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RODRIGUEZ, L.A. 1995. Antagonismo endofitico de
microorganismos a Mycosphaerella fijiensis del platano y
Alternaria solani del tomate.

Palabras claves: platano, M. fijiensis, tomate, A. solani,
antagonismo endofitico.

RESUMEN

Debide a la contaminacidn ambiental por €1 uso de
plaguicidas, la resistencia de los hongos a los fungicidas vy,
la necesidad de los agricultores de competir en el mercado de
productos sin residuos, el control bipldgico de patdgenos a
través de microorganismos antagdnicos ha surgido como una
altermnativa promisoria.

Enmarcado en este contexio, el presente trabajo se
orientea a conocer la efectividad de microorganismos usados
via endofitica contra Alternaria solani en tomate Y
Mycosphaerella fijiensis en platano. El estudio se llevo a
rabo en el laboratorioc de Fitopatologia del MIP y en uno de
los invernadero del CATIE, Turrialba, Costa Rica. El material
vegetal utilizado fueron el cultivar de tomate Hayslip, vy el
platano variedad Curraré. El aislamiento de microorganismos
en ambos cultivos, se realizd mediante lavado de hojas para
epifiticos y licuado de hojas para endofiticos.

Se determind que la desinfeccion con hipoclorito de
sodio del 1% durante 5 minutos fueé la mejor para aislar
microorganismos endofitos en tomate. Ge seleccionaron 48
organismos para las pruebas de antagonismo sobre hojas
desprendidas, con base en su morfologia vy color, ademas de 6
microorganismos aislados previamente en el laboratoric MIP.
Trece de estos microorganismos disminuyeron la incidencia del
tizdn temprano.

Para las pruebas de antagonismo en invernadero se
utilizaron aquellos microorganismos que presantaron un
control de la enfermedad mayor al 50%. Estos fuercen aplicados
a las plantas a través del hipocétilo, evaludndose el numero
y tamafo de lesiones, ademas del indice de enfermedad.

£l hongo Trichoderma harzianum disminuyo el numero de
lesiones e 4indice de enfermedad. El bacillus AZ8 tambien
disminuyd el numero de lesiones del patdgeno, sin embargo
este efecto se perdie después de los 49 dias de su
aplicacidn. Se observd que el extracto de Bocashi fermentado
v T. harzianum afectaron negativamente la altura de las
plantas.

En los experimentos de platano se evalud el periodo de
incubacitn de sigatoka negra. De acuerdo a los resultados
obtenidas mo se encontrd efecto de los microorganismos
aplicados via endofitice hacia esta variable.
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RODRIGUEZ, L.A. 1995. Endophytic antagonism af
microoganisms to Mycosphaerella fijiensis in plantain and
Alternaria solani in tomato.

Keywords: plantain, M. fijiensis, A. solani, endophytic
antagonism.

SUMMARY

Biological control of pathogens through antagonistic
microorganisms is considered a promising alternative for air
pollution caused by pesticides application, fungi resistance
to pesticides, and to meet farmers need to compete in the
market for non-residual products.

Within this context, this work focused on assessing
effectiveness of microorganisms endophytically used against
Alternaria solani in tomato and Mycosphaerella fijiensis in
plantain. Research work was carried out at MIP Plant
Pathology Laboratory and CATIE greenhouse, Turrialba, Costa
Rica. Plant material used was a cultivar of Hayslip tomato,
and Curraré pilantain variety. Isolation of microorganisms in
both crops was carried out through leave washing for
epiphytes and leave liguation for endophytes.

Desinfection using sodium hipoclaorite al 1% for five
minutes proved to be the best method to isolate endophytic
arganisms in tomato. Forty eight organisms were seglected for

antagonistic tests on loose leaves, based on color and
morphology, and other six microorganisms previously isolated
at MIP Laboratory were also selected. Thirteen of these

microorganisms diminished incidence of early blight.

Foar antagonistic tests at the greenhouse level,
organisms showing disease control rates over 504 were used.
These were applied to plants using a hypocotilium, to assess
number and size of injuries, and disease rate.

Trichoderma harzianum fungus decreased the number of
injuries and disease rate, Bacillus A2ZB also decreased
number of injuries 4in the pathogen; however, this effect
disappeared 49 days after application. Fermented Baocashi

extract and T. harzianum proved to negatively effect plant
height.

In plantain experiments, incubation period for black
sigatoka was also evaluated. According to the results
obtained, no effect of the microorganisms endophytically

applied was found for variable.
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1. INTRODUCCION

Los cultivos de platano (Musa sp) y tomate (Lycopersicon
esculentum) occupan un lugar importante en la dieta de los
paises Centroamericanos. Ambos cultivos se ven afectados por
diferentes enfermedades causadas tanto por hongos como por
bacterias, las cuales producen grandes pérdidas economicas

(Stover 1987, CATIE 19%90).

El platano tiene entre SBUS principales problemas
fitopatologicos a la Sigatoka negra, cuyo agente causal es el
hongo Mycosphaerella fijiensis {(Rowe 1985, GStover 1987,
Shillingford 1990). Esta enfermedad disminuye el 4area de
fotosintesis de la planta, provocando la reduccion en la
calidad de la fruta o la peérdida total de las cnsechas (Perez
198%, Stover 1987, OIRSA 1988, Gauhl 1992). Debido a que ia
explotacion de este cultivo es efectuada en su mayor parte
por pequefos productores, el combate guimico no es factible

econémicamente (Stover 1980, Bawuhl 1992).

En los ultimos afos se han incrementado en Centroamerica
las areas sembradas con el cultivo del tomate (CATIE 1990), v
al igual gue en el platano, dms rendimientos v calidad se ven
afectados por un sin nuameroc de enfermedades. Una de estas
enfermedades, el tizdn temprano, causado por el hongo
Alterpnaria solani provoca peérdidas considerables en la regiodn
(CATIE 1986). Los agricultores se ven urgidos a encontrar

nuevas alternativas al uso del control gquimico debido a la



resistencia que los patogenos han ido adguiriendo hacia este
tipo de control, al prablema de residualidad de los
plaguicidas causantes de dafos al ambiente y a 1la salud
humana v, fTinalmente a la necesidad de competir en el mercado

de productos organicos (Jacobsen y Backman 1993).

£l control bioldgico, a traves del uso de
microorganismos antagonicos a diferentes patdgenos, ha
surgido como una alternativa promisoria, ya que puede reducir
el usp de plaguicidas quimicos al incluirlos en sistemas de
manejo integrado de plagas (Blakeman y Fokkema 1982, Jacobsen

15992,

A pesar de los muchos ejemplos exitosos del control
bioldgico de enfermedades foliares demostrados bajo
condiciones controladas, el uso de antagonistas foliares en
@] campo ha presentado ciertas dificultades (Blakeman vy
Fokkema 1984, Slessman vy Leben 19746). El medio ambiente
hidvtico y abidtico prevaleciente en las plantas donde son
introducidos los antagonistas, al parecer influye grandemente
en estos {(HBaker y Cook 1982, Fry 1988). Ademas, debideo a que
gl indculo es depositado externamente, otros microorganlismos
gntran en compeiencia por espacio, germinacion, crecimientoc,
desarrollo v colonizacidn en el tejido hospedero (Adebitan et
al 1992), pudiendo reducir de esta manera la efectividad del

antagonista.



Ya que las plantas pueden ser colonizadas interna vy
externamente por diferentes microorganismos (Spurr and Welty
1972}, se ha pensado en la incculacidn de éstos de forma gue
puedan colonizar internamente a las plantas con el fin de
protegerlas de mejor manera contra los patdgencs.

Este trabajio tuvo como obietivos los siguientes:

- PDisefmar un procedimiento de desinfeccidn del filoplano

para aislar microorganismos endofiticos.

- Aislar de plantas de pldtanc vy tomate microorganismos
epifiticos y endofiticos antagdnicoes a los patégenos de

estos cultivos.

- Determinar la eficiencia del método de inoculacidn
inundativa a través del hipocdtilo, en el antagonismo de

ios microorganismos aislados.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 E1 control bioldgico

Se entiende por control bioldgico (Baker y Cook 1974)
“la reduccion del inédcule o la actividad de un patogeno
realizado por o a traveés de uno o mé&s organismos distintos

del hombre”.

El control bioldgico natural ha sido reportado para

varias enfermedades. Los suelos supresivos, las micorrizas
(Clay 1991), la proteccidn cruzada mediante razas de virus
que inhiben una enfermedad (Andrews 1992), entre otros, estan

siendo estudiados en la actualidad (Baker 1987, Fry 1988).

f Mamiiton {(1980) hace una revision completa del papel gque
juegan los microorganismos "invasores primarios” sobre los
mecanismos de defensa de las plantas, en especifico los
virus. Menciona el efecto de la infeccidn previa de virus
sobre las infecciones subsecuentes. El uwuso préctico de este
sistema de proteccion cruzada inducido por virus puede ser un
medio para reducir el efecto de la infeccion debido a razas

virulentas.

Tomashow (1986,1987) y Weller et al (1988) mencionan el
uso de FPseudomornas fluogrescens Como supresiva de
Gaesumannomyces graminis var tritici en el cultivo del trigo;
Serratia liguefaciens ha sido reportada por Sneh et al {1985)

como protectora a infecciones causadas por Fusarium Oxyspoarum



fep dianthi; hongos del geénero Trichoderma han sido hallados
tambien como promisoriogs agentes de biovcontrol hacia hongos

patégenos de plantas.

Los numerosos experimentos realizados hasta la fecha nos
dan wuna fuerte evidencia de gue el control bioldgico provee

proteccidn contra muchas enfermedades.

Una de las técnicas para efectuar el control bioldgico
de diferentes patdgenos es a través de aplicaciones de
microorganismos antagdnicos a 2 éstos, habiéndose obtenido
hasta el momen to numerosos resul tados satisfactorios

{Blakeman y Fokkema 1982).

2.1.1 Microorganismaos epifitos

Los micrporganismos gue se manifiestan naturalmente
sobre la superficie de las partes aereas de las plantas estan
adaptados para sobrevivir y crecer en este habitat. Si alguno
de eéstos organismos tiene un efecto antagdnico sobhre un
patogeno, entonces su uso  Ccon propasitos del control
hioldgico puede ser preferido a arganismos tambieén
antagdnicos al patdgeno pero de otro habitat. Estos ultimos
seran menogs capaces de sobrevivir por largo tiempo sobre el
filoplano v en consecusncia, tendrian gue ser aplicados a la
superficie foliar con mayor frecuencia gue los primeros

(Blakeman vy Fokkema 1987, Andrews 19%92).



