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GUTIERREZ, F.A. 1996. Estudio de factores en la imnduccidon de resistencia a
Mycosphaerella fijiensis v promocion de crecimiento en plantas de banano. Tesis
M.Sc., CATIE, Turnalba, Costa Rica. p.

Palabras claves: Mycosphaerella fijiensis, banano, conirol bioldgico, induccién de

resistencia, promocidn de crecimiento, sustratos.

Resumen

La sigatoka negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis es el principal problema
fitopatologico del cultivo del banano. Tradicionalmente, el control de la enfermedad se basa
en el uso casi unilateral de fungicidas. Las aplicaciones frecuentes incrementan
congiderablemente los costos de produccion, imponen una fuerte seleccion al patdgeno con el
consecuente desarrollo de resistencia, ponen en peligro la salud humana y originan
problemas de contaminaciéon ambiental.

El control biol6gico surge como una opei6n mas en el manejo integrado de la enfermedad.
Anteriormente se ha trabajado en control biolégico con microorganismos antagonisias. Este
trabajo propone la induccion de resistencia y promocion de crecimiento como mecanismos
potenciales para el manejo de la enfermedad. El fenémeno de induccién de resistencia se
basa en que las plantas susceptibles contienen la informacién genédtica para la resistencia y
que pueden ser estimulados por varios medios, incluyendo patdgenos, microorganismos no
patogénicos y sustancias quimicas.

El presente trabajo se realizo con el proposito de inducir la resistencia a M. fijiensis y a la
vez promover el crecimiento en plantas de banano. Se colocaron dos expertmentos en casa de
malias con plantas de banano crecidas en macetas. El primer experimento consistid en hacer
aplicaciones de suspensiones a la rizosfera de la planta, con cuatro bacterias y un hongo, y
aplicaciones al 4rea foliar con sales de fosfatos. El segundo experimento consisti6 en aplicar
cuatro bacterias v un hongo en tres sustratos, bagazo, cachaza y broza, a la rizosfera del
banano, v evaluar los efectos de estos sobre la promocién de crecimiento e induccién de

resistencia.



L-os microorgamsmos utilizados fueron Serratia marcescens (R1), Bacillus cereus (A30),
Pseudomonas fluorescens (PRA25), Pseudomonas cepacia (AMMD) y Trichoderma
harzianum. Se utilizaron las sales de fosfatos KHPO4 Y K:HPO,. No se logré promover el
crecimiento ni inducir resistencia con la aplicacion de suspensiones bacteriales/fungales ni
con las sales de fosfatos. En las aplicaciones con sustratos, los microorganismos lograron
promover el crecimiento solamente en la vanable area foliar y al mismo tiempo lograron
inducir un grado de resistencia. Los microorganismos con el susirato bagazo no fueron
eficientes en la promocidon de crecimniento en general Los microorganismos que mosiraron
un mayor desempefio en promocion de crecuniento del area foliar fueron P. cepacia, P.
Fluorescens, S. marcescens y T. harzianum. Los mismos presentaron el mayor deseropefio en
la reduccitén del porcentaje de infeccidén en relacidn a los testigos agua y sustratos. Sin
embargo, el porcentaje mas bajo de infeccion correspondid al ratanuento con Tilt. Existe
una correlacién significativa negativa entre promocidon de crecimiento y proceniaje de

mfeccidén



GUTIERREZ, F.A. 1996. The study of factors in mduced resistance to Mycosphaerelia
Jijfiensis and plant growth-promotion in banana. Thesis M.Sc. CATIE, Turrialba,
Costa Rica. p.

Key words: Mycosphaerella fijiensis, banana, biological control, induced resistance, plant

growth-promotion, substrates.
Summary

Black Sigatoka, caused by the fungus Mycosphaerella fijiensis, is the main
phytopathological problem in banana cultivation. Traditionally, management of the pathogen
is based on the almost unilateral use of fungicdes. The frecuent applications increase
considerably the cost of production, impose a strong selection process on the pathogen with
the consequent development of resistance, endangers human bealth and onginaies
environmental contamination problems.

Biological control arises as another option in the integrated management of the disease.
Formerly, research work has been undertaken with antagonistic microorganisms. The present
work proposes induced resistance and plant growth-promotion as potential mechanisms for
the management of the disease. The fenomenom of induced resistance is based on the precept
that susceptible plants contain the genetic information for resistance and that these can be
stimulated by various means, including pathogens, non-pathogenic beneficial microrganisms
and chemical substanses.

The present work was undertaken with the objective of inducing resistance against A
fijiensis and at the same time obtain plant growth-promotion in banana. Two experimentis
were set up in a screen house, with banana plants grown in pots. The first experiment
consisted of the frecuent application to the rhizosphere of suspensions of four plant growth-
promoting bacieria and a fungus, and foliar applications with phosphate salts. The second
experiment consisted of the application to the rhizosphere of four bacteria and a fungus,
formulated in three subsirates, sugarcane pulp, sugarcane filter press and coffee hull and the
posterior evaluation of plant growth-promotion an induced resistance.

The microorganisms used were Serratia marcescens (R1), Bacillus cereus (A30),

Pseudomonas fluorescens (PRA25), Pseudomonas cepacia (AMMD) and Trichoderma



harzianum. The potasium salts KHyPO4 and K;HPO4 were used as chemical inductors. It
was not possible to achieve growth promotion nor induce resistance with the applications of
bacterial/fungal suspensions nor with the phosphate salts. Regarding the applications with
the substrate formulations, the microrganisms managed to promote growth only of the foliar
adrea and at the same fime achieve a cerfain degree of induced resistance. The
microorganisms formulated in sugarcane pulp were not efficient in promoting growth n
general. The microorganisms that showed the best performance in growth promotion were P.
cepacia, P. fluorescens and T. harzianum. These also showed the best performance with the
reduction of infection, in relation to the controls with water and substrates. However, the
lowest porcentaje of infection was obtained with the application of Tilt. There is a significant

and negative correlation beiween growth promotion and porcentage of infection.



ESTUDIO DE FACTORES EN LA INDUCCION DE RESISTENCIA A
MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS Y PROMOCION DE
CRECIMIENTO EN PLANTAS DE BANANO

1. INTRODUCCION

La sigatoka negra causada por el hongo Mycosphaerella fifiensis es una enfermedad del
follaje del banano y platano, la cual, si no se le conirola adecuadamente, afecta el
rendimiento y calidad del fruto ya que las hojas son los érganos que sintetizan las sustancias

necesariag para su desarrollo.

Su manejo convencional se basa en el uso de fungicidas protectores y sistémicos. Las
aplicaciones frecuentes que en ciertos casos alcanzan hasta treinta y cinco ciclos de
fungicidas por affo (CORBANA, 1993), ha causado la resistencia del patdgeno,
especialmente a los fungicidas sistémicos, anmentando el potencial de dafio al ambiente y
elevando los costos de produccion.. Sin embargo, la tendencia ba sido de seguir con el ugo de
los fungicidas como el arma principal para el combate y se cuenta con pocos productos

quimicos capaces de ejercer un control efectivo.

Anie este problema, el control biologico surge como una alterpativa para el manejo de la
sigatoka nepra. Este presenta varias ventajas en el manejo de enfermedades; por ejemplo,
reduce el uso de plaguiciday sintéticos disminuyendo de esta forma la contaminacién al
ambiente, incluyendo a las fuentes acuiferas y el riesgo a la salud humana. Otra ventaja
importante es su efecto duradero ya que a largo plazo se logra establecer un equilibrio en los
sistemas de produccién. Ademas, es mas dificil que los patdgenos logren desarrollar

resistencia a los plaguicidas biolégicos.



En banano se ha trabajado con resultados positivos en el control biolégico del hongo
causante de la sigatoka negra, principalmente a través del mecanismo de antagonismo. En
trabajos realizados por Gonzalez et al (1996b), las bacterias Serratia marcescens y Bacillus
cereus ejercieron un excelente control el campo con aplicaciones al follaje. Ruiz (1995)
probé diferentes sustratos para mejorar la persistencia de los microorganismos anteriores.
Las aplicaciones al follaje con distintos sustratos pueden desarrollar el balance de la flora
bacteriana antag6nica del filoplano. Sin embargo, existe el riesgo de estimular el crecimiento
de ofros microorganismos indeseables. Para eliminar los nesgos de la aplicacion de
antagonistas al follaje es importante considerar la induceién de resistencia y la promocion de

creciimiento,

La induccion de resistencia tiene la ventaja de poder estimular mecanismos de defensa en
plantas totalmente susceptibles a una enfermedad. En ciertos casos, la induccién puede ser
permanente, protegiendo asi la planta durante toda su ciclo de vida. Otra ventaja es que
puede ser sistémica, ya que la induccién en un sitio puede servir para otras partes de la

planta.

