &Organos vegetales aéreos, existen trabajos
(Blakeman y Fokkema, 1982; Dubos, 1984; Thompson, et al,
1976; Tronsmo v Dennis, 1978; Vargas, 1984), que demuestran
gque el uso de antagonistas aislados de ambientes fordneos,
pueden ser una via de combate igual o mejor, en cuanto a
efectividad y residualidad, al uso de antagonistas aislados

del filoplano,

Identificaci6én de microorganismos

Las cepas Rl, A23, A21 y B22, se identificaron en el
Tehnical Center en California, Estados Unidos, resultando
que las cuatro cepas pigmentadas son Serratia marcescens,
donde A21 y A23 pertenecen a un mismo grupo mientras que R1
y B22 a un segundo grupo, &ambos grupos no reportados en la
literatura (Gherna et al, 1992). Se utilizé la técnica de
cromatografia de Adcidos grasos en la id;ntificacién de los

microorganismos.

Serratia marcescens es una enterobacteriacea, la cual
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aparece comunmente en la naturaleza y ocasionalmente en
pacientes de hospitales, aunque no se le ha asociado a
infecciones importantes (Starr et alf, 1981). Es conocida
como un potencial patdgeno de insectos, por su habilidad de
producir entre otras enzimas, lectinasas, proteasas ¥
quitinasas (Starr et al, 1981). Generalmente se presenta en

el tracto digestivo de los insectos donde no es patogénica.

‘Trevor Jackson (1994, comunicacién personal) considera que
el riesgo para humanos de trabajar com §. marcescens es

practicamente nulo.

Varias especies de Serratia se han encontrado en la
rizosfera de diferentes cultivos. Muchas de ellas presentan
antagonismo a hongos patogénicos de suelo y algunas
producen sustancias que estimulan el crecimiento de las

plantas (Starr et al, 1988).

Serratia marcescens, se encontré en sitios no calientes.
Las pruebas de antagonismo sobre discos de hoja, muestran
en general, alto porcentaje de antagonismo de éstos

microorganismos contra las ascosporas del hongo.
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Compatibilidad de microorganismos a fungicidas

Uno de los mavores problemas, dentro de un manejo integrado
de enfermedades, es la incompatibilidad de los
microorganismos utilizados en el controtl, con fos
plaguicidas aplicados en el campo (Andrews y Kenerly,

1978).

En condiciones de laboratorio, las cepas A23, A30, Rl ¥
A100, fueron altamente compatibles con los fungicidas
mancozeb 80%, propiconazole 25.3%, tridemorf 75% y benomyl
50%, evaluados a 0, 10, 100 y 100 ppm. Se observd también,
la incompatibilidad de los microorganismos con sulfato de
estreptomicina + oxitetraciclina (Agrimicin 100) que es un

bactericida, el cual funciond como testigo (Cuadro 3).

Con el uso de fungicidas, no se observé zona de inhibicidén
bacterial, sin embargoe, si la hubo con Agrimicin 100,
bactericida que impidié el <crecimiento de ias cepas
bacteriales {(Cuadro 3), lo cual indica que la aplicacién de
ios fungicidas més cominmente utilizados en el control de
Sigatoka Negra, se puede combinar con las aplicaciones de

éstas cepas bacteriales.

Estos resultados son los esperados ya que los

microorganismos, de acuerdo a la metodologia, se extrajeron
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de zonas comerciales caon altas aplicaciones de fungicidas,
v seguin Blakeman y Fokkema (1982), se ha determinado que
ios hongos epifitos, son eliminados por fungicidas de
amplio espectro, dédndose un aumento de bacterias epifitas

con gran resistencia a esos fungicidas.

La importancia del combate integrado de plagas es
demostrada por algunos autores (Leben, 1985; Vargas, 1984),
en los que se sospecha algin mecanismo de sinergismo entre
el fungicida y el organismo. Pero sobre todo, la
importancia radica en la capacidad del microorganismo de
resistir las aplicaciones de fungicidas en el campo, sin
bajar las poblaciones, cuando las condiciones favorezcan la

enfermedad e impidan la accidén antagénica.
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Cuadro 3. Efecto de diferentes concentraciones de productos
quimicos sobre la zona de inhibicidén de algunas cepas
bacteriales, Turrialba, Costa Rica, 1994,