Estos organismos saprofiticos juegan un importante papel
en la reduccidn de la incidencia de enfermedades de los
cultivos, existiendo en la actualidad muchos ejemplos de
exitosas introduccionss en laboratorioc e invernadero, de
bacterias, levaduras, hongos o virus que reducen enfermedades
foliares causadas por hongos o bacterias (Blakeman y Fokkema
1982). Mc Laughlin et al (1992) han utilizado las levaduras
Kloeckera apiculata y Candida guilliermondii en el control
biclégico de enfermedades de la uva, obteniendo resultadas

significativos en la reduccidn de estas.

Entre las bacterias mds comunmente encontradas estan las
Gram—-negativas: Erwinia, FPseudomonas, Xanthomonas y
Flavobacterias; vy las Gram—positivas: Lactobacillus, Hacillus

vy Corynebacterium (Blakeman and Fokkema 1982).

Spurr (1973) observd gue modificaciones de los hongos y
bacterias saprofiticas de la superficie de las hojas de
tabaco (Nicotiana tabacum) afectaron la respuesta del mismo a
inoculaciones con razas patogénicas de Alternaria alternata.
Segun Lindow {(1983), este trabajo indica gue la microflora de
la superficie de las hojas interactua con el patogeno, siendo

un factor determinante en el desarrollo de la enfermedad.

l.a mancha de la hoja en mani, causada por Cercospora,
también ha sido reducida eon aplicaciones de antagonistas
bacteriales (Fravel and Spurr 1977). Bacterias antagonicas

aplicadas por Lindow (1982) a A&rboles de pera caolonizaron



flores y hojas de los mismos por cerca de 3 meses, reduciendo
significativamente las poblaciones epifitas de Pseudomonas
syringae y Erwinia amilovora. A su vez cuando se colonizéd la
superficie de las hojas con un hongo saprofitico, Alternaria
sp, el patogenoc A. alternata no penetrd en la planta, aungue
creclit epilfiticamente sobre las superficies de las hojas de

tabaco (Linmdow 1985).

2.1.2 Microorganismos enddfitos

A pesar de gue las células y tejidos internogs de las
plantas sanas generalmente son considerados estériles, se
han aislado de dichas plantas una serie de microorganismos
como bacterias, levaduras y hongos (Spurr vy Welty 1975).
leben {(1973) aisld hongos endofiticps de hojas aparentemente
sanas de Nicotiana tabacum L. Para realizar el estudio de
los microorganismos endofiticos Spurr  y  Welty (1973)
eliminaron los epifitos de la superficie de 1la hoja con
diferentes substancias: alcohol, hipoclorito de sodio o

clorurg de mercurio. Estos autores mencionan haber aislado

QL7 colonias endofiticas de hojas de tabaco, los
microorganismos variaron en tipo, tamano vy localizacion
dentro del tejido foliar. Las hifas fueron las principales
estructuras observadas. OJcasionalmente encontraronm hifas

endofiticas emergiendo de la superficie foliar, donde

ildentificaron esporas v estructuras de Alternaria,



Cladosporium y Penicillium. Los datos obtenidos por estos
investigadores mostraron que las hojas nuevas (retofos) se
encontraban libres de microorganismos endofiticos y que el
mnamerc de estos se incrementaba réapida vy significativamente
comn el crecimiento y desarrollo de la hoja bajo condiciones
de campo. Um listado presentado a partir de este trabajo
mostrd 13 géneros aislados de las hojas de tabaco en el
campo. Alternaria fué encontrada en casi todas las hojas
muestreadas, incluvendo un cultivar resistente a la mancha
parda causada por este hongo. Penicillium fue el segundo
microorganismo mas frecuente. Otros geéneros hallados fueron
Asperglllus, Chaetomium, Cladosporium, LChoanephorae,
Citosporeya, Epilcoccum, Mucor, Nigrospora, Rhizopus,

Stemphillium y Trichoderma.

Jacobs et ail (19853) encontraron, que contrario a la
creencia de gue la presencia de bacterias en el interior de
tejideos de plantas He debia solamente a condiciones
patonlagicas, se da la colonizacidn de bacterias beneéficas en
los tejides de plantas, como es el caso de las bacterias
Rhizobium fijadoras de nitrégeno en leguminosas (Jacobs et al
1985). Al efectuar estos investigadores dicho estudioc con la
remolacha azucarera, hallaron gue las bacterias no estan
distribuidas de manera uniforme a través de los tejidos
infectados naturalmente. Observarocn gue las principales
dreas de penetracion de las bacterias es por heridas

inducidas en el tejido, va sea natural o artificialmente. Las



hacterias mas comunmente encontradas en este cultivo fueron:
Bacillus subtilis, Fseudomonas aeruginosa, Fseudomonas
fluorescens, Corynebacterium =Fagn Lactobacillus Sp ¥

Xannthomonas sp.

Ogawa vy Komada (1986) encontraron un alto grado de
contral de la marchitez por Fusarium en plantas de tomate,
berenjena, pepino, me1én y calabaza inoculadas con
microorganismos simbidticos. En plantas de repollc, repollo
chino y brécoli se observd un alto control a Flasmodiophora

brassicae.

2.2 C(Caracteristicas de los agentes de control bioldgico

Blakeman vy Fokkema (1782) consideran de primordial
importancia disponer de un antagonista capaz de mantenerse
por si mismo en la planta hospedera. 0Otra caracteristica
importante es gue puedan incrementar el antagonismo contra el
patdgeno, la competitividad con la microflora existente, la
habilidad de multiplicarse bajo condiciones favorables y de
persistir sobre la superficie del hospedero bajo condiciones
desfavorables. Finalmente, gue posean resistencia a ciertos
plaguicidas que podrian formar parte de un programa de

contrel integrado (Jacobsen y Backman 1993}.
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2.3 Mecanismos de actividad antagdnica

Los agentes de control bioldgico tienen dos mecanismos
de accion, directamente sobre el patdgeno e indirectamente en
sus mecanlismos  de  actividad. Los mecanismos indirectos
involucran la alteracidon de la fisiologia de la planta.
Algunos de estos mecanismos indirectos incluyen la produccion
de hormonas de crecimiento de las plantas, gue aceleran el
crecimiento de éstas o de sus raices, mejorandoc el estado
nutricional de las plantas (Frommel et al, l??l;i Estos
mecanismos pueden conducir a gue la planta escape de la
enfermedad o a meljorar su tolerancia al estres. Los
mecanismos gdirectos del control bioldgico involucran
antibiosis (Bruehl et al 1969, Cook and Baker 1983){1
competencia por nutrientes o nichos (Clark 1963, Baker l?Bl:

Coosey and Moore 1982), vy parasitismo (Henis et al 1978 1979,

Tomashow and Weller, 1988),/

2.4 lUso de antagonistas contra patdagenos
2.4.1 Antagonistas a M. fijiensis

Al igual gue cualguier superficie vegetal, encontramos
lags hojas de platanc colonizadas por diversos microorganismos
gpifitos. Estos pueden clasificarse en dos grupos: los gque se
multiplican en la filosfera sin causar dafo a las hojas

(residentes), vy los transitorios (Blakeman ank Fokkema 1982){
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como M. fijiensis que provienen del aire vy permanecen
latentes hasta que existen condigiones climaticas propicias

para su germinacidén (UPEB 197%).

Jimeénez vy Galindo {(1983) aislaron 12 cepas bacteriales,
que in vitro se comportaron come antagonistas a M. fijiensis.
Tres de &cstas cepas bacteriales correspondieron al genero
Pseudomonas =p. Esta bacteria mantuva su  antagonismo en
experimentos en invernadero, y no permiticd el desarrollo del
hongo emn las plantas donde fueg inoculada, siendo superior a
la aplicacicdn de Clorotalonil. Estos estudios demostraron gue
la filosfera, en este casn de bamnano, cecntiene

microorganismons que son antagonistas a M. fijiensis.

Segun Andrews (19947, el mecanismo de antagonismo
posiblemente se da por  competencia de nutrientes vy por

antibiosis.

BGonzalez (1999) obtuvo una reduccidn significativa en el
desarrolle de la sigatoka negra, al realizar aplicaciones
foliares en plantas de banano con las bacterias
guitinoliticas Bacillus spp, Serratia marcescens y Serratia

erntomophy la.

2.4.2 Antagonistas a Alternaria solani

Hacillus subtilis, en investigaciones realizadas por

Vasudeva y Chakravarthi (1954), mostero antaganismo al
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crecimiento de ciertos hongos parédsitos en especial Y
Alternaria solani. Sequn estos investigadores, el antagonista

provoca malformacian del tubo germinativo del patcgeno.

Fokkema and Lorbeer (1974) obtuvieron una reduccion de
hasta 507 en infecciones causadas en varios hospederos por

Alternaria spp, al utilizar microorganismos antagonistas.

Spurt (1977) logrd disminuir la severidad de la enfermedad
del tabaco un &0% en experimentos de laboratorio y 6574 en
infecciones inducidas artificialmente en el campo, mediante
aislamientos no patogénicos de Alternaria aplicados a las
moias de tabaco antes de ser incculadas  con Alternaria

alternata.

Algunas razas bacteriales (FPseudomonas sp v Serratia sp
mostraron antagonismo in vitro e inm vivo hacia Alternaria

brassicicola (Leifert et al 1993).

Hagedorn et al (1993) realizaron experimentos incculando
semillas de algodédn con bacterias, resultando muchas de estas
antagénicas a Alternaria solani, lo gue se manifestd en el

incremento de cosecha y disminucion de la enfermedad.
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2.9 Métodos para seleccitdn de antagonistas

2.5.1 Estudios in vitro

Blakeman vy Fokkema (1982) cdescriben dos métodos parsa
realizar bicensayos de seleccidn de aislamientos individuales
de antagonistas "in vitro', va sean éstos bacteriales w}
fungosos. El primero es la técnica de cultivos en platos con
agar, con el fin de detectar zonas de inhiblcidn del patdgeno
debidas al antagonista; v el segundo, la observacian al
microscopio del desarrvollo de los patdgenos en presencia del

antagonista.

Los ensayos i agar pueden dar alguna indicacidon del
mecanismo de interaccidn entre antagonista y patdgeno. Sin
embargo, esta via puede presentar el problema de qgue
microorganismos consideradeos como antagonistas no produzcan
las zonas de inhibicidn esperadas en el patogeno, debido a la
presencia de ctros microogrganismos que complten con elleos por

nutrientes (Blakeman y Fokkema 1982).

Los estudios al microscopic nos permiten examinar los
efectos morfoldgicos del antagonista en el patogeno, tales
come la inhibicion de la germinacion, el crecimiento anormal
del tubco germinativo o la interferencia del desarrollo de
estructuras infectivas. Este tipo de estudio puede setr
comparado con similares observaciones hechas en la superficie

del hospedero (Blakeman and Fokkema 1982).
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Spurr (1977) wutilizd para comparar la actividad de
microorganismos epifitos y enddfitos contra la mancha del
tabacw, discos de hojas de plantas sanas de este cultivo.
Dichos discos fueron asperjados con suspensicnes de conidias

de los distintos microorganismos.