La promocion de crecirmiento es un fendémeno relacionado a la induccidn de resistencia. La
promocion de crecimiento se da como consecuencia de una eliminacidén de la actividad de
microorganismos deletéreos. De esta forma, se reduce el efecto del patogeno y se presenta

una condicién secundaria que es un incremento en el crecimiento de la planta.

Las referencias que se tienen sobre la induccion de resistencia y promocion de crecimiento en
banano son muy pocas v mas bien se fundamentan en observaciones preliminares y

empiricas. A nivel visual, Gonzaléz ef al, (1996b) y Ruiz (1996) han observado diferencias



en crecimiento de las plantas traiadas con organismos antagonistas que se conocen por iener
propiedades para inducir resistencia y promover el crecimiento. Miranda (1996) logro
establecer diferencias en el grosor del pseudotallo en plantas tratadas en la raiz con

diferentes cepas de bacterias.

En algunas pruebas es dificil separar los efectos antagénicos de los efectos de induccion de
resistencia. Ademas, surge el problema de la alteracién de la flora del filoplano. Para evitar
este problema, la aplicacién de los microorganismos a la rizosfera podria demostrar si los

antagonistas probados inducen resistencia.

Fl establecimienio de lag poblaciones de los microorganismos depende de varios factores.
Uno de estos es la disponibilidad de fuentes de alimento para que sobreviva el agenie de
control. F1 vehiculo usado para portar y mantener a los agentes en el suelo debe comphr con
esta condicion. Las bacterias y hongos usados en el control biologico, comunmente han sido
aplicados en vehiculos como turba y talcos o encapsulados en gomas y geles. Es importante
trabajar con un sustrato facil de adquirir y con la capacidad de proporcionar las condiciones

de supervivencia a los microorganismos.

Dada la importancia del banano y platano en centroamérica, y el compromso de CATIE de
producir conservando y conservar produciendo, surge la necesidad de profundizar mas en
investigaciones sobre el mecanismo de inducciéon de resistencia y la promocion de
crecimiento, como posibles tActicas en el manejo de la sigatoka negra y su aplicacion

mediante sustratos apropiados.



2. OBJETIVOS GENERALES

Evaluar la capacidad de cuatro bacterias, un hongo v un inductor quimmco para mducir

resistencia a M. fijiensis y promover el crecimiento en banano.

Evaluar la eficiencia de tres susiratos para la aplicacidn de los microorganismos inductores

de resistencia v promotores de crecimiento a la rizosfera de la planta de banano.

3. HIPOTESIS

Las bactenias, Serratic marcescens, Pseudomonas (Burkholderia) cepacia, Pseudomonas
(Burkholderia) fluorescens, Bacillus cereus, el hongo, Trichoderma harzianum y el agente
quimico fosfato no promueven el crecimiento del banano mi inducen resistencia contra M.

Jijiensis.

No hay diferencia en el desempefio de los organismos al utilizar varios sustratos



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Aspectos generales de M. fijlensis

4,1.1 Taxonomia

Muycosphaerelia fijiensis pertenece a la clase Ascomycetos, sub clase Loculoascomyeetidae,
orden Dothideales, familia Dothideaceae, genero Mycosphaerella (Alexopoulos ¥y Mimas,

1979).

M. fijiensis (Morelet) es la forma sexual o teleomoérfica del patégeno mientras el estado
imperfecto o anamorfico corresponde a Paracercospora fijiensis (Zim) (Pons, 1989). Se
caracterizan por tener estructuras miceliales con paredes de quitina, ascas en ascocarpos y

otras caracteristicas que se han establecido para el subreino (Whittaker, 1969).

4.1.2. Biologia

4.1.2.1. Estructuras reproductivas

El hongo se caracteriza por la produccién de conidios y ascosporas. En los primeros estados
se forman conidioforos y conidios. Los conidibforos se desarrollan primero sobre la
superficie abaxial de pizcas iniciales en el primer estado de estrias y continia hasta el primer
estado de mancha { Meredith y Lawrence, 1969). Poco tiempo después del desarrollo de la
lesion, ocurre un cese en la produceibn de conididforos y se inicia la formacion de

espermagonios y seudotecios.



Los espermagonios se desarrollan en el segundo estado de estria o primer grado de mancha y
son mAs abundantes sobre la cara abaxial que sobre la adaxial. Estos frecuentemente lo
hacen en la superficie abaxial en la cdmara subestomatica de la cual uno o més conididforos
han emergido. Los pseudotecios son mas anfigenos pero se encueniran mas frecuentemente
sobre la superficie adaxial de la mancha (Leach, 1964). La principal fuente de inodculo son
las ascosporas (Meredith et al, 1973; Gauh! 1990). Los comdios son importantes al parecer,
en la diseminacién entre hojas vecinas mientras las ascosporas son responsables de la

diseminacion en el campo.

La importancia se nota en la capacidad de producir unidades infectivas. Se considera que
una estria de sigatoka negra produce en promedio 134 conididforos cada uno con 6 conidios,
lo cual implica que cada estria puede producir mas de 1000 conidios (Quifion, 1972).
Mientras tanto, en conteos de ascosporas en plantaciones comerciales, se han encontrado

entre 8000 a 32000 ascosporas por m° de aire durante 24 horas (Stover, 1980).

4.1.2.2.Condiciones climaticas que favorecen al patégeno

La lluvia, el rocio v la temperatura son los componentes del clima s importantes en el
desarrollo y diseminacién de la enfermedad. Las altas temperaturas, la alta humedad relativa
y los climas Ihuviosos favorecen la rapida propagacion y alto grado de infeccion (Gonzalez y

Jaramillo, 1979).

La femperatura dptima para el crecimiento del patogeno es de 26° C pero si la humedad es
baja v las temperaturas nocturnas menores a 20° C, se frena el desarrollo de la enfermedad

(Stovery Sim_mends, 1987).



4.1.3. Origen de la sigatoka negra

La mancha causada por sigatoka se reporté por primera vez en la isla de Java en 1902 y
posteriormente en Fiji en 1912 (Meredith, 1970). En afios posteriores, la enfermedad se
distribuyé a varias regiones bananeras incluyendo Ausiralia en 1924. Para 1937 se
reportaban serios dafios en varios paises incluyendo México, América Central, Colombia, el
Caribe (Stover, 1972) y al Ecuador en 1950, Africa Oriental en 1938 y Africa Occidental en
1940. Esta forma del patbégeno se conoeia como Mycosphaerella musicola. En 1963, en Fiji
se presentd un tipo mAs severo del patdgeno, probablemente proveniente de Nueva Guinea o
de las islas Solomoén (Stover, 1978) v se le conocié como sigatoka negra, causada por M.
Jijiensis. Se disemind en toda Asia, posteriormente. M. fijiensis hizo su aparicion en
centroamérica en 1972 en Honduras, y desde 1977 hasta 1980 se dispers6 por el resto de
centroamérica y sur de México. Algunas areas se mantienen libres aun, como por ejemplo,

ciertas areas en Colombia, Ecuador, Venezuela, Brasil e islag del Caribe.



4.2. El problema de la sigatoka negra en la producclion bananera

La gigatoka negra presenta un problema econémico importante ya que el manejo constifuye
un rubro econémico muy elevado en los costos de produccion. Ademas, ejerce un efecto
negativo sobre el desarrollo, rendimiento v calidad del fiuto. La enfermedad causa una
defoliacion severa en la planta aunque no la mata. Sin embargo, ocurre un efecto adverso
sobre la calidad de la fruta. Si la enfermedad no se controla, la fruta tiende a madurarse en
transito. Esto causa que el fruio se coseche a un menor grado para evitar la maduracién,
causando un disminucién en el peso promedio de los racimos. En el campo, las hojas llegan
a la senescencia rapidamente y se remueven prematuramente como un practica para redueir
in6culo, causando una disminucidén adicional en el peso del racimo (Stover y Simmonds,

1987).

Sauma (1995) reportd que en Costa Rica los rendimientos disminuyeron de un promedio
nacional de 2731 cajas afio” ha™ en 1989 a 1850 cajas afio*ha™ en 1994. Esto se atribuye en
parte a los efectos del patdgeno, ademéds de los pocos incentivos de los productores a hacer
1 mejor control, debido a los bajos precios internacionales del bapano. El manejo de la
enfermedad cuesia en Costa Rica cerca de $46 millones para mantener las 46000 ha en

produccion, con aproximadamente 35 aplicaciones por afio (CORBANA, 1993.)