Cepa Bacterial

Plaguicida Concentracidn

(ppm) A23 Ri Al10G0 A30

Propiconazole 0 ot 0 0 0

10 0 0 0 0
100 0 0 0 0
1000 0 0 0 0
Tridemorph 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0
100 0 0 0 0
1000 0 0 0 0
Mancozeb 4] 0 0 0 0
10 0 0 0 0
100 0 0 0 0
1000 0 0 0 0
Benomyl 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0
100 0 0 0 0
1000 0 0 0 0
Agrimicin 0 0 0 0 0
10 2.0 2.0 2.0 2.0
100 3.0 3.0 3.0 3.0
1000 4.5 4.5 4.5 4.5

*: Zona de

inhibicién bacterial producida por el quimico {(mm).
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Prueba de adherencia

Sequeira, Okumoto y Bustamante (1994, comunicacidn
personal) consideran que uno de los mayores problemas del
control bioldégico con bacterias, es el establecer vy
mantener las poblaciones de éstos microorganismos sgbre la

superficie de las hojas.

Existen diferencias altamente significativas entre el
tratamiento Agua+Rl (Serratia marcescens), con los demés
tratamientos {Anexo 3). Este tratamiento logrdé mantener en
la superficie de la hoja, el mayor nldmero de colonias
bacteriales, alcanzando en promedio 3672 colonias por plato
petri (Fig.3), lo que significa 1.8 x 106 unidades

formadoras de colonias por gramo de hoja.

En el tratamiento, Agua+R1+NP7, no se recuperd la bacteria
después de los lavados para reaislarla, y en el tratamiento
Agua+R1+Silwet, se extrajo en promedio, 3.6 colonias por
plato petri (Fig.3), lo que significa, 1800 unidades

formadoras de bacteria por gramo de hoja.

Estos resultados indican que la cepa R1 de Serratia
marcescens presenta gran capacidad de adherencia por si
sola, la cual se ve reducida cuando se aplica junto con

coadyuvantes quimicos, en éste caso, Silwet L7353 y NP7.
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Fig.3. Efecto de Silwet L77 y NP7 sobre la persistencia de

microorganismos en la superficie de la hoja, basado
en el numero de colonias (ufc) por tratamiento.



En el testigo aplicado con agua, no aparecieron colonias de
S. marcescens (Fig. 3), lo gue indica que ésta bacteria no
es un habitante comin de variedad Gran Enano en la finca La
Montafia en Turrialba, ¥ que solamente se encuentira en
ciertos sitios, bajo determinadas condiciones ambientales

y de manejo.

Prueba de antagonismo en invernadero

El andlisis de los tratamientos por medio de la prueba de
contrastes, indica gque existen diferencias altamente
significativas entre el testigo y los tratamientos
individuales, ¥ entre el testigo y grupos de tratamientos.
No existen diferencias entre los tratamientos, ni entre
grupos de tratamientos. Tampoco existen diferencias entre
el tratamiento con fungicidas ¥y los tratamientos
individuales, ni entre el tratamiento con fungicidas ¥

grupos de tratamientos (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Andlisis de los tratamientos en invernadero, segin
prueba de contrastes, Turrialba, Costa Rica, 19%4.

Contraste Probabilidad
Testigo vrs tratamientos 0.0001
Testigo vrs bacteria sin quitina (BSQ) 0.0257
Testigo vrs bacteria con quitina (BCQ) 0.0432
Testigo vrs quitina 0.0354
BSQ vrs BCQ 0.1416
Quitina vrs BSQ 0.8715
Quitina vrs BCQ 0.3680
Quitina vrs fungicida 0.5191
Fungicida vrs BSQ 0.3603
Fungicida vrs BCQ 0.9466

En invernadero, los tratamientos controlaron la enfermedad
en promedio en un 84%, mientras gque el testigo con
fungicida lo hizo en un 78%. El mejor tratamiento fue la
quitina sola, la cual logré inhibir la enfermedad en un 50%
(Fig.4), sin embargo, la diferencia con los otros

tratamientos fuen tan pequefia que estadisticamente no fue
significativa. Lo importante es que todos los tratamientos
funcionan, basados principalmente en la accidén

quitinolitica de los agentes de control contra el patdgeno.