El comportamiento del antagonista en el hospedero puede
ser estudiado primero en un cuarto de crecimiento donde las
densidades poblacionales del antagonista puedan Ser

controladas.

Un ensayo donde se compruebe solamente la presencia de
los microorganismos antagdnicos es insuficiente. En 21 caso
de hongos hifales, la medicion del tamaro de la coloria o la
longitud de las hifas al observarlas al microscopio, son las
mas aprapliadas. En el caso de levaduras y bacterias el
metodo de cultivo en agar es también utilizado (Blakeman vy

Fokkema, 1982).

2.9.2 Estudios in vivo

Sequn Bashi y Fokkema (1977}, el desarrollo del patdgenc
en plantas tratadas con anmtagonistas debe ser cuidadosamente
comparado con plantas no tratadas. Para tal proposito, el
invernadero o cuarto de crecimiento sorn mas recamendables, va

que poseen una micreflora  limitada. Spurr Jr. (197%9) ha
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utilizado la esterilizacion parcial de las hojas con etanol

al 704.

Vasudeva et al (1954) reportaron experimentos en
invernadero para evaluar la accion de PBacillus subtilis en

relacion a cilertos hongos, en especial a Alternaria solani.

Bussey &t al (1991) wutilizaron discos de hojas en
experimentos para detectar la resistencia al tizon temprano

causado por Alternaria solani en plantas de papa.

En experimentos de campo es importante la determipacidn
de la microflora, tanto en las hojas tratadas como en las gue
no lo fueron. Esto es esential para entender las
interacciones entre los microorganlismos: patogeno ¥
antagonista. Pueden dirigirse tambien experimentos para
comparar el efecto de la aplicacion de un solo antagonista o
la mezcla de dos o mas sobre el desarrollo del patdgenc y la
enfermedad, El efecto de los agentes de control bioldgico
en experimentos de campo deberian compararse con un control
guimico para una adecuada evaluacién (Blakeman and Fokkema

1982).

2.6 Metodos para aplicacidn de antagonistas

Existen diversas formas de aplicar los microorganismos

antagonistas a las plantas.
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Newhook (1957) previno la enfermedad del tomate causada
par Botrytis cinerea mediante la aplicacivn de . herbarun al
suelo. Otros investigadores a través de aplicaciones foliares
a las plantas logran la disminucién de los sintomas de
enfermedades. Sherff (1973) mediante un alislamiento de
Bdellovibrio bacteriovorus al ser aplicado en hojas de frijol

previno el desarrollo de sintomas de la marchitez bacterial,

2.6.1 Bacterizacitn en semillas y plantulas

La inoculacidn de semillas con microorganismos ha sido
estudiada ultimamente.lEat@ tipo de tratamiento ha resultado
positivo en varios experimentos efectuados, vya que sg ha
obtenide un incremento en el rendimiento de las plantas
aplicadas, aparentemente, por el control de algunos patdgenos

de la raiz (Hagedorn et al 1993).

Al realizar ensayos de campo para evaluar la inmoculacidn
de algunas bacterias en algadon para el control de los
patogenos Pythium ultimum Trow y Alternaria solani Kuhn,
Hagedorn et &l (1993) encontraron gque de 19 razas de
bacterias estudiadas 10 de éstas vy varias combinaciones de
lag mismas incrementaron la cosecha en pie de las plantas en
muchos de los sitios estudiados, disminuyende la presioan de
la enfermedad. Uno de los tratamientos bacteriales utilizados

resultd superior al tratamiento con fungicida.
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2.6.2 Aplicacron de antagonistas ecombinada con una base
alimenticia

Debido a gue existe un balance microbioldagico en el
suelo, puede dificultarse el establecimiento de otro
microorganismo en éste. Segun Baker vy Cook (1982), dicho
balance puede ser alterado por cambios mayores en el
ambiente, un shock ecoldgico gue estimule, inhiba o destruya
algunos elementos de la poblacidn; por 1o que la adicidn de
una enmienda favorable, por ejemplo residuos de leguminosas,
es usada con Hacillus subtilis contra la sarna de la papa con
el fin de destruir algunos patdgenos vy sapréafitos, vy mantener
viva la flora de antagonistas. Estos autores mencionan la
existencia de experimentos donde se intenta utilizar
microorganismos del suelo en practicas de control biolagico,

bajo condiciones de campo, a través de enmiendas organicas.

Hoitink et al (1986) han realizado experimentos para
contralar enfermedades causadas por patdagenos del suelo en
plantas, utilizando compost. Encontraron que la supresion de
la enfermedad, causada por Sclergtinia minor, esta
correglacionada con incrementos en la actividad microbial del
suelo, pero a la vez, con cambios en N, P, Mg, Ca, v

rontenidos totales de materia organica del suelo tratado.
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2.6.3 Métado de inoculacidon endofitica inundativa a traves
del hipocotilo

Uno de los métodos de control bioldgico gque ha sido
implementade ultimamente, es ia inoculacidn directa de
microorganlismos beneficas en plantas, a traveés del
hipocotilo. En estudios realizados con algunos géneros de
plantas, lous microorganismos capaces de penetrar en gstas
como lo hacen los patdgenos, se establecerdn en las mismas
despues de inocularlios. Entre los microorganismos que se han
utilizado con este propdsito se encuentran cepas de Fusarium
no patogenicas, VMT avirulento, Glomus (Mycorrhizae) y
Xarnthomonas como bacterias en simbiosis con la planta (Kijima

1993).

Aungue el establecimiento de microorganismos en plantas
depende de la especie tratada, s2 ha confivrmado la
colonizacidn de microorganismos en 9 familias de plantas:
Solanaceae, Cucurbitaceae, Cruciferae, Leguminasae,
Umbeliiferae, Chenopodiaceae, Ranunculaceae, Rosaceas y

Compositae.

En el futuro, es probable gue los aorganismos aislados,
selecciocnados & 1noculados mediante esta técnica puedan ser

utilizados en una mas amplia gama de plantas (Kijima 1993).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacitn de los experimentos

Los experimentos fuesron realizados en el laboratorioc de
diagndstico MIP-CATIE y en un invernaderos del Centro
Agrondmico Tropical de Investigacion vy Ensedanza (CATIE);

Turrialba, Cousta Rica.

3.2 Seleccion de microorganismos antagonicos a A. solani

3.2.1 Aislamiento de microorganismos epifitos

Para el aislamiento de microorganismos en tomate se
utilizaron hojas de plantas de tomate comercial (Lycopersicon
esculentum) cultivar Hayslip obtenidas en fincas de pequelos
productores del cantdn Buayabo, Turrialba, y hojas del
cultive silvestre de tomate (Lycopersicon pimpinelifolium)

conacido como tomatillo, colectadas en el CATIE.

Las hojas recolectadas en el campo fueron llevadas al
laboratoriac. Con la ayuda de una tijera se cortaron pequefos
trozos del material, de aproximadamente 1 cmZ, se pesaron 3.5
g del mismo, los que fueron colocados en un erlenmeyer de 125
ml con 50 ml de agua destilada estéril. Estos se agitaron
durante 30 min en un agitador (reciprocal shaker). De 1ia
solucidn obtenida se tomd 1 ml que fué colocado en un tubo de

ensayo zon 9 ml de agua destilada esteril.
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Posteriormente se procedid a realizar las diluciones
desde 100 hasta 10-3, segun la técnica empleada por Leben
{1961). De las diluciones se tomd 0.3 ml que fue rayado en
platos petri gque contenian los medios nutritivos papa-
dextrosa~agar (PDA), para el crecimiento de hongos, y agar
nutriente (AN) para el crecimiento de bacterias. Los platos
petri fueron depositados en una i1ncubadora a 2600 para
favorecer @] crecimientc de los distintos microorganismos. Se
seleccionaroen 20 cepas (12 fungosas y B bacteriales) por sus
diferencias morfoldgicas. Las ¢epas se purificaron en los
medios nutritivos mencionados y &8 conservaron en viales a
los que se les colocod aceite mineral estéril, para evitar la
contaminacion y degeneraciéon de las caracteristicas de los

microorganismos.

3.2.2 Aislamiento de microorganismos endofiticos

3.2.2.1 Desinfececidn del material

Fueron efectuadas diferentes pruebas de desinfeccion
para el aislamiento de microorganismos endofiticos. £l
material utilizado fueron trozos de hojas del cultivo. Ge
empled un rango de tiempos de desinfeccion desde 2 hasta 20
min para determinar el mas adecuado para el aislamiento. A
través de la desinfeccién del material se pretendid eliminar
los microorganismos epifiticos de las hojas y determinar de

gsta manera la presencia de los endofiticos.
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A continuacion se detallan los diferentes tratamientos:

- Hipoclorito de sodie al 1% durante Z minutos
- Alcphol 70% durante 2 miputos

- Hipoclorito de sodio al 1% durante 5 minutos
- Alcohaol al 70% durante 5 minutos

- Hipoclorito de sodio al 1% durante 10 minutos
~ Aleohol 704 durante 10 minutos

~ Hipoclerito al 1%4 durante 19 minutaos

- Alcohol 70% durante 15 minutos

- Hipoclorito de sodio al 1% durante 20 minutos

- Alcohol 70% durante 20 minutos

Cada uno de los tratamientos fué comparado <on  un
testigo el cual consistid en trozos de hojas del material sin

desinfeccidin.

Para comprobar i los microorganismos obtenidos despues
de l1a desinfeccion eran organismos endofiticos v no
organismos epifiticos gue escaparon a esta, se realizd wuna
prueba con las bacterias PFseudomonas spp, Serratia sp y el
hongo Aspergillus sp, en tres tratamientos para cada wuno de

los organismos, los cuales consistieron en:

Testigo: Discos de papel filtro inoculados con una SUSPENs1LOn

de 104 (cfc) de los organismos mencionados.

Tratamiento 1: Discos de papel filtro inoculados con una

suspensiéon de 104 (cfg) de los organismos mencionados. Los
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discos fueron posteriormente desinfectados con hipoclorito de

spdio al 1% en dos tiempos, 2 v 5 min.

Tratamiento 2: Discos de hojas de tomate inoculadas con una
suspension de 104 (cfc) de lons organismos mencionados. Los
discos de hojas fueron posteriormente desinfectados con

hipoclorito de sodio al 174 en dos tiempos, 2 ¥y D min.
Todos los tratamientos contaron con tres repeticiones.