4.3. Manejo convenclonal de la Slgatoka negra

Mycosphaerella fijiensis se introdujo al Caribe y Amenca Central en 1972 (Stover y
Dickson, 1976). Desde entonces la enfermedad se ha manejado con base en fungicidas.
Stover (1989) describe las diferentes etapas por la cual pasé el manejo quimico de M.
musicola y M fijiensis. Desde 1936-1962, el confrol se basé en el uso de fungicidas
protectantes. Estos inclulan las mezclas bordelesas, fungicidas cupricos, aceites y los
ditiocarbamatos. Describe también una etapa antes de 1978 cuando los aceites derivados de
petrdleo fueron usados extensivamente. En 1967, Du Pont introdujo el Benlate (benomil) en
Honduras que resultd muy eficiente en el manejo de la enfermedad. Calixin (iridemorph)
también fue iniroducido al mismo tiempo pero no fue sino hasta diez afios despues que se
descubri6 su efectividad contra el hongo. Sin embargo en 1976 se empezd a observar
resistencia al benomil v se volvieron a reintroducir otros protectantes, incluyendo
clorothalonil y mancozeb. También se empezd a experimentar con mezclas entre fungicidas

sistémicos y protectantes.

Otras modificaciones al manejo de la sigatoka inchiyeron el disefio de sistemas de preaviso.
Klein (1960) utilizé un método de conteo de rayas y los efectos de los fungicidas en
diferenies etapas de desarrollo y comelacionado a factores climéaticos. Ganry y Meyer
(1972ab) diseftaron otro método que media el desarrollo de la lesiones, y correlacionado con
las temperaturas y tasa de evaporacion. Cada método involucraba el uso de aceites y
fungicidas los cuales han sido modificados para ajustarlos a diferentes latitudes. Se han

reportado éxitos con estos métodos. Por ejemplo, en Camertin, la sigatoka era controlada con
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tan solo 10 - 14 aplicaciones afio” en comparacion a centroamérica donde se hacen hasta 35-

45 aplicaciones (Stover, 1989).

En 1984, se introdujo el Tili (propiocconazole) de la familia de los triazoles y hasta el
momento constituye la base del conirol quimico. El Tilt se raté de manejar de una forma
adecuada para evitar el desarrollo de resistencia. Algunos criterios usados fueron los
siguientes: alternancia de productos de accidén diferente, utilizacion de mezclas de productos
sistémicos y protectantes, limitar el uso de un sistémico a no mas de 8 aplicaciones afio™”, y
no mas de dos aplicaciones consecutivas con un mismo fongicida sistémico (Vargas y

Calderén. 1991).

Sin embargo, recientemente el hongo ha presentado resistencia a este fungicida y se estin
probando otros productos para el control de la enfermedad. Se estin usando ofros productos
tales como Baycor, Calixin y Bumper (Elango 1996, comunicacién personal). Actualmente,
estan surgiendo otras moléculas con potencial contra la enfermedad pero es cuestion de
tiempo para comprobar si éstas son eficientes para el manejo. Por esta razén, se ha hecho
necesario incursionar en otros campos de manejo de enfermedades para enfocar el problema

de la sigatoka,
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4.4. Control biologico

Baker v Cook (1974) definen el control biolégico como la reduccién del inéeulo o de la
actividad de la produccién de la enfermedad logrado por o a través de uno o mas organismos
excluyendo al hombre. La definicion es bastante amplia e incluye varios conceptos de control
biologico tantos clasicos como nuevos. En la actualidad se incluyen varios conceptos nuevos
tales como el uso de bacterias promotoras de crecimiento, resistencia inducida, sistemas

bidticos que excluyen al patdgeno del hospedante, y el uso de plantas transgénicas.

Andrews (1992) propone una definicion mis concisa. El control bioldgico es
fundamentalmente ecologia aplicada. Especificamente, su meta es de manejar una
comunidad microbial para favorecer al agente de control y desfavorecer al patdgeno. El uso
de microorganismos como agentes de control ha atraido mucho interés ep la rama de
fitopatologia en los ltimos veinte a treinta aftos {Cook, 1993). Jacobson y Backman (1993)

proponen que las razones por este cambio son las siguientes:

¢ El ptblico percibe que los residuos de los plaguicidas sintéticos causan problemas de
seguridad en los alimentos y que son dafiinos al ambiente.

e La resistencia a los plaguicidas es otro problema que va en incremento al igual que la
calidad del agua superficial v subterrdnea

» Existe preocupacién sobre especies en peligro de extineion y seguridad de los trabajadores
que aplican los plaguicidas.

o El auge por los productos organicos esta apoyando el uso y desarrollo de productos

biolégicos.
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Sin embargo, las estrategias de control biolégico han sido limitadas por una demora en el
desarrollo de productos de control bioldgic o el bajo retorno econdmico de los agentes de
control bioldgico, el costo, el volumen de los materiales y enmiendas requeridos para
favorecer la supresion por parte de los agentes de conirol. Ademas, los agentes de control
biolégico son de un egpectro reducido y muchas veces menos eficaces que los plaguicidas

sintéticos.

4.5. Sltuacién actual de los productos bloldgicos registrados para uso
comerclal

Son muy pocos los productos registrados por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de
los EE.UU. como control bioldgico de enfermedades. La corta hista incluye las siguientes

(Cook, 1993):

Binab-T : a base de T. harzianum/polisporum usado para la proteceion de heridas causada

por la poda en varios cultivos.

Galtrol-A: a base de Agrobacterium agrobacter K-84 para el confrol de agallas causadas

por A. tumefasciens en los cultivos en que se presenta esta enfermedad.

Dagger-G: a base de Pseudomonas fluorescens para el control de enfermedades de

plantulas de algodon.
F-Stop: a base de T. harzianum para el control del mal de talluelo en frijol, mant y arveja.

GL-21 y GlioGard: a base de Gliocladium virens contra Pythium y Rhizoctonia.
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Quantum 4000 LTH y Kodiak a base de Bacillus subtilis raza A-13/GB03 como
inoculante para semillas de mani, algodén y frijol contra la pudricion de la raiz causada por

Rhizoctonic.

Los microorganismos se usan mas a la manera de un plaguicida que de un producto
biologico (Cook,1991). Esto se debe en gran parte por la experiencia obtenida con Bacillus
thuringiensis contra lepidopteros. Ademas, para las aplicaciones, existe el uso de
formulaciones, adyuvanies, y equipo similar al usado para agroquimicos (Sutton y Peng,

1993).

La barrera gque se interpome al desamollo de productos comerciales a base de
microorganismos existe sobre todo en el registro de nuevos productos. En los Estados
Unidos, la EPA considera a los microorganismos que colonizan a las plantas o partes de
ellas como plaguicidas microbiales y por ende sujetas a control regulatorio por la Acta
Federal sobre Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas (FIFRA) y la Acta Federal sobre
Alimentos, Drogas y Cosmeticos (FFDDA). Estas agencias requieren un permiso de uso
experimental si el microorganismo se usara en mas de 3.9 ha y deben ser registrados como
plaguicidas microbiales anies de ser vendidos. Debido a esto se filtran productos o agentes
que no justifican el costo de registro. Ademsas, este regisiro requiere que se hagan pruebas

toxicologicas, las cuales pueden costar hasta US$200000 (Cook, 1993)
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4.6. E! control blolégico como alternativa en el manejo de enfermedades

El control biolégico de patdgenos puede ocurrir a través de varias formas. El uso de
microorganismos antagonistas es una de ellas. Otras formas se basan en la induccién de
resistencia local o sistémica causada por microorganismos que ifambién pueden ser

promotores de crecimiento de las plantas (Kloepper, 1994).

Fl fendmeno de resistencia inducida se basa en que las plantas susceptibles contienen la
informacién genética para la resistencia contra las enfermedades y que éstas se pueden
expresar sistematicamente por periodos extendidos de tiempo con la previa inoculacion de
pat6genos, formas avirulentas de patdgenos, razas no patogénicas a cultivares, componentes

microbiales, v otros quimicos de origen no microbial. (Kue, 1982, 1987).

Los microorganismos involucrados en inducir Ja resistencia en un hospedero promueven una
respuesta que en cambio protege partes de la planta, siendo el caso de inmunizacion local
(Dehme et al,1984; Giriy Sinha, 1979; Welizein, 1989) o partes de la planta distantes al sitio
de induceion, siendo el caso de inmunizacion sistémica (Dean y Kue, 1985, Gottstein y Kuc,

1989, Tuzun y Kuc 1985a,b).