lLa Serratia sp. y el Bacillus lograron obtener un mayor
cantrol que el tratamiento con fungicida cuando se
aplicaron separados, no asi cuando se aplicaron en mezcla

con la quitina (Fig.4).
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Fig.4. Efecto de diferentes tratamientos en el control bioldgico de
Sigatoka Negra en invernadero con respecto al testigo.
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Las pocas diferencias de los tratamientos con quitina y los
sin quitina podrian deberse a dos factores: estimulacién de
microorganismos quitinoliticos y/o producién de una barrera
fisica gque impide 1la penetracién de patdgenos en la
superficie de la hoja, confirmando io reportado por algunos
autores (Mitchell y Alexander, 1961; Mitchell, 1963;
Kokalis~-Bureile et al, 1991; Ploper et al, 1991; QOkumoto,
1992), en donde muestran en sus estudios, gque quitina
aplicada en forma de suspensién amorfa o como suspensién
coloidal, aumenta la supervivencia de microorganismbs
guitinoliticos, los <cuales pueden controlar el hongo,
debido a la digestién de las paredes, que también contiene
quitina, o puede producir una barrera fisica contra los

patdgenos.

Por otra parte, la combinacidén de gquitina con los
microorganismos antagénicos no tiene mayor efecto que
cuando el microorganismo o la quitina se aplican solos
{Cuadro 4), lo gque podria deberse a que la quitina esté
cumpliendo la doble funcidn de estimulacidn de
microorganismos quitinoliticos, los cuales trabajan contra
el hongo, y de barrera fisica, ésta dltima, no solo
afectando al patégeno, sino también, a los microorganismos

que se aplican con ella.
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Prueba de campo

Condiciones metecroldgicas y produccién de ascosporas

La época de aplicacién y evaluacidén de los
tratamientos, se caracterizé por presentar fuertes
variaciones en la precipitacidén, con descargas de
iluvia promedio de 192 mm por semana. La temperatura
méxima promedio fue de 28.90C ¥ la minima de 220C
(Fig.5), correspondiendo a condiciones favorables para
el desarrollo de Sigatoka Negra, donde las mayores
infecciones corresponden a épocas lliuviosas, con

temperaturas entre 21 y 280C {(Stover, 1982).

Gonzdlez y Jaramillo (1979), indican que la répida
propagacién y el porcentaje alto de infeccién de ésta
enfermedad, son favorecidos por una condicidn de
tiempo caluroso y lluvioso, asi como por alta humedad
en el ambiente., Bl desarrollo de las lesiones y las
infecciones severas son favorecidos por lluvias

frecuentes y temperaturas altas.

La presién de ascosporas en el campo fue en promedio
de 35235 ascosporas m? dia! en la época de aplicacidn

de los tratamientos y de 11476 durante
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Fig5. Comportamiento promedio semanal de la temperatura, precipitacion
y de la produccion de ascosporas, durante el periodo de
evaluacion de los tratamientos en campo.
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las siguientes cuatro semanas de evaluacidn (Fig.5).
Stover (1980) reporitdé de 8000 a 32000 ascosporas por
:ﬁ de aire durante 24 horas, lo gque indica, gque este
ensayo estuvo sometido a wuna alta presién de

ascosporas durante la época de aplicacidn vy evaluaciédn

de los tratamientos.

Prueba de campo

Existen diferencias altamente significativas al 5%
entre los tratamientos con respecto al testigo.
También existen diferencias significativas entre el
tratamiento con fungicidas con respecto a los demés

tratamientos (Cuadro 3 y Figura 6).

No se obtuvo diferencias entre los tratamientos con
guitina y los 1{ratamientos sin quitina. Tampoco,
existieron diferencias entre la quitina aplicada sola,
vy los tratamientos de bacterias con ¥y sin quitina
(Cuadro 5), debido posiblemente, que al combinar la
quitina con los microorganismos, ésta produce una
barrera fisica, que impide no solo la penetracién del
patégeno sino también la accidén del antagonista
aplicado en conjunto (Kokalis-Burelle, et al, 1991).

Otra posible explicacidén a la poca
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diferencia entre los tratamientos es el problema de
deriva, la cual, debido al tamafio de las plantas y la
disposicién del disefio experimental favorecieron el
traslape de productos entre tratamientos, lo que
permitié un testigo mis sano de lo normal. Esta
observacién se refuerza comparando las parcelas
tratadas con un testigo absoluto, cuya procedencia,
edad, suelo, fertilizacién, manejo, condiciones
climdticas y ubicacién, fueron semejantes a las del
experimento. Al comparar los resultados de los
tratamientos con los resultados de ésta parcela
{(Standar Fruit Company, 1994, datos no publicados),
indican un control del 92% de los fungicidas y de un

72% de los tratamientos en promedio.