Después de la desinfeccion e inoculacion de los discos,
tanto de papel filtro, como de hojas de tomate, @#stos fueron
tomados con pinzas y depositados por 30 seg en platos petri‘
con los medios PDA, en el caso de Aspergillus sp vy AN en el
caso de Fseudomonas sp y Serratia sp. Los platos petri fueron
colocados en una imcubadora a 260 C. El crecimiento microbial
fué observade en las bacterias a las 48 h, v en el hongo a

las 72 n.

pmﬁ microorganismos mencionados anteriormente, Tfusron
selectionados debido a sus diferentes raracteristicas de
crecimientn. La bacteria Serratia sp se ronsidera bastante
persistente en la superficie de las hojas vy de rapido

crecimiento {(Gonzalez 1993).

£1 medio Pbha, fug utilizado para al crecgimiento de
hongos y bacterias. Para gevitar Que éstas Gltimas, por su
caracteristica de rapido crecimiento, inhibieran el

desarrollc de microorganismos fungosos, s8  uso acido
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lactico en el medio de cultivo donde se definia dicho

crecimiento.

3.2.2.2 Alislamiento de microorganismos

El aislamiento de los microorganizmos endofiticos de

tomate se realizd como se describe a continuacidcn:

Las hojas, tanto de tomate comercial como de tomate
silvestre recolectadas en el campo, fueron lievadas al
laboratorio siendo cortadas en trozas pEQURANS de
apraoximadamente 1 cm2. Se procedid a continuacién a la
desinfeccidon del material (3.5 g) con hipocloritoc de sodic al
1% durante 5 minutos, seguidos de 3 enjuagues con agua
destilada esteril. En una copa de aceroc estéril fusron
licuadaos los 3.5 g por separado, para cada especie utilizada.
De la solucidn obtenida se tomd 1 ml, el cual fue colocado en
un tubo de ensayo gque contenia 9 ml de agua destilada
esteril. De acuerdo a la técnica de diluciones (Leben 1%961),
se trabajd con concentraciones desde 100 hasta 10-3. Al igual
que en el aislamientoe de microorganismos epifitos, los
enddfitos fueron rayados en platos petri con medio nutritivo
PDA vy AN. Se seleccionaron 3 cepas fungosas vy 4 bacteriales
con base en su morfologia, las cuales fueron purificadas en
los medios nutritivos va mencionados. Finalmente, los platos

petri fueron colocados en una incubadora a 2&60C.
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Los microorganismos se conservaron en viales con aceite

mineral esteril.

3.3 Prueba de antagonismo

Para realizar este experimento se utilizaron algunos de
les microorganismos aislados en el laboratorio. Ademds se
trabajd con aislamientos antagénicos a A. solani y P.
infestans previamente seleccionados en el laboratorio MIP-

CATIE.

Estos microorganismos fueron:

- Bacillus A28
- Hacillus BS1
— HBacillus B33
-~ Fusarium sp {(52H)
~ Bact.crema—5
- Bact.crema-6

- Bact. crema—-7

Los microorganismos epifiticos y endofiticos aislados
con anterioridad de las hojas de tomate, se prepararon en
suspensiones, ajustandose estas con ayuda de la camara de
contaje Petroff-Hausser a 109 celulas bacteriales o fungosas

por ml.
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Para obtener la suspensidn del patdgena, fusron
sembrados en platos petri con el medio nutritive V-8, trozos
de hojas de tomate de un tamafo aproximado de ltem2, las
cuales se encontraban infectadas con A. solani. Los platos
petri se mantuvieron a una temperatura de 21 OC. Después de
10 dias fueron colocados bajo un chorro de agua suave durante
24 horas; luege se elimind el agua de los platos petri
exponiéndose estos a 12 horas de luz ultravicleta vy 12 horas
de obscuridad por espacio de 3 dias, de esta manera se
estimuld la esporulacidn del hongo (Phingra v Sinclair 1985).
Finalmente, se cosecharon las esporas lavando la superficie
del medio con agua destilada estéril. Las esporas fueron

colectadas en un beake:r.

Fara calibrar la suspensidn a la concentracion
reguerida, el inodculo se centrifugd inmediatamente antes de
la inoculacion a 3000 rpm durante 2¢ minutos. La suspensidn
fue llevada a una concentracidn de 104 conidios por al,

diluveéndose con aguas destilada estéril.

Las pruebas de antagonisemo se realizaron de acuerdo a la
metodologia de Bussey vy Stevenson (1921), con la modificacion
de utilizar foliolos enteros. S5e colectaron hojas de plantas
de tomate de invernadero de 3 semanas a 2 meses de emergidas.

Se tomaron las hojas totalmente expandidas de las plantulas,

Las hojas fueron inoculadas con los distintaos

microorganismos sumergiéndolas en una solucidn previamente
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calibrada de los mismos. El material fueé dejado al aire libre
durante 20 min después de lo cual, fueron inoculadas con el

patogeno por medio de um aspersor De vilbiss.

Para colocar los distintos tratamientos se emplearon
platos petri que contenian un papel filtro humedo en su base,
encima de eéste un tubo de vidrio en farma de V y fimalmente
un porta objeto scbre el cual fueron colocados los foliolas
tratados. Cada tratamiento comtdh con tres repeticiones las
gue fueron puestas en cajas plasticas de 30 x 7 x 95 em. Los

tratamientos se mantuvieron a una temperatura de 1B a 23 0OC.

5e efectuaron dos evaluaciones, a las 3 y 0 dias después
de inoculado el material. Se midio el 4rea del foliolo
gsirviendo como base 1 area de wun triamngulo. También se conto
el numero de lesiones por foliolo y el tamaro de 15 lesiones,
para luego calcular el &rea de la hoja afectada por  la

enfermedad, en este caso se utilize ] Area de una elipse.

El disefo experimental fué un DCA con tres repeticiones.
La unidad experimental correspondio a un foliolo. e realizd
una comparacion del testigo con los diferentes tratamientos
mediante la prusba Dunnett, para determinar posibles
microorganismos antagonistas. Se realizd la transformacion de
L (x+1) para numerc de lesiones vy para el porcentaje de

lesiones el arc—sen de la raiz cuadrada.
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5.4 Seleccidn de microorganismos antagénicos a
Mycosphaerella fijiensis

3.4.1 Aislamiento de microorganismos epifitos

El alslamiento de microorganismos en platano fue
realizado a partir de hojas de este cultivoe obtenidas de la
finca experimental "La Montara'", del CATIE. Se utilizaron
hojas 2 y 3 segun Stover (1987) de platano de 1la variedad
Currare, vy nojas de platano silvestre (Canna edulis}). Se
realizd la misma técnica descrita anteriormente en el

aislamiento de microorganismos de tomate.

Se seleccionaran & tepas fungosas y 14 bacteriales con
base en su morfologia. Los platos petri fueron puestos dentro
de una incubadora a 240C para favorecer el crecimiento de los
microorganismos. Estas cepas también fueron conservadas en

viales con aceite mineral estéril.

3.4.2 Aislamiento de microorganismos endofiticos

Al igual que para el aislamiento de microorganismos
epifitos el material de platano Currare ¥y platano silvestre
fue obtenido de ia finra experimental "La Montara' y de los

alrededores del CATIE respectivamente.
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l.a técnica de aislamiento fué la misma utilizada en e1
cultivo del tomate. Con este procedimiento so pudierocn
obtener distintas cepas bacteriales, las que fueron colocadas
en una Lncubadora a 260C para favorecer su crecimiento,
siendo conservadas también en viales con aceite mineral

estéril.

3.3 Eficiencia del mé&todo de inoculacion endofitica

3.5.1 En tomate contra A. solani

La prueba fue realizada en invernadero, con plantulas de
tomate que temian de 2 a 3 hojas verdaderas. Estas fueron
tratadas con los siguientes microorganismos considerados
antagonicos & A. solani en las pruebas efectuadas en el

laboratorio:

- Bacteria crema-2

- Bacteria crema-4

= Bacillus A 28

- Serratia entomophyla
- Fusarium sp (52H)

- Trichoderma harzianum

- Extracto fermentado de Bocashi (9:1- agua—-bocashi)

Be utilizd el metodo de inundacién endofitica por el

hipocotilo, ya mencionado. E1l hipocotilo de las plantulas de



tomate fTuéd cortado inmediatamente antes de sumergirlas en 1la
solucidn con los mlicroorganismos antagdnicos. Estas
suspensiones fueron calibradas, en el caso de bacterias, en
el contador Petroff-Hausser (French y Hebert 1982) y para
hongos en un hematocimetro. Las plantulas cse mantuvieron
dentro de las suspensiones durante 4 horas. Después de este
tiempo fueron sembradas en  macetas de 2 ky con tres
diferentes tratamientos de sustrato para determinar si habia
interaccion entre éstos y los mitroorganismos estudiados. Los

sustratos son descritos a continuacidn:

1- suelo esterilizado + abono Drgénico Hocashi esterilizado

Z2- suelp esterilizado + abono organico Bocashi "o

esterilizado

3- suelo esterilizado

El Bocashi consiste &n una mezcla en proporciones
iguales de tierra, semolina de arroz, carbdn en polvo,
gallinaza y cascara de arroz pasados por un proceso de
fermentacion. En el experimento fue mezclado con el suesla en

una proporeidon 124 v/v,

A los diferentes tratamientos de sustrato se les realizo
un andlisis de fertilidad. Los resultados de @ste se muestran

en 21 cuadro 1.
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Cuadro 1. Analisis de fertilidad de suelos, efectuado para
los sustratos: suelo esterilizado - bocashi
esterilizado (1); suelo esterilizado + bocashi no
esterilizado (2) v sueleo esterilizado {3}).

Trat Prof pH P Ca Mg K Acd M.0 N
{cm) Agua mg/1 Ext % %
(meq/ 100 ml suelo)
1 0-20 5.75 44.1 5.00 1.83 1.28 0.30 6.3% 0.35
2 0—-20 6.41 73.5 2.90 2.33 2.18 0.20 8.40 0.4%3
3 0~-20 5.38 8.2 4.02 1.00 0.73 0.45 5.55 0.29

El manejo asgrondmico dado al material consistios en:
riegos diarios; aplicacién del fungicida benomyl debido a un
brote de Cladosporium en el invernadero; vy finalmente una

aplicacion del abono foliar Nutrifoska,

A los 32  dias de la aplicacidn endofitica de
microorganismos en las plantas, éstas fueron inoculadas con
el patogeno A. solani calibrado a 104 conidias por ml.
Catorce dias después se realizd una segunda inoculacion. La
inoculaciones se efectuaron con la ayuda de un atomizador De

vilbiss y un compresor General electric a 15 1b de presicn.

Para cada inpculacion fueron efectuadas dos

evaluaciones, a los 3 y & dias, respectivamente.