Los agentes inductores de resistencia se dividen en varios grupos. Uno muy importante son
los microorganismos patogénicos. El concepto de como la planta se vuelve resistente se basa
en que las plantas susceptibles pueden ser infectadas y luego logran recobrarse o tambien ser
infectadas en sitios donde la enfermedad no causa daflo. Cualguier condicion induce la
resistencia. (Tuzun y Kloepper, 1995). Otro grupo de inductores son los microorganismos no

patogénicos. Estos toman la forma de suspensiones y/o filtrados de bacterias saprofiticas (
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Schmidt, 1988; Schénbeck et al, 1980) hongos saprofiticos (Gregersen y Smedepaard-
Peterson, 1989) e inclusive micorriza contra hongos( Rosendahl, 1985) y nematodos

(Carling et al, 1989),

F! ofro grupo involucrado en la induccion de resistencia se refiere a las nzobacteria
promotores de crecimiento de las plantas. Este grupo presenta varios efectos benéficos. Uno
es la promocién directa del crecimiento (Kapulnik, 1991; Schroth y Becker ,1990). Otro
efecto es el control biologico de 1a enfermedad (Bakker ef al, 1991; Kloepper 1991, 1993) y
por ultimo, la induccién de resistencia en el hospedante (Kloepper et al, 1993; Tuzun y
Kloepper, 1994). Meera et al (1993) tarnbién describieron a hongos promotores de
crecimiento en zacates para céspedes que inducen resistencia sistémica contra C. orbiculare

en pepino.

Ademas de induccion por parte de microorganismo, el fendmeno se puede lograr con ciertos
tipos de agentes quimicos. Se. sabe que varias formas de fosfatos , tales como oxalatos,
dipotasio/sodico o tripotasio/sddico, logran inducir resistencia (Gotistein y Kue, 1989). El
uso de 4cidos grasos insaturados (Cohen et al, 1991a), herbicidas del grupo de los
dinitroanilinas (Cohen et al, 1991b), los 4cidos salicilicos, 7-methanol benzol-1,2,3-
thiadiazol, ethapén (Okuno et al, 1991), chitosan, y otros compuestos son responsables de

muchos casos de resistencia inducida.
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4.7 Respuestas de defensa en las plantas y regulaclon molecutar

Las plantas superiores cuentan con varios mecanismos de defensa que son inducibles al
ocurrr las interacciones planta-patégeno, Muchas de estas respuestas son el resuliado de 1a

activacion en la transcripeién de genes especificos (Kombrink y Sormssich, 1995)

Las muchas interacciones se pueden agrupar en ires clases que pueden estar o no

relacionadas entre si. Generalmente, se reconocen log siguientes:

1. Respuestas de defensa tempranas e inmediatas: reconocimiento y sefializacion intracelular
2. Respuestas locales de defensa

3. respuestas sistémicas de defensa

Un cuarto fendmeno, la promocion de crecimiento, esta asociado al sistema de defensa pero

gu aporte a log otros mecanismos no es tan claro atn.

4.7.1. Respuestas de defensa tempranas e inmediatas: reconocimiento y sefializacion
intracelular

Esta respuestas de defensa se conocen como una primera linea de defensa debido a la
reaccion rapida v a su correlacion de la induccién subsecuente a otras respuestas de defensa.
Algunas de las respuestas que ocurren es el cambio en los flujos iénicos ', K, ClI, Cay)a
través de la membrana plasmatica y la formacién de HyO, tan pronto como 2-5 minutos
despues de la aplicacion de elicitores (Nurnberger ef al, 1994). El Ca? se ha ligado a la
fosforilacién de proteinas. Al mismo tiempo, ocuire una rapida biosintesis de etileno y la

activacion transcripeional de genes relacionados a la defensa de las plantas.
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Estos flujos ionicos, fosforilaciones proteicas y sintesis de especies activas de oxigeno
cumplen funciones como componentes que ejecutan sefiales que activan ofros genes de

defensa, en lo que serla una segunda linea de defensa (Kombrink y Somssich, 1995).

Sin embargo, no en todos los casos se asocia esta seflalizacién con la induccién de
respuestas subsecuentes de defensa, como el caso que conlleva a la sintesis de fitoalexinas.
Esto indica que pueden existir vias de sefializacion alternativas ( Devlin y Gustine, 1992;

Felix et al, 1993).

Algunos de esios componentes que se forman rapidamente y forman parte de las vias
sefialadoras, pueden participar directamente en la defensa de las planias contra patogenos.
Algunas formas o especies de oxigeno, tales como el anién superoxido (Oy) v peréxado de
hidrégeno (H0O5) son citotéxicos y debido al proceso del “estallido de oxigeno™ pueden
causar la muerte del patogeno v/o hacer lento el ingreso de éstos, al reforzar la paréd celular
a través de un enlazamiento cruzado oxidativo de proteinas especificas estructurales (Aposiol

et al, 1989; Bradley et al, 1992; Mehdy, 1994).

Estas formas activas de oxigeno pueden contribuir a la muerte celular de los hospedantes y
se asocian al colapso rapido y a la muerie de las células infectadas , proceso que ocurre
durante la reaccion de hipersensibilidad. Por su parte, la reaccion de hipersensibilidad parece
ser un. proceso multicomponente geneticamente determinado que es poco entendido a nivel
molecular. Al parecer este proceso restringe al patogeno al privarlo de los nuirientes
requeridos para el crecimiento y el desamollo. El proceso, al parecer, involucra un dafio

jreversible a la membrana que resulta en un escape de electrolitos y peroxidacion de lipidos
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(Atkanson, 1993; Collinge et al, 1994). Esto causa la muerte celular v aislamiento del

patogeno, que no llega a producir enfermedad.

4.7.2. Respuestas locales de defensa

Esta segunda clase de defensa se asocia también a la reaccion de hipersensibilidad. Estag
respuestas bloquimicas muchas veces involucran la resintesis de proteinas v son
consecuentes de un franscripeién por parte de los genes que se activan. Estas proteinas
pueden directamente o indirectamente restringir el desarrollo de los patdégenos invasores.
Estos incluyen enzimas claves de metabolismo general de polipropanoides tales como Liasa-
amonica de fenilalanina y 4-coumarato: CoA ligasa, innumerables proteinas involucradas en
la biosintesis de fitoalexinas y otros metabolitos secundamios, glicoproteinas ricas en
hidroxipolina y proteinas ricas en glicina, profeinas relacionadas a la patogenicidad intra y
extra celulares que incluyen quitinasas y 1,3-f-glucanasa, peroxidasa, lipoxigenasa,
proteinasa e inhibidores de poligalacturonasa, y proteinas antimicrobiales (Somssich et al,

1989; Taylor et al, 1990; Pontier ef al, 1994).

El metabolismo del fenilpropanoide es de mucha importancia ya que de sus tantas vias
ramificadas se produce una gran variedad de compuestos con diversas funciones. Estos
incluyen pigmentos, antibidticos (fitoalexinas), protectores de rayos ultravioletas, moléculas
sefialadoras y compuestos estructurales tales como lignina, suberina y ofros componentes de
pared celular que la convierten menos permeables a los patogenos (Hahlbrock y Scheel,

1989).
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Las fitoalexinas constituyen un grupo de componentes quimicos con amplic espectro de
actividad antibittica (Nicholson y Hammerschmidt, 1992). Cada especie de planta produce
un conjunto caracteristico de fitoalexinas que se derivan de metabolitos secundarios y
frecueniemenie constituyen de derivados de fenilpropanoide, terpenoides y poliacetilenos

(Hahibrock y Scheel, 1989).

Este tipo de defensa local se da como respuesta ripida y localizada de los mecanismos de
defensa en el sitio de ingreso del patdgeno, después de un reconocimiento inicial. Por esto se
considera como una segunda linea de defensa que es esencial para limitar la invasion a
pequefias 4reas de tejido. Aparentemente, en este tipo de respuesta, los niveles inducidos de
Ja expresion genética, es lo mismo para todas las células en toda el 4rea afectada y existe una
demarcacion fija entre células totalmente activadas y aquellas sin afectar (Schmelzer et al,

1989).

Aun cuando existe una correlacién de estas formas de activacion de los genes relacionados a
la defensa, con la reaccidn de hipersensibilidad, hay pocos datos que muestran una relacion
estrecha entre los dos mecanismos. Muchos de estos genes relacionados a la defensa pueden
ser activados por elicitores que no causan la reaccion de hipersensibilidad o se expresan en
niveles similares en interacciones compatibles y no compatibles (Schroder et al, 1992,
Atkinson, 1993; Jakobek y Lindgren, 1993). La reaccion de hipersensibilidad solo ocurre en
interacciones incompatibles y requiere la presencia de un grupo de genes conocidos como
hrp. Los mutantes patogénicos que carecen de estos genes inducen la produccion de
sustancias relacionadas a la defensa pero no la reaccion de hipersensibilidad. Ademas,

aunque existe mucha evidencia de que la reaccién de hipersensibilidad es un componente
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altamente importante de defensa, en muchos casos se observa resistencia independiente de
este mecanismo (Atkinson, 1993). Se puede deducir entonces que las plantas poseen otras

maneras para detener la invasion.

4.7.3. Respuestas sistémicas de defensa

El tercer tipo de respuesta de defensa se conoce como resistencia inducida o resistencia
sistémica adquirida. La infeccitn local por algunos patdgenos puede llevar a una resistencia
generalizada, aunque se reconoce una serie de elicitores bibticos y abidticos que pueden

iniciar el proceso.