Cuadro 5. Andlisis promedio de los tratamientos en campo, PpoT

medio de la prueba de contrastes Turrialba, Costa
Rica, 1994,

Contraste Probabilidad
Testigo vrs tratamientos 0.00013
Testigo vrs bacterias sin quitina (BSQ) 0.0327
Testigo vrs Bacterias con quitina (BCQ) 0.0256
Testigo vrs quitina 0.0464
BSQ vrs BCQ 0.1529
Quitina vrs BSQ 0.9028
Quitina vrs BCQ 0.3811
Quitina vrs fungicida 0.0350
Fungicida vrs BSQ 0.0447
Fungicida vrs BCQ 0.0491
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Las aplicaciones de fungicidas controlaron la
enfermedad en un 60%, mientras que los tratamientos lo
hicieron en promedio en un 40.1%, lo que representa un
19.9% menos control de los tratamientos con respecto

a los fungicidas (Fig.6).

Considerando las altas precipitaciones en la 2zona
donde se llevé a cabo el experimento, la aplicacién de
los microorganismos en agua, y el buen funcionamiento
que éstos realizaron en la etapa de invernadero, se
podria pensar que las diferencias entre el tratamiento
con fungicidas y los demds tratamientos en campo, es
debido a la falta de un adherente compatible con los
microorganismos el cual pueda ayudar adn mds a su

supervivencia en la superficie de la hoja.

Dos semanas después de la Udltima aplicacidén de los
tratamientos, las diferencias entre el quimico y los
tratamientos, se acortaron en un 11%, representado por
la disminucidén en la efectividad de los fungicidas de
un 4% y un aumento en la efectividad de los
tratamientos de un 7%. Posteriormente, el control de
la enfermedad se volvid menos efeétivo por parte del
testigo con fungicidas y de los tratamientos, hasta
que las diferencias entre testigos y tratamientos

desaparecieron (Fig.7).
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Aparentemente, los tratamientos en condiciones de
precipitacién alta, y sin el uso de adherentes, tienen
una persistencia de aproximadamente 15 dias, muy
parecido a la persistencia de los fungicidas con sus

adherentes (Fig.7).

El uso de quitina como sustrato después de varias
semanas de de la ddltima aplicacidn, estimula
aparentemente el desarrollo de Sigatoka Negra, ya que
los tratamientos que llevaron guitina, presentaron a
los 15 y 30 dias después de la Gltima aplicacidén, los
mayores porcentajes de infececidén (Fig.7), sucediendo
probablemente que los residuos de la quitina en la
hoja fueron lo suficientemente ricos para favorecer el

desarrollo de M. fijiensis.
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Fig.7. Efecto promedio de cada tratamiento con respecto al
testigo en el control de Sigatoka Negra, después de
eliminar las aplicaciones de microorganismos.
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S. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos de ésta investigacidn,

se presentan las siguientes conclusiones:

El sitio no caliente presentd mayer <cantidad @ de
microorganismos guitinoliticos en la superficie de las

hojas.

Serratia marcescens se encontrd solamente en el sitio no

caliente.

Los microorganismos Serratia sp., Serratia marcescens ¥y
Bacillus sp. son quitinoiiticos y antagdnicos a ascosporas

de Mycosphaerella fijiensis.

Las cepas de microorganismos utilizados en las etapas de
invernadero y campo (Serratia sp., Serratia marcescens y
Bacillus sp.}, son compatibies con los fungicidas

propiconazole, tridemorf, benomil y mancozeb.

Bajo las condiciones de campo del experimento, el uso de
coadyuvantes sintéticos, afecta negativamente las

poblaciones de los antagonistas en la superficie de la
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hoja.

La mezcla de gquitina con los microorganismos no presenta un
mejor efecto antagdénico que la quitina aplicada sola o los

microorganismos solos.

En invernadero, los tratamientos no presentaron diferencias
de antagonismo significativas con respecto al fungicida

pero si la hubo con el testigo absoluto.

En el campo, no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos, aunque si la hubo con el fungicida y el

testigo absoluto.

Las altas precipitaciones fueron aparentemente el factor
determinante para gque se dieran las diferencias de control

entre los tratamientos y los fungicidas en el campo.
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6. RECOMENDACIONES

Basado en los resultados del experimento, se recomienda lo

siguiente:

Repetir la investigacién de invernadero y campo para

verificar la consistencia de los resultados.