Las variables evaluadas - fueron: numerc vy tamafo de
lesiones, indice de enfermedad vy finalmente, se evalud la
altura de planta para conocer el efecto dé la aplicacidn de
microorganismos via® endofitica en el desarrcllo de las

mlismas.
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Se wutilizd un DCA en un arreglo factorial, con treg

repeticiones. Los factores estudiados fueron: el sustrato y

los diferentes microorganismos antagénicos. Se ussg la
transformacidon Ln (x+1) para numero de lesiones vy el arc-sen

de la raiz cuadrada para e] indice de enfermedad.

3.5.2 En platano contra M. fijiensis
l.as pruebas de antagonismo in viva fueron realizadas
en el invernadero. Se utilizaron plantulas de platano de

cultivo de tejidos de 30 dias ern la etapa de aclimatacidn.
Debido a que no se realizd la etapa de prueba para los
organismos antagonistas en este cultivo, las plantulas fueron
tratadas con microorganismos seleccionados previamente como
promisorios antagonistas a M. fijiensis en el laboratorio de
fitopatologia del proyecto Manejo Integrado de Plagas (MIP)

del CATIE.
Los organismos estudiados fueron:

- Serratia entomophyla {(SE)

= Fusarium sp (52H)

~ Bacillus spp cepa A30 fﬁéO)
- Serratia marcesceﬁs (R1)

- Bacillus spp cepa A28 (A28)

- Extracto fermentado de Bocashi- ( BM)
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Para la aplicacian de los microarganismos via
endofitica, se siguid la metodologia de incculacisn

endofitica inundativa a través del hipocdtilo (Kijima 1993).

Las plantulas fueron sacadas de los tubos de ensayo
lavandose el agar depositado en las raices, en un chorro de
agua suave. Una vezr que las raices estuvieron limpias, se
introdujoc la plantula en 1la suspension de microorganismos,
cortandose todas las raices dentro de la suﬁpEHSién con la
ayuda de una tijera curva para facilitar el proceso. La
calibracidn de la suspension de ﬁicrocrganismos se llevo a
cabo, en el caso de bacterias en la camara de contaie
Petroff-Hausser (French vy Hebert 1982), v en el caso de

nongos en un hematocimetro .

Lags plantulas permanecieron durante 4 horas en las
distintas suspensiones. tLuego fueron sembradas en macetas de
2 kg que contenian suelo obtenido en la finca Cabiria. El
suelo se esterilizd por 17 horas en un horno a temperatura de

180 =C.

-

Las plantas recibieron 3 riegos diarios para mantener

una humedad‘constamte.

A los 37 dias las plantas fueron inoculadas con una
suspension calibrada de 104 conidios por ml del patdgeno (M.
fijiensis) Los conidios fueron obtenidos de acuerdo a la
metodologia de Tapia (1993}, la cual consiste en rtrealizar

descargas de ascosporas obtenidas de tejido necrosado por la
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enfermedad sobre agar-agua al 5%. A continuacidn se toma una
ascospora por cultivo poniéndose a crecer ésta en un tubo
inclinado con Mycmphyl—égar durante diez dias, despu#s de los
cuales se traslada & platos petri con el medio V-8
modificado, colocdndose en una camara de crecimiento a 250C y
luz constante durante iO dias. La suspension de conidios para
la incrulacidn, fué obtenida macerando con agua esteéril el
micelio logrado por el procedimiento anterior, y al cual se
le agregd gelatina al 1% para favorecer la adherencia de los
conidios a la superficie inoculada. Después de la inoculaci®n
58 espera aproximadamente durante 20 min para que la solucién
se secara en la superficie de las hojas. & continuacian las
plantas fueron llevadas a wna camara de crecimiento  con
humedad vy luz constante, y una temperatura de 2500. En estas
condiciones las plantas permanecieron por espacioc de cinco
dias despues de los cuadles fueron transferidas a camaras
plésticas en el invernadero. El objetivo de las camaras fue
mantener las condiciones propicias para la penetracion del

patdgeno.

Debido a la 'aparicién de un hongo contaminante se
realizo labor de saneamiento en las hojasz afectadas. Las
plantas ademds, fueron sometidas a periodos de estres hidrico

para la eliminacidn de dicho contaminante.

Las inoculaciones con conidias de M. fijiensis fuesron

repetidas por 3 veces,
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Los sintomas fueron evaluados Segun la escala de Foure
(198%) tomando en cuenta el pardmetro periodo de incubacidn,
el cual corresponde a la aparicién de laos primeros sintomas
de la enfermedad, a partir de la fechs de inoculacidn del

patageno.

Se inocularon pléantulas unicamente con el patogeno para
camparar el efecto de retardo sobre 1a aparicidn de 1los
sintomas en las plantas aplicadas con los microorganismos. De

manera paralela se midid la altura de las plantas.

El disedo experimental gue se utilizé fué un DCA con
cinco repeticiones. Se realizd un andlisis de comparacion de

mediags mediante la prueba Dunnett.

He efectud un analisis de corrglacion entre los

tratamientos vy la altura de planta.
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4. RESULTADOS

4.1 Procedimiento de desinfeccidn para aislar
microorganismos endofiticos

Al desinfectar las hojas de tomate, se pretendid
@liminar cualgquier microorganismo que estuviera coreciendo
epifiticamente sobre e1 material, de tal manera, que el
microorganismo endofitico pudiera crecer sin contaminacidn.
Para tal efecto, ver cuadro 2, los tiempos de exposicion de
10, 15 v 20 min con hipoclorito de sedio al 14 y de 15 y 20
con alcohol al VASKA no permitieron el crecimiento de
microorganismos. Con la desinfeccion durante 2 min si
aparecid el desarrpllo de hongos y bacterias contaminantes
del filoplano. Cuando se usd una exposicidn de 5 min no se
observaron microporganismos epifiticos pero si endofiticos.
Cuadro 2. Desinfeccidon de trozos de hojes de tomate para el

alslamiento de microorganlismos endofiticos de

acuerdo al uso de hipoclorito de scdio 174 vy alcohol
al 7074 en diferentes tiempos de exposicion.

Desinfectante Tiempo de Presencia de
exposicion (min) microorganismos
en discos de hojas
enteras licuadas
Epifitos Endéfitos

Mipoclorito 2 s1i si
de sodio 1% 3 no %1
10 no no
15 ne nec
20 no . no
Alcohal 70% 2 si =1
5 s1i Si
10 S si
15 ne no

20 no no
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Mediante los experimentos con discos de hojas, ge
determind que la mejor desinfeccidn para el aislamiento de
microorganismas endofiticos, fue la de exXposicidn a
hipaclorito de sodio durante S min. Debido a que este
tratamiento no permitid el crecimiento de PFseudomonas Sp
Aspergillus sp ¥ Serratia sp , mictroorganismos utilizados
como indicadores en el experimente (Cuadro 3). A pesar que &n
los tratamientos de discos de papel filtro, solo se observae
crecimiento de Serratia sp con la exposicion de dos minutos
en hipoclorito de sodio, se comprobd la presencia de los 3
microorganismos en los tratamientos de discos de hojas
{Cuadro 3). Por lo tanto, se considerd este tiempo de
expasicidn insuficiente para eliminar los microorganismos de

la superficie de las hojas.

La Dbacteria Serratia sp se detectd en todos los
tratamientos a excepcion de discos de hojas tratados con

hipoclorito de sodio por 9 min.
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Cuadro 3. Prueba de crecimiento de las microorganismos
Pseudomonas sp, Aspergillus sp y Serratia Sp Con
desinfeccion de hipoclorito de sodia por 2 vy 3
minutos, para determinar la mejor desinfeccidn en
2l aislamiento de endofiticos.

Tratamiento Exposicidn a Crecimiento de
NAOCL. microorganismosk
(min)
= A S
Discos de papel + O si s1i =N

microorganismos

Discos de papel + 2 no no =%
microorganismos

Discos de hojas + 2 =R = 1 =i
microorganismos

Discos de papel + 5 no ne no
microgorganismos

PDiscos de hojas + > no neo no
microorganismos

¥ P: FPseudomonas sp; A: Aspergillus sp ;3 S: Serratia Sp

4.2 Seleccidn en laboratorio de microorganismos antagdnicos

A. solani.

De los diferentes aislamientos realizados en hojas de
plantas de tomate comercial y silvestre, con las diluciones
Lo=, 10-* y 107=, se observarocn de &08 colonias, entre
bacterias y thongos. Solo 76 colonias  fueron de origern
endofitico, lo que representa apenas )l 12.9% de la pablacion
total. De las diluciones 10T pp se obtuvo ningun arganismo.
Muchas de éstas colomnias presentaron crecimientn vy color

similar, por lo que fueron tomadas solo 48 de ellas. De éste

numero , 28 colonias fueron aisladas de hojas de tomate
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(Lycopersicon esculentum) cultivar comercial Hayslip, y las
otras 20 de hoias de tomate silvestre (Lycopersicon

Rimpinelifolium).

Después de gue las colonias aisladas fueron purificadas
en los medios de cultivo PDA vy AN, se seleccionaron 26
microorganismos con base en su morfologia v color (Cuadro 48
y 5). La mayoria de microorganismos endofiticos fueran
bacterias, encontrdndose solamente los hangos Cladosporium sp

y Curvularia sp.

Cuadro 4. Hongos seleccionados para las pruebas in vivo de
antagonismo hacia A. solani en tomate.

Microorganismo ' Tipo de
fungoso aislamiento
Cladosporium sp (1) Endofitico
Cladosporium sp (2) Epifitico
Cladosporium sp {(3) Endofitico
Cladosporium sp (4) Epifitico
Cladosporium sp (5) Epifitico
Curvularia sp Endofitico
Curvularia sp Epifitico
Curvularia sp Epifitica
Curvularia sp Epifitico
Fusarium sp (352H) Epifitico
Fusarium sp Epifitico
Nigrospora sp Eaifitico
Pestalotia sp Epifitico

Aspergillus sp Epifitico
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Cuadro 5. Bacterias seleccionadas por color vy morfologia de
colonia para las pruebas in vivo de antagonismo
hacia A.solani en tomate.

Color de colonia Tipo de aislamiento
bacterial

crema—1 Endofitica
crema—-2 Endofitica
crema—3 Endofitica
crema—4 ' Endofitica
rosada-1 Epifitica
rosada—2 Epifitica
amarilla—1 Epifitica
amarilla-2 Epifitica
amarilla-3 Epifitica
anaranjada—1 Epifatica
Bacillus sp Epifitico
amarilla-crema-—1 Epifitica
En las pruebas in vivo se seleccionaron COMmo

antagonistas a A. soplani, 13 de los organismos estudiados.
Estos tratamientos mostraron un porcentaje de Area afectada
por la enfermedad significativamente menor gue el testigo

(Cuadro &).
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Cuadro &. Pruebas in vivo. Evaluacidn del porcentaje de area
aftectada, numero de lesiones y tamafo de las mizsmas
causadas por el tizdn temprano A. solani en tomate,
en los diferentes tratamientos estudiados.