Este tipo de resistencia es efectivo contra un amplio rango de patdgenos, incluyendo virus,
bacterias y hongos y puede durar por varias semanas o meses. El mecanismo se ha
correlacionado con la activacion sistémica de varias respuestas de defensa especificas, por
una via de transduccion iniciada localmente en el sitio de ataque del patégeno (Kessmann et
al, 1994). Sin embargo, de todos los mecanismos de defensa conocidos, solo algunos se
correlacionan con la resistencia inducida. Este mecanismo se considera como un componente
adicional del sistema de defensa de la planta que, al ser dirigido a subsecuentes invasores, se

considera como una tercera linea de defensa.

De los cambios notados en el proceso de induccion de defensa se encuentra la produccion de
proteinas relacionadas a la patogénesis. En tabaco, se reconocen por lo menos nueve familias
de genes que se activan sistémicamente como respuesta a la infeccién local con el virus del
mosaico del tabaco (Ward et al, 1991). Estos genes codifican proteinas tales como 1.3-B-

plucanasa, quitinasas, proteinas ligadoras de quitinas, proteinas parecidas a la taurnatina, y
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PR 1, todos eon actividad antiftingica (Kombrink y Somssich, 1995). La aplicacion de acido
salicilico v de 4cido 2,6-dicloroisonicotinico activé estos mismos genes (Kessmann, et af,

1994).

Fn varios estudios, la induccién se resiringié a las isoformas acidicas de las proteinas
relacionadas a la patogenicidad (PR), sugiriendo que las isoformas bésicas no se involucran
en la induccion sistémica (Brederode et al, 1991; Ward et al, 1991). Sin embargo, la
induccién sistémica en papa muestra que las isoformas bésicas y acidicas se involucran en el

proceso (Schroder et al, 1992).

Las Teacciones que ocuiren varlan de acuerdo a la especie. Por ejemplo, en pepino, se
forman otros compuestos tales como una quitinasa tnica de clase III, niveles elevados de
peroxidasa, glucoproteinas ricas en hidroxiprolina, lipogenasas y dcido salicilico
(Madamanchi v Kue, 1991; Hammerschmidt, 1993). En otros casos, especificamente en
melén tomate y tabaco, se activan inhibidores de proteinasa pero sus funciones en la
resistencia no han sido establecidos (Roby et al, 1987, Geoffroy et al, 1990; Pautot et al,

1991, Linthorst et al, 1993).

4.'1.4. Promocion de crecimiento

Muchos estudios han ligado el fenémeno de promocion de crecimiento por clertos grupos de
organismos esencialmente bacterias saprofiticas, con la mnduceién de resistencia a hongos,
bacterias y virus (Wei ef al, 1991; Liu et al, 1995 a,b: Raupach ef al, 1996). Sin embargo,
mientras en la induccion clasica, se han determinado upa serie de reacciones que explican

dicho fendmeno, los que explican la promocion de crecimiento no son tan claras. Muchas



22

bacterias promotoras de crecimiento se han asociado con la estimulacion de la produceidn de
compuestos bioquimicos asociados a la defensa. Van Peer ef a/ (1991) observaron
mcrementos en la acumulacion de fitoalexinas en claveles con el uso de Pseudomonas sp.
En frijol, también se han incrementado los miveles de proteinas PR (Hynes y Lazarovitz,
1989), incrementos en la actividad de la peroxidasa (Albert y Anderson, 1987), v un

incremento en la lignificacién (Anderson y Guerra, 1985).

Los mecanismos por los cuales los microorganismos promotores de crecimiento causan un
incremento en el crecimiento no son claros aun. Algunos han sido propuestos para explicar el
fendmeno.Se cree que la promocion de crecimiento se da como una respuesta indirecia al
cambiar el balance microbial en la rizosfera (Kloepper y Schroth, 1981). Algunos de los
mecanismos involucrados son, por ejemplo, que las bacterias benéficas brndan proteccion
contra patbgenos no parasiticos de las raices, posiblemente mediante el empleo de sustancias
antibidtcas (Broadbent et al, 1977, Weller, 1988), Estos organismos no parasitos se cree
inhiben el crecimiento sin causar sintomas algunos. Rovira (1972) caleuld que por lo menos
el 20% de la produccion potencial de las plantas se debe a la accidon de estos
microorganismos. Las bacterias benéficas podran inhibir a estos microorganismos o destruir

las fitotoxinas que producen.

Algunos promotores de crecimiento también cuentan con sider6foros quelatantes de hierro
(Kloepper et al, 1980), otros producen HCN, que esta implicado en la supresidn de bactenias

deletéreas (Stutz, et al, 1986).

Otro mecanismo es el de produccién de sustancias que promueven el crecimiento,

incluyendo I_Bg\ﬂadores de crecimiento como giberelina (Brown 1972), o auxinas
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(Merrimann et al, 1975). Algunas bacterias también pueden fransformar minerales no
disponibles y compuestos organicos en formas disponibles a la planta (Bajpal y Sundara
Rao, 1971). En algunos casos, especies como Bacillus polymyxa, B. racemosus y B.
circulans logran fijar nitrégeno libre en condiciones anaerdbicas (Rovira, 1963; Mulder y

Brotonegoro, 1974).

La forma como se asocian los organismos promotores de crecimiento a la defensa de la
planta se pueden colocar en dos grupos principales: los que conirolan enfermedades por
antagonismo y los que conirolan las enfermedades por mecanismos que no involucran la
produccion de compuestos toxicos. En este tltimo se incluyen los que compiten por susirato

o sitio y los gue inducen resistencia.

4.8. Microorganismos como agentes de control bloléglco

4.8.1. Serratic marcescens

Es una bacteria productora de enzimas, incluyendo dos proteasas, una metaloproteasa, una
serinoproteasa (Kaska, 1976), v upa quitinasa (Lysenko, 1976). Varios aislados de la
bacteria pueden ejercer control sobre varios grupos de plagas, incluyendo insectos como el
caso de Cnaphalocrocis medinalis en arroz (Joshi et al, 1987), en nematodos, como
Meloidogyne incognita en tomate (Zavaleta-Mejia y Van Gundy, 1989). En este caso la
accion se atribuyd a la secrecion de sustancias volatiles producidas por la actividad

metabdlica de 1a bacteria.
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El microorganismo se ha usado para el control de enfermedades bacterianas y fungales.
Entre varios trabajos figuran algunos tales como el control de Xanthomonas campestris pv
vignaradiatae en frijol (Bora et al, 1993). Se han reportado casos de control eficiente contra
hongos como Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani. El mecanismo de accion considerado
es la competencia por nutrimentos con el patdgeno (Ordentlich et al, 1987). Algunas cepas
aisladas de la filosfera del banano han temido acciéon antagonista contta M. fijiensis
atribuyendo esta accién a las propiedades quitinoliticas del organismo (Gonzélez et al,

1996b).

4.8.2. Psendomonas cepacia

Ha sido utilizada en el control bicldgico conira patdgenos foliares. Knudsen y Spurr (1987)
obtuvieron un antagonismo contra Cercespora arachidicola mayores al control utilizado.
Una cepa también ha sido utilizada contra Rhizoctonia selani en rabano japonés { Homma

etal 1989).

4.8.3. Pseudomonas fluorescens

Es una bacteria que esta asociada al filoplano como también a la rizosfera. Cuando la
bacteria se introduce en la semilla o material de siembra, controla enfermedades patogénicas
del suelo y promueve el crecimiento al suprimir organismos dafiinos del suelo (Kloepper,
1991). Son varios los mecanismos que operan en el control biologico con P. fluorescens.

Esta bacteria es de accién antagonista, Como antagonista, se cree que reduce la germinacion
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de esporas y crecimiento del tubo germinativo y causa lisis de la hifa, lo cual reduce el

desarrollo de las lesiones ( Austin et al, 1977).

Hay razas que producen siderdforos, los cuales inhiben el crecimiento de otos
microorganismos de las raices al competir por y fijar el hierro disponible en el suelo (Schroth
y Hancock, 1982). Ademas, varios aislamientos de P. fluorescens producen dos antibibticos
fenil pirrol clorinados, uno con accién inhibitoria contra comicetos (Howell y Stipanovic,
1980). Ademas de producir antibitticos antifungales, otros aislamientos producen
antibioticos antibacteriales no identificados que inhiben el crecimiento de P. syringae pv.
phaseolicola en frijol (Teliz-Ortiz y Burkholder, 1960). En otros casos producen sustancias

tales como el cianuro (Voisard et al., 1989).