Profundizar en las investigaciones de coadyvuvantes,

utilizando no sclo sintéticos, sino naturales.

Evaluar la alternancia de los microorganismos con los

fungicidas méds utilizados en banano.

Evaluar la accidn de los microorganismos sobre

pseudotecios,
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ANEXO 1. Metodologia para obtener quitina a partir de

10.

11.

12,

caparazones de camarones. Salazar y Okumoto,
(1992).

Sumergir los caparazones en una solucién de NaOH al 10%
durante un periodo de 12 a 24 horas.

Secar a un horno a 70°C.

Colocar 800 g en un recipiente con 5 1 de NaOH y HCL a una
concentracién normal por periodos de cuatro horas en forma
alterna.

Reducir el voltGtmen a 4 1 ¥ continuar la limpieza de
material por 24 horas.

Lavar tres veces con alcohol al 95% a intervalos de 15
minutos, agitando y restregando bien antes de cada cambio,

Después de decantado el dltimo volimen de alcohol,
trasladar al horno para el secado.

Pesar 200 g de material seco, afiadir 2.66 | de HCL a una
concentracidén de 36 y 38%, agitar bien cuidadosamente hasta
gue el material este bien mojado ¥ tenga un aspecto
gelatinoso de color oscuro.

Agregar agua destilada hasta completar ocho litros
aproximadamente, agitar fuertemente varias veces, v deliar
en reposo durante doce horas.

8i hay separacidén de fases, decantar el sobrenadante
cuidadosamente de no perder el precipitado. En el caso de
gque esto se dificulte, se puede usar una cémara de vacio
accionada por agua acoplada a una manguera provista de un
tubo de vidrio o plastico con el extremo en forma de U de
tal forma que permita la succidn de liquido de arriba hacia
abajo para evitar el arrastre del precipitado.

En caso que no hayva separacién de fases, proceder en forma
similar al procedimiento usado para la eliminacidn del
sobrenadante,

Colocar 200 ml de suspensidén en tubos de centrifugas ¥y
pesarlos para evitar el riesgo de pérdida del material ¥
deterioro del equipo.

Centrifugar a 2600 RPM durante 10 minutos.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Decantar el sobrenadante y agregar aproximadamente 100-150
m! de agua destilada seglin el volumen del precipitado vy
agitar fuertemente.

Pesar otra vez y centrifugar. Esto se repite tres veces a
intervalos de 5 minutos.

Recoger el material decantado en botellas para recuperar
parte de la suspensidn.

Después del tercer lavado, medir el pH para corregirlo y
dejarlo en valores mavores de 2.

Suspender el precipitado de los tubos usando una minima
cantidad de agua destilada y licuarlo bien durante 30
segundos.

Colocar 1la suspensién en frascos y guardarle bajo
refrigeracién a 4°C.

La concentracién de la suspensidn coloidal de gquitina se
puede calcular mediante liofilizacién.



Anexo 2. Efecto de microorganismos guitinoliticos sobre la
germinacidn, deformacidén y longitud del tubo
germinativo de ascospora de M. fijiensis, Turrialba,
Costa Rica, 1994,

Cepa Germinacidn Deformacién Tubo germinativo
{(%# de inhibicidn) % (% de inhibicién)
Testigo 0 0 0
A22 2.6 97.4 # 48 .3 E
A100 17.4 * 82.6 # 63.5 *
R1 16.6 #* 83.4 # T4.2 *
AT 12.0 88.0 # 47.0 =%
AlB 10.6 89.4 # 46.0 *
A30 10.0 90.0 =% 60.6 *
A21 8.0 92.0 # 70.3 *
B22 17.4 * 82.6 # 61.8 *
B23 2.6 97.4 * 58.3
B7 1.4 98.6 * 40.0
A20 0 100.0 * 54 .4 *
B12 0 100.0 #* 42.9 %
A24 0 100.0 = 42.9 *
Big 0 100.0 # 21.4
A23 32.6 % 67.4 * T1.4 *

¥: Significancia al 5%.

Anexo 3. Evaluacién de la mezcla de coadyuvantes con bacterias,
Turrialba, Costa Rica, 1994.

Tratamiento NO de colonias bacteriales
Testigo 0

Agua+Rl 3674 k%
Agua+R1+8Silwet 3 ns
Agua+R1+NP7 0 ns

¥*: Altamente significativo al 5%
ns: No significative
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