Tratamiento Prueba Dunnette
4 de area Numero de Tamafo de
afectada lesiones lesiones

Bacterias

63
N
£])

crama—1
crema—2
crema—3
crema-4
crema-95
crema—o
crema—7/
rosada—1
rosada—-2
amarilla-l
amarillia-2
amarilla—-3
amarilla-4
amarilla-9
amaranjada-—l
Bacillus sp
Bacillus A28
Bacillus BS51
Bacillus B33

€3]
€3
)

mwm

3]
m

m o n

n

nwmgwmuu

m

u W

EZxZ2Z2 222 % x T %% %k xTrZ

T xZNE R LELZxZTRIERZ D

2222w ELELELEZ2EZ2ZL kxR xZ
M wmy men

mn
D wmwmm

.
s

Hongos

Pestalotia sp
Cladosporium sp
Fusarium sp {32H)
Curvularia sp
Cladosporium sp (1)
Nigrospora sp
Fusarium sp

ur ol

x% 0 M M W Z Z
*x % Z 2w Z 2
0nm

N.S= no significativo ¥ nivel de significancia al 1%
segunr la prueba de Dunnett.
Para los experimentos en invernadero, se tomaron los
tratamientos que presentarcon un porcentaie de contraol mayor

al 90%, é¢stos valores son mostrados en el cuadre 7.
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Cuadro 7. Comportamiento ce diferentes tratamientos en
relacion al porcentaje de Aarea afectada por el
tizdn  tempranao en fplicolos de hojas de tomate
desprendidos, vy el porcentaje de control de la

enfermedad dado por cada una.

Microorganismo Area foliar afectada Control de la
probado enfermedad (%)
Tratamiento Testigo
Bact.crema-2 21 70 70
Fusarium sp (32H) 28 F9 72
Bact.crema—4 39 7 &4
Bacillus AZB 44 97 o5
Fusarium sp 45 &7 33
Bact.crema—-6 49 &9 30
Curvularia sp 49 &7 27
Bact. crema-5 50 &9 28
Nigrospora sp 30 &7 25
Bact.rosada-2 531 70 27
Bact.crema—7 &0 F0 3g
Cladosporium sp 78 99 21
Bact. amarilla-1l &0 0 39

4.3 Efecto de los tratamientos sobre el tizon temprano en
plantas de tomate en invernadero.

En este experimento fueron ana}izadoﬁ 2l efecto de los
tratamientos Fusarium sp (52H), Racillus A28, bacteria crema-
2, bacteria crema-4, Extracto de Bocashi fermentada, Serratia
entomophyla v Trichoderma harzianum; el efecto de los suelos:
suelo estéril+Bocashi estéril, suelo estéril+Bocashi neo
esteril v suelo estéril; finalmente se analize el efecto de

la interaccion tratamiento v suelo.

Se evaluaron las variables numerc de lesiones, g1 tamado

de lesiones v el indice de enfermedad.
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Se realizaron dos inoculaciones del patageno A. solani
en las plantas de tomate de invernadero. Debido a esto, los
resultados fueron separados de acuerdo a la primera vy segunda

inoculacidn.

4.3.1 Primera Inoculacidn

Esta inoculacion se realizd a los 32 dias después de ser
tratadas las plantas de tomate con los diferentes

microorganismos mediante la técnica de corte del hipocdtilo.

En la Figura 1 se presenta el desarrollo de la
enfermedad, en cuanto al numero de “lesiones, ftamafho de
lesiones e indice de enfermedad, en las dos evaluariones
efectuadas a los 3 y & dias después de inoculadas las plantas

con A. solani.

En la primera evaluacidn =1 observa diferencia
estadisticamente significativa (p<0.03%) entre tratamientos
(Anexo 1) para la variable numerc de lesiones. De acuerdo a
la prueba de Dunnett el unico tratamiento diferente al
testigo fue el extracto de Bocashi fermentado , el cual

presentd el menogr numero de lesiones.

En esta misma Figura se muestran las medias del tamaro
de lesiones a los 3 y 6 dias despugs de inoculadas las

plantas. Se encontrd diferencia postadisticamente

significativa entre tratamientos (p<l%) para el tamafro de
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lesiones, y para la interaccidn tratamiento por sueloc {(Anexo
1) en la primera evaluacién. Sin embargo, la prueba de
Dunnett no mostrd diferencias entre los tratamientos con el

testigo.

En la Figura 1 se ohserva el indice de enfermedad para
ios diferentes tratamientos en las evaluaciores a los 3 vy &
dias de inoculadas las plantas (DDI). Se encontrd diferencia
estadisticamente significatica (p<35%) entre los tratamientos
(Anexo 1 vy 2), pero no entre éstos y el testigo, para la

primers evaluacion.

Se observd una correlacidn positiva entre la altura de
planta ¥y el numerp de lesiones (0.703); v la altura de planta

y &l tamafo de lesiones (0,414).

En la segunda evaluacidn, no se observd diferencia
estadisticamente significativa para ninguna de las variables

estudiadas,

La altura de planta resultd significativamente menor
(p<0.01) (Anexec 5) para el tratamiento extracto de Hocashi
fermentado (Figura 3). Estos resultados fueron las mismos

para los 3 vy & dias de inoculadas las plantas.

Se encontrd una correlacidn positiva entre la altura de

planta y el numero (0.782) y tamafo de lesiones (0.403) .
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Figura 1. Nimero de lesiones (A), tamano de lesiones (B) e indice de
enfermedad (C), en plantas de tomate de invernadero a los
3 y 6 dias después de inoculadas (ddi) con A. solani.
Primera incculacién.
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Figura 2. Nimero de lesiones (A), tamaiio de lesiones (B) e indice de
enfermedad (C), en plantas de tomate de invernadero a los
3 y 6 dias después de inoculadas (ddi) con A. solani.
Segunda inoculacién.
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Figura 3. Altura de plantas de tomate a los 35, 46
y 52 dias después de aplicados (dda) los
diferentes tratamientos via endofitica.
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4_3.2 Segunda inoculacion

La segunda inoculacidon de A.solani en las plantas de
tomate de invernadera, fué realizada a los 14 dias despuses de
la primera. Fueron efectuadas 2 evaluacicnes, a los 3 vy &

dias después de la inoculacian.

Em la Figura <2 se observa el comportamiento de la
enfermedad, en funclon del numero de lesiones desarrolladas
durante las dos evaluaciones. La primera evaluacgion (3 DDI)
mostrd diferencia sstadistica altamente significativa (p<dli)

entre los tratamientos, y para la interaccion tratamiento vy

suelo (Anexo 3}.

Los tratamientos Trichoderma harzianum vy el Hacillus
AZB, mostraron en la prueba de Dunnett diferencias con el
testigo, siendo los tratamientos con el menor numero de

lesiones (Figura 2).

Se encontrd  también en ésta evaluacion, diferencia
estadistica significativa (pdi%) del tamarfo de lesiones entre
tratamientos {Figursa 23, no asi para la interaccion

tratamiento v suelo (Anexo 3).

La wvariable indice de enfermedad presentd diferencia
estadistica altamente significativa {p<1ii) entre
tratamientos, vy para la interaccidn tratamiento v  suelo
{Figura 2), Los +tratamientos Trichoderma harzianum y @1

Bacillus A28, tuvieron el menor indice de enfermedad.



48

La altura de planta fue menor, al igual que en la
primera inoculacidn para el tratamientso extracto de Hacashi

fermentado (Figura 3).

Se correlaciond ia altura de planta con el numero y
tamafio de lesiones, resultando esta correlacion negativa para
el tamafo de lesidn (-0.077) vy positiva para el numero de

legsiones (0.064).

A los & dias de la inoculacidn se encontrd diferencia
estadistica significativa (p<5%) entre tratamientos, para el
numero de lesiones (Figura 2). lLa prueba de Dunnett mostro
diferencia entre el tratamiento Trichoderma harzianum y el

testigo (Anexo 4).

La wvariable indice de enfermedad mostrd diferencias
estadisticas significativas (p < 0.1) entre tratamientos. E1
tratamiento T. harzianum presentd el menar indice de

enfermedad en relacidn al testigo (Anexo 4).

No se presentd correlacidn entre la altura de planta vy
el numero y tamafo de lesiones. El tratamiento extracto de
Bocashi fermentado masterd diferencias estadisticamente
signifigcativas {Anexo B) corn 2] testigo, lo cual puede

observarse en la Figura 3.

No se determind efecto del suelo en el comportamiento de
los microorganismos sobre el tizon temprano. A pesar de que

los tratamientos 1 {suelo estéril+bocashi estéril) v 3 (suelo
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estéril), moastraron respectivamente, niveles critico y
deficiente de magnesio (Cuadro 1), esto no influyd en los

resultados del experimento.

El tratamiento 2 (suelc estéril+bocashi no estéril)
presento los mayores niveles de materia orgénica vy nitrdgeno
(Cuadro 1). El tratamiento 1, suelo estéril+bocashi esteril,
al parecer debido al proceso de esterilizacidn con calor,
perdid parte de materia orgdnica y nitrdgeno, posiblemente

por la volatilizacidn de los compuestos.

4.4 Efecto de los tratamientos sobre Sigatoka negra en
plantas de platanc en invernadero.
Los primeros sintomas de la Sigatoka negra aparecieron
10 dias después de la inoculacion. Sin embargo, paralelamente
al crecimiento de M. fijiensis, se observd el crecimiento de
otro hongo, el cual presentd lesiones obscuras gue se
desarrnllaron més rapidamente que las del patdoeno objeto del

estudic.

Debido a que los objetivos del experimento fueron
determinar el antagonismo de los microorganismos a M.
fijiensis, a través de la evolucién de los sintomas tomando
en cuenta los parametros: periodo de incubacidn, periodo de
evolucitn vy pericodce de desarrolleoc de la enfermedad, v dada
gue el hongo contaminante impidid la observacidn de estos, se

procedid a wuna segunda inoculaciéon del patdgeno en las
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plantas 19 dias después de la primera. Nuevamente los
primeros sintomas de la Yigatoka negra fueron observadoy
aproximadamente a los 10 dias después de la inoculacion. Sin
embatrgo los sintomas del contaminante apareciegron
simultaneamente a los de M. fijfensis, dehido a la cual, lasg

hojas afectadas fueron eliminadas.

Dado ] nuevo brote del contaminante, las plantas fueron
podadas y sometidas a estres hidrico. Las plantas fueron
inoculadas nuevamente con M. fijiensis, a una concentracidn

de 104 conidios por ml.

De acuerdo a la prueba de Dunnett, no se encontrs
diferencias entadisticamente significativas para el periodo

de incubacidn.
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3. DISCUSION GENERAL
9.1 Procedimiento de desinfeccitn para aislar
microorganismos endofiticos
La desinfeccion con hipoclorito de sodio durante 2
minutos permitid el crecimiento de microorganismos, se logrd
determinar mediante el uso de los indicadores Pseudomonas sp,

Aspergillus sp y Serratia SP, Que en parte eran organismos

eplifiticos.