E1 mejor ejemplo del uso de P. fluorescens es en el control de Gaeumannomyces graminis
var tritici. La raza 2-79 se aisl6 en 1979 de las raices de trigo v se ha usado intensivamente
para el control de la enfennedad (Cook, 1991) y el mecanismo de control es por antibiosis.
La bacteria también ejerce efectos de promocion de crecimiento e inductores de resistencia.
En papa, la bacteria ha causado incrementos en los rendimientos y control de varias

enfermedades ( Kloepper y Schroth, 1981).



26

4:8.4. Trichoderma harzianum

Trichoderma spp. se encuentra entre los mejores antagonistas conocidos y ba sido utilizado
por largo tiempo en control biolégico de varias enfermedades de plantas y bajo diferentes
condiciones ambientales. Actia como hiperparasito, como productor de antibiéticos o como

competidor de nutrimentos con caracteristicas de crecimiento rapido (Reinecke,1974).

Trichoderma spp. producen antibioticos volatiles y no volatiles (Dennis y Webster 1971
a,b). Se han identificado dos sustancias antibioticas que son, trichodermina, un antibidtico
sesquiterpeno activo contra hongos y varios antibiéticos peptidicos activos contra hongos y

bacterias. El acetaldehido se eree es uno de los antibioticos volatiles.

Algunos mutantes de T. harzianum pueden degradar el mucilago de los apices radiculares de
las plantas que consisien en parte de carbohidratos complejos tales como celulosa,
hemicelulosa y pectina (Ahmad y Baker 1987 a,b). Esto le confiere a estos mutantes una

mejor utilizacién de celulosa en la raiz y una mejor habilidad competitiva.

Como competidor, T. harzianum se ha teportado para el control de Botrytis cinerea en frutas
de fresa durante la cosecha y almacenamiento (Tronsmo y Dennis, 1977). Ademas de ser
controladores de la 4rea foliar, T, harzignum es un hiperparésito de patégenos de la raiz

Alcantara (1978) utilizé T. harzianum exitosamente conira Sclerotium rolfsii.

También ha sido usado bajo un sisterna de exclusion de nicho. Una formulacidon conocida
como Dinab T (Trichoderma harzianum| polysporum) se utiliza para proteger heridas

producidas durante la poda conira hongos que pudren la madera (Ricard, 1981). Otra
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formulacién conocida como F-Stop (Trichoderma harzianum) se usa como itratamiento de

semillas para mejorar plantios de maiz, frijol y otras hortalizas (Cook, 1993).

4.8.5, Bacillus cerens

Bacillus spp son candidatos promisorios para el control biolégico de enfermedades por la
caracteristicas de producir endosporas que son tolerantes al calor y a la desecacion (Weller,
1988). Bacillus spp. ejerce efectos inhibitorios contra muchos patogenos y & la vez es un

promotor de crecimiento en varios géneros de plantas (Broadbent et al, 1977).

B. cereus ha sido utilizado en el control de enfermedades foliares. Kokalig-Burelle et al
(1992) obtuvieron reducciones significativas comparativas con el uso de B. cereus mas

quitina contra Cercospora arachidicola en mani.

Dioherty y Preece (1978) descubrieron que B. cereus se asociaba a uredosporas de Puccinia
allii y que inhibia la germinacién de uredosporas in vifro y podia reducir el namero de

pustulas in vivo si se aplicaba a altas concentraciones.

Okumoto et al (1993a) utilizé B. cereus contra Alternaria solani con buepos resultados a
nivel de laboratorio e invernadero. En el caso de M. fijiensis Gonzalez et al (1996b) obtuvo

un anfagonismo aceptable y comparable al uso de fungicidas con la cepa A30 de B. cereus.
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4.9, Fosfatos como agentes inductores de resistencla y promotores de
crecimiento

Se ha comprobado que las sales de fosfatos tienen potencial de inducir resistencia contra
varias enfermedades v al mismo tiempo estimular el crecimiento. Reuveni et al (1993)
reportan sobre el uso de sales de fosfatos en el control de Exserohilum turcicum en mafz con
una proteccion del 83% en el nimero de lesiones y un 98% en la reduccién del numero de

pustulas causadas por Puccinia sorghi en el mismo cultivo.

El uso de estas sales se reportan en el control de Sphaerotheca fulgunae en pepino donde se
ha obtenido hasta un 98% de proteccién, ademas de estimular el crecimiento en la planta.
Gotistein y Kuc (1989) reportaron sobre el uso de sales de fosfato de potasio dibasico y
tribagico como inductores en pepino. Otros trabajos han reporiado induccién de resistencia
contra la roya en Vicia faba (Walters y Murray, 1992) y conira mildeo polvoso, bactenias y

virus en pepino (Mucharromah y Kuc, 1991).

No se sabe exactamente cual es el mnecanismo que causa la induccion de resistencia pero se
han observado cambios en procesos fisiologicos de la planta. Frwin y Kuc (1990) obtuvieron
resultados positivos de induccion de resistencia con KoHPQ4 contra C. lagenarium. Ellos
observaron un incremento en la actividad de la peroxidasa y la quitinasa hasta diez veces

mayor que la normal.
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4.10. Uso de bacterlas de la rizosfera como Inductores de resistencia y
promotores de crecimlento contra patogenos follares

Son pocos los casos y trabajos publicados sobre el uso de microorganismos de la rizosfera
que inducen resistencia a patdgenos foliares a través de la promocion de crecimiento. Wei et
al (1991) utilizaron varias bacterias promotoras de crecimiento, incluyendo P. fluorescens,
P. putida, P. aureoginosa y Serratia polymuthica contra Colletotrichum orbiculare en frijol.
Estas causaron una reduccion en el mimero y didmetro de las lesiones causadas por el
patégeno. En un sistema de fiijol, P. fluorescens redujo el numero de lesiones foliares
causadas por P. syringae pv. phaseolicola al inocular la semilla antes de la siembra

(Alstrom, 1991),

4.11. Contro! bloléglco de la sigatoka

El control de la sigatoka negra se ha limitado a muy pocos trabajos y es una tactica muy
poco estudiada v aprovechada. Entre los trabajos llevados a cabo se encuentra el de Jiménez
et al (1985), que reportan el efecto antagonista in vitro de 12 cepas de Pseudomonas sp. y el
de una cepa de Psendomonas sp. con un antagonismo superior al clorotalonil en plantas de

invernadero.

Esquivel (1992) menciona cinco hiperparasitos de M. fijiensis, el mas comuin Hansfordia
pubvinata, asociado a la fase anamorfica del patdgeno. Gonzalez et al (1996b) utilizaron las
bacterias de accion quitinolitica, Serratia marcesens y Bacillus cereus conira el patogeno.

Estas bacterias ejercieron un antagonismo in vitro de 84% y 70% respectivamente, muy
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similar al fungicida utilizado en el control de la enfermedad. En pruebas de campo se logré
un conirol del 41%, en comparacion con el 60 % alcanzado con los quimicos. En otros
irabajos realizados por Ruiz (1995), los diferentes sustratos permitieron la persistencia del
microorganismo en el filoplano. No se detectaron diferencias en severidad con respecto a las
plantaciones comerciales. En observaciones hechas por Gonzalez et al (1996b) y Ruiz
(1995), las plantas tratadas con microorganismos quitinoliticos presentaban un crecimiento
notable en vigor v reduccién de la enfermedad. Se cree que este vigor se debe a que las
soluciones con bacterias se incorporan al suelo desde el filoplano y estas bacterias colonizan
la rizosfera y ejerciendo una promocion de crecimiento. Esias observaciones abren campo

para investigaciones con microorganismos inductores.

Otros trabajos con microorganismos han sido reportados. Rodriguez (1995) probo
organismos inoculados via endofitica en platano de la variedad Curaré pero no se observaron
efectos sobre la enfermadad. Miranda (1996) prob6 organismos con potencial de promover
crecimiento e inducir resistencia con la aplicacién de sustratos y baclerias al suelo. Los
resultados indicaron que la bacteria B. cereus cepa A30 ha mostrado una promocién de

crecimiento significativa en plantas de banano en el invernadero
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4.12. El uso de sustratos y formuiaciones en el controi blolégico con
microorganismos.

E! control biologico depende del establecimienio y mantenimiento de un umbral poblacional
de bacterias en el material de siembra o en el suelo; por lo tanto una reduccion de la
viabilidad bajo dicho nivel puede eliminar su eficiencia (Bull, 1987). La supervivencia y el
establecimiento de las bacterias en el suelo dependen de varios factores edéficos incluyendo
la temperatura, humedad, pH, y contenido de arcilla. Ademis, la manera en que las bacterias
se cultivan y luego se procesan, afecta la viabilidad y tolerancia a condiciones adversas una

vez aplicadas al suelo (Weller, 1988).

El manejo v la aplicacion de microorganismos al suelo, especialmente bactenas gram-
negativas es un asunto delicado, debido a que éstas son muy sensibles a la desecacion y al
calor (Davidson y Reuszer, 1978). Esie problema es menos importante con Bacillus spp ya
que estos producen endosporas y a la vez son mas facilmemente formuladas (Knudsen vy
Spurr, 1987). Debido a estos problemas, el material que se use para las formulaciones debe
cumplir con los requisitos necesarios para promover la persistencia del microorganismo.
Muchos de los materiales usados actualmente son los mismos desarrollados para Rhizobium
spp. Comunmente se ha usado turba (Thompson, 1980) y suelos minerales (Chao y
Alexander, 1984). Por ejemplo, la turba se ha usado para P, fluorescens en la formulacién

del producto comercial Dagger-G (Weller, 1988).

Sin embargo, se estin usando otras formulaciones més sofisticadas como es la encapsulacion
de bacterias en muateriales sintéticos tales como polimeros de gelatinas. Bashan (1986)

reporta sobre el uso de alginato de sodio y leche descremada en forma peletizada para
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bacterias de los géneros Azospirillum brasilense y Pseudomonas spp. Este material le
confiere ventajas a la forroulacién ya que contiene un reservorio de cultivo de bacterias que
libera a éstas de una forma controlada y a una tasa constante. Estos pelets son
biodegradables, son faciles de aplicar v se pueden aplicar al mismo fiempo que las semilllas.
Estos, ademé4s se pueden almacenar a temperatura ambiente por tiempos prolongados sin la
pérdida de la efectividad en el contenido bacterial, ocupa menos espacio y el control de

calidad del niiero de bacterias en el pelet es simple.

Otras formas de encapsulacion se basan en el uso de geles de algmatos y arcillas (Fravel et
al. ,1985) P. cepacia v los hongos Telaromyces flavus, Gliocladium virens, Penicillium

oxalicum y Trichoderma viride han sido formulados en estos sustratos.

Los polimeros de gelatinas no solamente incluyen a los alginatos. Las gomas de xantana han

sido utilizadas juntamente con talcos para formulaciones secas de bacterias promotoras de

crecimiento para papa (Kloepper y Schroth, 1981).

La encapsulacion con otros materiales que no sean geles también se ha reportade. Zidack et
al (1995) han logrado la encapsulacién de bacterias gram-negativas y hongos usando
materiales simples tales como aceite vegetal, almidén de maiz y azicares en un producto

final que es es barato y que presenta una viabilidad en almacenamiento excelente.

Otra forma comuin de aplicar microorganismos es a través de formulaciones liquidas. Esto es
comin para bacterias y hongos benéficos. Papavizas et al. (1984) reportan sobre el uso de la
fermentacion liquida para G virens, T. hamatum, T. harzianum, T. viride y Talaromyces

Slavus utilizando materiales comunes tales como melaza y levadura. Se reporta también la
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importancia de una base de alimentos para la proliferacién en el suelo de Gliocladium sp y

Trichoderma sp.

También se hacen aplicaciones de suspensiones acuosas de polvos mojables o talcos,
especialmente con bacterias. Knudsen y Spurr (1987) reportan sobre el uso de polvos de
bacterias liofilizadas de los géneros Pseudomonas y Bacillus como aplicaciones foliares

contra C. agrachidicola.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Localizaclon

El experimento se llevd a cabo en las instalaciones del Centro Agronomico Tropical de
Investigacion y Ensefianza (CATIE), Turrialba, Costa Rica, ubicado a 640 metros sobre el
nivel del mar. La temperatura media anual es de 22 C°, una humedad relativa media anual

de 90.4 % y una precipitacion anual promedia de 2600 mm.

5.2. Experimento I: Inducclén de resistencia y promocién de crecimiento con
la aplicacion de microorganismos en suspensién acuosa, y sustanclas
Inductoras de resistencla.

5.2.1. Material experimental

5.2.1.1.Microorganismos evaluados

Los microorganismos se seleccionaron con base en su capacidad de inducir resistencia y
promover crecimiento en varias especies de plantas.

Bacterias

La bacteria Serratia marcescens cepa R1 se obfuvo de la colecciéon del proyecto MIP,
aislada originalmente de plantas de banano (Gonzalez et al, 1996a)

Pseudomonas fluorescens cepa Pra 25 se obtuvo de la coleccion MIP, Pseudomonas
cepacia cepa AMMD se obtuvo de la coleccion MIP, proveniente de EEUU,

Bacillus cereus cepa A30 se obtuvo de la coleccion MIP, aislada originalmente de tomate

(Okumoto y Bustamante, 1993b)
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Homngo
La cepa de Trichoderma harzianum se obtuvo de la coleccién MIP y provino originalmente

de EEUU.

5.2.1.2. Agente quimico evaluade

Las sales de fosfatos de potasio dibasicas y tribasicas presentan las caracteristicas de poder
inducir resistencia y promover el crecimiento en varias especies de plantas. Existen muchas
formas pero las que han presentado mejores resultados son Jos siguientes:

KHPO,

KotPOy,

5.2.1.3.Variedad de banano

Se utilizaron plantas de banano de la variedad Gran Enano, provenientes de cultivos de
tejido. Las plantas se sembraron en macetas con capacidad volumétrica de 8000 ml, en suelo
esterilizado con Basagran. No se hizo ninguna aplicacion de ferfilizantes al suelo ya que
podria enmascarar los efectos de la promocién de crecimiento por los microorganismos. Se
utilizé un suelo franco arcilloso de fertilidad aceptaﬁle para el banano (Anexo 1). Las

aplicaciones se empezaron cuando las plantas tenian cuatro semanas de trasplante.
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5.2.2. Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con nueve tratamientos consistiendo de cinco
microorganismos, dos agentes quimicos, un testigo aplicado con Tilt y un testigo con agua.

Se colocaron seis repeticiones por tratamiento.

5.2.3. Inoculacién de microorganismos a la rizosfera y aplicacién de sustancias
quimicas al filoplano.

5.2.3.1. Bacterias

Se prepararon suspensiones bacteriales de las diferentes cepas. Las cepas se rayaron en
medios especificos (P. cepacia y P. fluorescens en medio King’s B (KBM) (King e? al,
1954); S. marcescens y B. cereus en agar nutriente quitina (ANQ)). Para obtener las
concentraciones deseadas, se tomo el crecimiento bacterial de platos petri con cuarentiocho
horas, se colocaron en tubos de ensayo con agua estéril, se determind la concentracion
bacteriana con un hematocimetro y se ajusté hasta 1x10° unidades formadoras de colonias
(ufc) mil’. Luego, se determind la densidad optica o absorcién de luz en un
espectrofotémetro, obteniendo un valor que posteriormente se utilizaba para ajustar lag
suspensiones, sin tener que recurrir todag las veces al hematocimetro.

Las suspensiones se aplicaban al suelo en las macetas hasta llevarlas a capacidad de campo.
Las aplicaciones se hacieron con intervalos de cuatro dias. Cada maceta requeri6 400 mi de
suspension por aplicacién. Las aplicaciones se hicieron durante 200 dias, incluyendo 15 dias

después de la inoculacion con el patdgeno M. fijiensis.
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5.2.3.2. Hongo

Se prepararon suspensiones de 7. harzianum de 1x10° conidios mi”. El hongo se sembro
anteriormente en agar de papa dextrosa (PDA) y se dej6 esporular por 8 dias. El crecimiento
se recuperd de los platos petri, se diluy6 en en tubos de ensayo con agua estéril y se
determin6 la concentracidn conidial con un hematocimetro y se ajusté hasta la concentracion
deseada, Luego, se determiné la densidad optica o absorcién de luz en un espectrofotometro
y el valor se utilizaba para las preparaciones posteriores.

Las aplicaciones se hicieron de la misma forma que las bacierias y con la misma frecuencia.

5.2.3.3. Agente quimico

Se prepararon soluciones de KH;PO4 y KoHPO, en agua esténl a 200 mM. Para obtener la
concentracion adecuada se diluyeron 27.2 g de KHPO; y 34.8 g de KoHPO4 por litro de
agua. Las sales de fosfato se aplicaron a las hojas 2 y 3 una vez por semana durante un mes
antes de la inoculacidn con el patdgeno. Se hicieron aplicaciones con soluctones de KH-PO4
y K;HPO, en agua estéril a 200 mM. La aplicacion se hizo con una asperjadora de mano. Se
cubria toda la planta con plastico excepto las hojas a aplicar, con el proposito de lograr la

separacion del 4rea tratada para la induccion de resistencia sistémica.
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5.2.3.4. Tilt.

El fungicida se comenzd a aplicar 30 dias antes de la inoculacién con la iltima a los 15 dias
despugs de la inoculacion, con un intervalo de aplicacion de 15 dias. Se utilizo una dosis de
100 g de ingrediente activo (i.a.) ha.

Para esto, se utilizo una aspersora manual y se aplico toda la planta.