En esta prueba con tres indicadores, se pudo establecer
que Serratia sp tiene mejor adherencia Yy proteccidn en el
filoplano que Aspergillus sp o Pseudomonas Sy, Y sDlo fus
gliminado en el tratamiento de discos de hojas con
hipoclorito de sodioc al 1% durante S min, por lo tanto este
tiempe de desinfeccidn fué considerado =1 mas adecuado para
la obtencidn de endofiticos en tomate. No se descarta la
posibilidad de que otros organismos de mejor adherencia que
Serratia sp, puedan presentarse con esta desinfeccion bajo

otras condiciones de lugar ¥y hospedante; sin embargo podria

usarse como un indicador confiable.

Misaghi y Dondelinger en 1990, wutilizaron para aislar
microuoganismos endofiticos de diferentes partes de plantas de
algoddn, varios desinfectantes, entre los que incluyveron al
hipoclorito de sodig. Estos investigadores usaron tallos
jovernes, tallos viejos & interior de flores no cubiertas. Los
distintos materiales estuvieran expuestos a la desinfeccion

por periodos largos, en un rango de 15 a 30 minutcs. A pesar
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de que obtuvieron resultados satisfactorios en el aislamiento
de endofiticos, mencionan el hecho de gque es dificil gue
todos los organismos epifiticos o contaminantes de la

superficie de la hoja fueran eliminados.

Loz tiempos de exposicicon al desinfectante mayores de 20
min , debido a la naturaleza fragil de las hojas de tomate,

produjeron la muerte total del tejido.

El bajo numero de microorganismos endofiticos
erncontrados, coincide  con lo reportado por Misaghi ¥
Dondelinger (1990), quienes hallaron solo & especies de
bacterias en la parte interna de los tejidos de las plantas

de algoddn.

5.1.1 Seleccidn de microorganismos antagdnicos a A. solanit
en laboratorio.

El hecho de que la mayor cantided de microorganismos,
(87.05%), fueran encontrados en la superficie de las hojas,
podria deberse a la mayor facilidad de colonizacion o
establecimiento de estos microorganismos. Segun Kostka et al
(1988), los endofiticos posziblemente involucren uwuna intima
relacidn con swu planta hospedera a través de un proceso de
coevolucitn, lo cual indicaria mavor dificultad vy tiempo por
parte de los organismos para establecerse de gsta manera. Lo
anterior no sucede en e} establecimiento de organismos
epifiticos los gue pueden ser trasladados facilmente hacia la

superficie de las hojas por el vientoe, lluvia o animales, vy
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permanecen alli siempre gue las cpndiciones del medio lo

permitan.

En el presente estudio s aislaron hongos vy bacterias
representando estas ultimas el mayor numero de
microorganismos endofiticos. De los hongos aislados,
Cladosporium sp y Curvularia sp, Tueron también encontrados
por Spurr vy Welty (1974) en las partes internas de hoias de

Nicotiana spp.

La presencia dominante de bacterias en el interior de
los tejidos de plantas, se pueda deber a la facilidad de las
mismas de transportarse a traves de los vasos conductores, vy

a su tapidez de multiplicacion y adaptacidn.

Los tratamientos gque presentaron mejor control de la
enfermedad (mayor al 50%), fueron:t la bacteria crema—-2;
Fusarium sp (52H}; la bacteris crema-4 y el FHacillus AZ8
{cuadro 7). De eéstas, las bacterias cremas eran endofitas vy

2]l resto epifitas.

Hasta el momento no ha sido reportado el antagonismo del
hongo Fusarium sp {(32H) hacia #A. solani, Sanchez (1994)
ercontrd antagonismo de este haclia Phytophthora infestans.
Sinmn embargo, en las pruebas In vivo de antagonismo a A.
splani en hoja desprendida, el hongo presentd mayor control
de la enfermedad que el FHacillus A28 el cual fue reportado
por  Okumoto (1992) como antagonista a dicho patégeno en

pruebas In vitro. BEl efecto antagonico del Facillus AZB se da
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a traves de la produccion de antibidticos vy guitinasa, la
ultima le confiere la capacidad de degradar la pared celular
del honga {Okumoto 19925 . La forma en gue ejerce el
antagonismo el Fusarium sp aun ne ha sido estudiada. Una
posible explicacidon al mejor contral de la enfermedad por
este hongo, podria ser la presencia de otros metabolitos gue
impidan el desarrollo de los tubos germinativos vy la

penetracidn del patdgeno al tejido vegetal.

5.2 Efecto de los tratamientos sobre el tizdn temprano en
plantas de tomate en invernadero.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la primera
inoculaciton de A. solani, las plantas de tomate tratadas can
extracto de Hocashi fermentadoc (BM) presentaron menor numero
de lesiones que las inoculadas con los demas tratamientos
(Figura 1). Este comportamiento fue el mismo para las dos
evaluaciones efectuadas a los 3 vy é& dias despugs de la
inoeulacidn. Los tratamientos no mastraron diferencias en el

tamarno nil en el indice de enfermedad.

El posible efectop de sste tratamiento sobre patdgenos no
ha sido reportado hasta la fecha. 5S5in embargo, con base en
ias observaciones efectuadas, considero gque este podria
ejercer un fuerte estres sobre las plantas, posiblemente por
obstruccion parcial de los haces vastculares, debides a 1la

consistencia viscosa de la melaza, uno de los componentes de
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este tratamiento, ya gue concentraciones mayores causarcn la

marchitez de las plantas.

Por otroc lado, la reduccion de ia altura de gplanta
observada en este tratamiento, se puede considerar como un
sintoma del retardo en el desarrollo fisioldgico de la
planta, de tal manera gque aungue todas tenian la misma edad,
las tratadas con el extracto de Bocashi fermentado
presentaron menor desarrolleo. bto anterior se analiza en el
sentido de lo reportado por Bedi y Dhiman (1980}, los cuales
mencionan gue plantas Jjdvenes de tomate presentan wun alto
grado de resistencia al tizdn temprano, disminuyvendo la misma

can la madurez de la planta.

Algunos tipos de compost han mostrado efecto supresivo
sobre enfermedades de plantas, pues muchos de ellos contienen

microorganismos antagonistas a algunos patdgenos (Harwiger

and Loschke 1991). En el presente experimento no se observd
efecto del suelo spobre e1 tizdn temprano. Pero si, se
encontrd un efecto significativo en la interaceidn

tratamientn ¥y suelo en las dos inoculaclones efectuadas. Los
microorganismos bacteria crema-2, v Trichoderma harzianum vy
el extracto de bocashi fermentado disminuveron el tamafo de
legidn de acuerdo al sustrato, resultando con el menor tamaro
de las mismas el suelo estéril. Serratia entomophyla, vy la
bacteria crema—4 tuvieron un comportamiento diferente pues

presentaropn el mayvor tamano de lesiones en este suelo.



56

En  la segunda inoculacion, gl numero de lesiones
disminuyd, con los microorganismos bacteria crema—-2, Fusarium
sp {(DZH) vy Trichoderma harzianum en el suelo estéril. E1
numero de lesiones aumentd con la bacteria crema-4 y @l

Bacillus A28.

Los microorganismos se comportaron de la misma manera en

la variable indice de enfermedsad.

Las diferentes relaciones de interaccidn encontradas
podrian deberse a algun tipo de simbitsis entre algunos de
los microorganismos aplicados a las plantas y los
microorganismo del sustrato. Harwiger vy Loschke (1991)
observaron que microorganismos del compost pueden aciuar en
simbiosis con los aplicados directamente a ia planta. Los
avtores mencionan una mejoria del antagonista, sin embargo,
se conoce que también puede existir una competencia entre
estos microorganismos, lo cual podria provocar una reduccion

en el efecto del antagonista.

Los tratamientos gue presentaron menor numero y  tamafo
de lesiones en la segunda incculacion fueron el A28 vy TRIH
(Figura <Z). Los resultados de antagonismo endofitico del
Barillus AZ8 coinciden con los encontrados por Okumoto (1992)
gulien reportd este microorganismo come unc de lops mejores
antagonistas a A. solani a nivel de la filosfera con una

inhibicion de la lengitud del tubp germinativo del 91.9%.



57

En estas pruebas, el hongo Fusarium sp (52H), el cual
habia inhibido mas eficientemente al patdgeno, que el
Bacillus A28, en los estudios con foliolos desprendidos, no
presentd ningdn tipo de control hacia la enfermedad. Estos
resultados indicaron que el hongo no se establecid
endofiticamente en las plantas de tomate, por lo que su

efecto no se presentd..

El hongo 7. harzianum (TRIH) mostrd, al igual que el
Bacillus AZ8, wna reduccidn significativa del numero de
lesiones. Este microorganismo ha sido reportado come  un
exitoso inhibidor del crecimiento y desarrollo de algunos
patogenos (Elad et al 1971). Benhamou y Chet {1793)
encantraron antagonismo de T. harzianum hacia el patdgeno
Rhizoctonia solani. Andreu et al (1992), en esiudios in vitro
cancluyeron que Trichoderma spp inhibid el crecimiento
micelial de A. solani. Al parecer, la accidn antagonista se
da con algunas especies de Trichoderma mediante la produccion

de antibidticos (Denis and Webster 1971).

Al realizarse la segunda evaluacion, é dias después de
la dnoculacion con el patdgeno, solamente 7.  harzianum
conservd su  antagonismo hacia A. solani, pues mantuvo 1la

reduccion en el numero de lesiones v el indice de enfermedad.

La aplicacion de este hongo, sin embargo, disminuyo
significativamente el crecimiento de las plantas tratadas con

el mismo. En ensayos con plantulas de manzana, Smith et al
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(1990), encontraron que 7T. harzianum estimuld el crecimiento
de éstas. Los autores desecharon la posibilidad de gue este
incremento fuera debido a la eliminacion de patdgenos menores
de la rizosfera por gl hongo, va gue usaron sustrato estéril.
La otra posible causa de este fendmeno fuée sugerids por
Windham et al (1986), quienes encontraron que Trichoderma spp
produce reguladores de crecimiento gue incrementan la tasa de
germinacion y peso seco de brotes y tallos de tomate. La
reduccion de la altura de planta en este experimento pudo
deberse a la forma de aplicacion del tratamiento, la cual se
realizd a través del corte del hipocotilo. El efecto de la
temperatura sobre la eficacia de aislamientos de este hongo,

es considerada también por Roiger y Jeffers (1991).

El tratamiento Bacillus cepa AZ8 no se expresas
significativamente como antagonista en esta evaluacieon. FEl
efecto no consistente del PBPacillus podria deberse, a que su
influencia disminuye al establecerse el patdgeno, en los
tejidos de la plantag o el tratamiento puede inducir
resistencia en la planta, siendo esta misma disminuida a
traveés del tiempo. Ugawa y Komada (1984) reportaron que la
resistencia lograda en plantas de camote hacia la marchitez
por Fusarium, a través de proteccidn cruzada con Fusarium
oxysporum no patogenico, se perdid al hacer una excisitn en

2l explante, inmediatamente después de aplicado éste.

Se observd, hasta los 35 dias de tratadas las plantas

con los diferentes microorganismaos, una correlacidn positiva
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gntre la altura de la planta y el numero y tamafo de
lesiones. Este comportamiento no fué el mismo en las dos
ultimas evaluaciones (46 y 52 DDA). Lo anterior podria
deberse, a2 que las poblaciones de microorganismos gue
lograron establecerse en las plantas o su efecto, lo hicieran
por un corto periodo. Después del cual disminuyeron por

diversas rausas,

Se debe cansiderar, ademds qgque el wuso del fungicida
sistemico benomyl, para el control de Cladosgorium, pudo
haber influidoe este fendmeno. Spurr y Welty (1972) lograron
reducir la incidencia de Cladosporium sp al utilizar este
fungicida. Dichos investigadores no encontraron efecto del
benomyl sobre el resto de la microflora. Sin embargo Frahm
{1973) reportd que el uso  del benomyl incrementd la
ocurrencia de patdgenos relativamente insensibles. Este
resultado lo considera debido a 1la reduccidn de la flora
fungosa saproafitica, la cual generalmente juega un papel

antagonista a patdgenos.

5.3 Efecto de los tratamientos sobre M. fijiensis en plantas
de platano en invernadero.
l.as plantas utilizadasg en el gxperimento fueron
homogéneas en cuanto a edad y altura, por ser éstas
preducidas a traves de cultivo de tejidos. Sin embargo al
mamento de la evaluacidn de sintomas se observo diferencia en

la altura de las mismas. Lo anterior no presentd correlacion
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alguna con los tratamientos, por lo que se paodria atribuir al
tamafio de los explantes en el proceso de multiplicacion zin
vitro. El material utilizado no pressntaba hojas verdaderas,
va gue fueron utilizadas plantas con apenas 30 dias en
periodo de aclimatacion. Las primeras hojas producidas por
estas plantas in vitro son poco funcionales y sobre éstas se
realizd la primera inoculacidn. Otros investigadores (Tapia
1993) han utilizado plantas con 5 o &6 hojas verdaderas para
la inoculacidn artificial de M. fijiensis, lo gue representa

90 dias en periodo de asclimatacidn.

La inoculacion de antagonistas via endofitica, nao ha
sido reportada hasta la fecha en Musdceas u otras
monocotileddneas. Al evaluar el periodo de incubacidn de la
enfaermedad no se encontréd diferencia estadistica entre los

tratamientos.

Los resultados del experimento fueron influidos por un
hongo contaminante, comun en explantes pequefos pera no en
plantas de 5 o0 & hojas verdaderas. Este hongo, ademas,
impidid la evaluacidn de los periodos de desarrollo y de
evolucitn de la enfermedad, importantes para determinar el
antagonismo de los microorganismos estudiados a M. fijiensis.
For tal motivo, no se pudo estudiar 1 efecto de los
tratamientos en el control de la Sigatoka negra, dado gque el
tiempo asignada para la conclusidn del experimento, no
permitid evaluar las plantas en el estado de seis hojas

verdaderas,
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6. CONCLUSTONES

Con base en 1os resul tados obternidos en gsta

investigacion, se presentan las siguientes conclusiones:

1.

La desinfeccion con hipeclorito de sodio al 1% por 5 min
es la mas adecuada para el aislamiento de

microorganismos endofiticos.

El numero de microorganismos aislados de la filosfera
fue mayor que el de los tejidos, a su vez las bacterias

fueron tres veces mds abundantes que los hongos.

En el experimento de antagonismo en hoja desprendida,
los microorganismos antagonicos produjeran una

inhibicidén de A. solani que varid entre el 20 v 72%.

El hongeo Trichoderma harzianum disminuyd significati-
vamente la severidad del tizdn temprano v el tamado de
plantas de tomate de invernadero, al aplicarse

endofiticamente.

Los suelos utilizados no influyeron en el efaecto

antagonico de los microorganismos.

El periodo de incubacidn de M. fijiensis no fué atfectado

por los microorganismos
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7. RECOMENDACIONES

Diferentes cepas de Trichoderma harzianum, Bacillus A28
y otros microorganismos como Gliocladium spp deberian ser

probados como posibles antagonistas via endofitica.

En &l caso de aplicaciones via endafitica en platano, se
recomienda hacer las pruebas de patogenicidad cuando las

plantas in vitro tengan 90 diags de etapa de aclimatacién.

Para la desinfeccidn de microorganismos de platano se
recaomienda praobar ia desinfeccion del filoplano con

hipoclorito de sodio al 1% en exposiciones de 2, 5 v 10 min.
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Anexo 1. Analisis de varianza para el efecto de tratamientos,
suelo y la interaccidn tratamiento Yy suela, sobre el
nimero de lesiones (1A), tamafio de lesiones {(iB) e
indice de enfermedad {tizdn temprana) (1€} en
plantas de tomate en invernadero a los tres dias de
inoculadas. Primera inoculacidn.

1A

F.V G.L S.0 c.m F.c
Trat 7 2.32303%07 0.33184558 2.08 X
Suelo 2 0.23347945 0.12673972 .79
Trat¥suslao 14 2.0586716 0.14399031 0.90

¥ nivel de significancia al &%

1B

F.v G.L S.0 C.M Fc

Trat 7 0.04233499 0.00&604814 3.01 %x
Suelo 2 0.00628824 0.003144172 1.97 n.s
Tratksuelao 14 Q.05434164 0.00388135 1.93 %

L nivel de significancia al 1%

% nivel de significancia al 5%

n.s no significativo

1c

F.oV G.L S.C M Fc
Trat 7 0.097815465 C.01397344 2.20%
Suelo 2 0.017456558 G.00B73279 1.37n.s
Trat¥suelo 14 0.113370463 0.00809933 1.27n.s
X nivel de significancia al 1%

n.s no significativo
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Anexo 2. Analisis de varianza para el efecto de tratamientos,
suelo y la interaccion tratamiento y suelo, sobre el
numero de lesiones (2R}, tamafo de lesiones (2B) e
indice de enfermedad {tizdén temprano) (2C) an
plantas de invernadero a los & dias de inoculadas.
Primera inoculacién.

2A

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

Trat 7 4.0184635974 0.97409425 1.75n.8
Suelno i 0.66821777 0.33210888 1.0ln.s
Trat¥suelo 14 3.30832350 0.23430882 0.7Z2m.s
n.s no significativo

28

Fov G.L S.C C.M F.c
Trat 7 0.0745954¢4 0.0104654649 1.56n.s
Suelo 2 G.002486801 0.00133401 0.20n.s
Trat¥suelo 14 0.068623%1 0.004790171 0.72n.s
n.s no significativo

2C

F.v G.h sS.C C.M F.c
Trat 7 0.20038171 0.028625%96 1.45n.s
Suelo 2 0.03894488 0.01948244 0.9%n.s
Trat¥suelo 14 0.17928852 0.0128B04632 O.60Nn.5

n.s no significativo
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Anexa 3. Andlisis de varianza para el efecto de tratamientos,
suelo y la interaccion tratamiento y suelo, sobre el
numerno de lesiones (3A), tamafio de lesiones (3B) e
indice de enfermedad (3C) (tizdn tempranc) en plan-
tas de invernadero a los tres dias de
inoculadas.S5egunda inoculacitn.

3B

F.V G.L 5.C C.mM Feo

Trat 7 3.842146730 0.54888107 4,42 =*x*
Suelo 2 0.02761159 0.01380580 0,11 mn-m=
Trat¥suelo 14 4.6812314&0 0.33437511 2,67 xx
L | nivel de significancia al 1%

n.s no significativo

3B

F.v Gl 5.C C.Mm Fe

Trat 7 0.018463051 0.00264436 3.40%%
Suelo 2 0.000354748 0.00028474 Q.34
Trati¥suelo 14 0.018458%1 0.0013184%9 1.68

¥¥ significancia al 1%

30

F.V G.L S.0 C.M Fe

Trat 7 0.10848522 0.0154934C D34 KK
Suelo 2 0.00123052 0.00061526 0.2in.s
Tratksuelo 14 0.12381661 0.00884404 3.05%x%

X X significativo al 1%
n.s no significativo
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Anexo 4. Analisis de varianza para el efeecto de tratamientno,
suelo y la interaccidn suelo y tratamiento sobre las
variables numero de lesiones (A), tamafio de lesiones
(B) e indice de enfermedad (tizdén temprano) en
plantas de invernadero a los &6 dias de inoculadas.
Segunda inoculacidon.

4A

F.Vv G.L 5.C cC.M Fec

Trat 7 6£.104868733 0.87212405 2.11n.s
Suelo 2 0.24726086 0.12363043 0.30n.s
Trat¥suelos 14 5.29837905 0.37845565 0.9in.s

n.s no significativo

48

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

Trat 7 0.63412322 0.09058903 2.42%
Suelo 2 0.02239464 0.01119732 0.30n.s
Tratxsuelo 14 0.34054265 C.03861019 1.03n.s
% significativo al 5%

m.s no significativo

4

F.V 5.0 5.C cC.M Fc

Trat 7 0.14822558 0.02117500 1.89n.s
Suelo 2 0.00368811 0.00284406 0.25n.s
Tratisuelo 14 C.19039788 0.01359985 1.21n.8

n.s no significativo
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Anexo 5. Andlisis de varianza para el efecto de tratamiento,
suelo v la interaccidn tratamiento v suelo sobre la
altura de plantas de tomate de invernadero, a los
33, 46 y 32 dias despues de aplicadas con los
tratamientos (9A, SB y BC respectivamente).

54

F.V G.L S.c C.M Fc
Trat 7 2630.712462 375.816066 3.92%%
Suelo 2 320.187783 1460.0930%1 1.30
Trat¥suelo 14 831.909440 59.4221073% 0.56

¥ altamente significativo.

5B

F.V G.L 5.C E.M Fe
Trat 7 3592.044444 213.149206 3.0L%K%
Suslo 2 453.6351036 226.815518 1,353
Trat¥suelo 14 &70.404381 47 .886027 .28

¥¥% altamente significativo

1

F.v G.L 5.C C.m Fc
Trat 7 5853.402588 836.200370 3.20%%
Suelo 2 4530.402751 223.201376 0.88
Trat¥suelo 14 1471.370027 1192.38B3930 0.46

¥% altamente signifircativo
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