5.2.4. Inoculacion con M. fijiensis

Las plantas fueron trasladadas a una plantacién de banano en la Montafia, con una extension
de dos ha, la cual presentaba un alto grado de infeccion con sigatoka y al cual no se le hacia
ningun tipo de manejo contra la enfermedad. Las plantas se dejaron por cuatro dias para

asegurar una buena exposicion al indculo natural.

5.2.5. Variables evaluadas

Las variables que se evaluaron fueron las siguientes:

5.2.5.1 Promocién de crecimiento

5.2.5.1.1. Altara

Esta variable consistié del crecimiento en altura observado durante 150 dias de evaluacion
del experimento. Se calculd la diferencia de altura al inicto ¥ final del experimento. La
medicién de altura se tomé desde el nivel del suelo hasta el 4ngulo formado por el pecfolo de

1a hoja mas nueva desarrollada y la segunda hoja.



5.2.5.1.2. Grosor del psendotallo

El grosor del tallo se midi6 a cinco c¢m de la base del suelo. Se tomaron dos mediciones por
plania. Con un caliper de Vernier, se hacla una medicion en la parte mas ancha del

pseudotallo y otra en la parte mas angosta, promediando los valores.

5.2.5.1.3 Emision foliar
La emisién foliar consistio en medir el nimero de hojas emitidas durante 150 dias. Las

mediciones se hicieron semanalmente de acuerdo a la escala de Brun (Anexo 2).

5.2.5.1.4 Area foliar
Se hizo una sola medicion del area foliar al final del experimento y consistid en determinar el
area total de la planta. Se obtuvo el &rea foliar usando la siguiente férmula (Soto, 1985):
L*A (0.8)
donde 1, = largo de la hoja
A = ancho de la hoja
0.8 = factor debido a la curvatura de la hoja.

E1 area total se obtuvo sumando las dreas individuales.
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5:2.5.2. Induccién de resistencia

Se hizo una medicion del porcentaje de infeccion 30 dias post inoculacion. Para hacer la
evaluacion, se utilizé un marco de 3 cm®. La evaluacién se hizo en la hoja mas joven que fue
expuesta a la inoculacion. El marco se coloct en el margen derecho de la hoja, viendo la hoja
de frente (Anexo 3). Una medicion se hizo en la punta cerca de la periferia de la hoja y la
otra se hizo a la mitad de la hoja, contando el numero de estrias dentro del marco.

El porcentaje se determiné midiendo el 4rea infectada y restando del 4rea total del mareo y
los dos porcentajes se promediaron (Gauhl, 1990). Los datos porcentuales se transformaron
obteniendo el arcoseno de la taiz cuadada del valor porcentual para un posterior analisis

estadistico.

5.2.6. Analisis estadistico

Se hizo un analisis de varianza v se utilizo la prueba de rango muliiple de Duncan para

comprobar si hubo diferencia enire los tratamientos.
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5.3. Experimento li: Inducclon de resistencia y promocion de crecimiento con
la aplicacion de microorganismos en sustratos

5.3.1. Material experimental

5.3.1.1. Sustratoes

Se utilizaron ires sustratos que son subproductos de cultivos principales de la zona. El
bagazo es el subproducto de 1a molienda de la cafia de azicar. La cachaza se obtiene de los
residuos de la purificacion de la miel de la cafia de aztcar. La broza proviene de los residuos
de 1a remocion de la cAscara de los granos de café. A estos sustratos se les agregd otros
ingredientes como se presentan a continuacion:

Bagazo de cafia/sucrosa/melaza/aceite de maiz

Cachaza/sucrosa/melaza/aceite de maiz

Broza/sucrosa/melaza/aceite de maiz

5.3.1.2. Micreorganismos

Serratia marcescens cepa R1
Pseudomonas fluorescens cepa Pra 25
Pseudomonas cepacia cepa ANMMD
Bacillus cereus cepa A30

Trichoderma harzianum
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5.3.2. Disefioc experimental

Se utilizo un modelo de parcelas divididas en un disefto completamente al azar con los tres
sustratos como parcelas principales y log microorganismos como subparcelas. Se utilizaron
tres sustratos (bagazo, broza, cachaza) mas un testipo con agua, un festigo para cada
sustrato, consistiendo del sustrato preparado y aplicado sin ninglin microorganismo y un
testigo con el fungicida Tilt. Se usaron cinco microorganismos como tratamientos, con cuatro

repeticiones por tratamiento.

3.3.3 Preparacion de los sustratos

5.3.3.1. Materiales
1.BROZA (1000 cc broza + 30 g sucrosa + 30 ml aceite + 30 mil melaza)
2.CACHAZA (1000 cc cachaza + 30 g sucrosa + 30 ml aceite + 30 ml melaza)

3. BAGAZO (1000 cc bagazo + 30 g azucar + 60 ml aceite + 30 ml melaza)

5.3.3.2. Procedimiento

Se tamizaron los tres materiales (Broza, Cachaza y Bagazo) en una malla de 3mm x 3mm
para eliminar grumos, piedras e impurezas.

Se sometieron a autoclave por 30 min. a 121°C. dos veces consecutivas. Para esto, se usaron
contenedores metalicos o bolsas autoclavables.

Después de enfriarse el material, se procedié a mezclar cada sustrato con los suplementos

aziicar, aceite v melaza. Se tomaron los volimenes indicados anteriormente para cada
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material (Broza, Cachaza o bagazo) y se colocaron en un recipiente suficientemente grande
para poder mezclar con facilidad. Luego se adiciond el aceite, la melaza y azlicar y se
procedio a homogenizar hasta obtener una buena humectacion o tener la segundad que los
materiales se mezclaron totalmente.

Las diferentes mezclas se colocaron en beakers de 400 ml. Se colocaron 250 ml del sustrato
y se taparon con papel aluminio. Se llevo a cabo una tercera esterilizacion en autoclave por

30 min. a 121°C.

5.3.4 Formulacién con microrganismos

Después de esterilizar el medio, se procédié a la adicion de los microorganismos benéficos.
Previamente, los microorganismos se rayaron en medios de cultivo especificos ( P. cepaciay
P. fluorescens en KBM, S. marcescens y B. cereus en ANQ; T. harzianum en PDA
Cuarenta v ocho horas después, las bacterias estuvieron listas para usar (7. harzianum
requiere de 10-15 dias para esporular). El procedimiento de recuperacion y mezcla se llevd
acabo en la camara de flujo laminar, Para recuperar a los microorganismos, se adicionaron
20 ml de agua estéril sobre el crecimiento bacterial y se ray6 con una asa para desprender. La
suspension bacterial/fungal se adicioné al sustrato en el beaker (Se usa un plato con buen
crecimiento para los 250 ml de sustrato). Es necesario homogenizar bien el sustrato para
distribuir la suspension bacterial/funpal. Esto se hizdé con pinzas esterilizadas en un

mechero. A este punto, el sugtrato estd listo para aplicar a la maceta,



44

5:3.5. Inoculacion con micreorganismos

Se eolocaron 250 gramos del susirato mas el microorganismo en cada maceta sembrada con
pléntulas de banano con 30 dias de trasplantadas. Para esto, se removio6 la capa superficial
de suelo de la maceta, se distribuy6 uniformemente ¢l sustrato y- se vuelvid a tapar con el
mismo suelo removido.

Se aplicaba riego a lay macetas regularmente, manteniendo el suelo a capacidad de campo.

Se llevaron a cabo cuatro aplicaciones durante el experimento con intervalo de freinta dias.

5.3.6. Inoculacién con M. fijiensis

Las plantas fueron trasladadas a una plantacién de banano en la Montafia, que presentaba un
alto grado de infeccion con sigatoka y al cual no se le hace ningun tipo de manejo conira la
enfermedad. Las plantas se dejaron por cuatro dias para asegurar una buena exposicion al

indculo natural.

3.3.7. Variables evaluadas

Las variables que se evaluaron fueron las siguientes:

5.3.7.1 Promaocién de erecimiento

5.3.7.1.1. Alfura

Esta variable consistié del crecimiento en altura observado durante 110 dias de evaluacion

del experimento. Se calculd la diferencia de altura al inicio y final del experimento. La
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medicion de altura se tomoé desde el nivel del suelo hasta el 4ngulo formado por el peciolo de

la hoja mas nueva desarrollada v la segunda hoja.

5.3.7.1.2. Grosor del pseudotallo
El grosor del pseudotallo se midié a cinco cm de la base del suelo. Se tomaron dos
mediciones por planta. Con un caliper de Vernier, se hacia una medicién en la parte mas

ancha del pseudotallo y otra en la parte mas angosta, promediando los valores.

5.3.7.1.3 Emisién foliar

La emision foliar consistié en medir el nimero de hojas emitidas durante 150 dias.

5.3.7.1.4 Area foliar
Se hizo una sola medicion del area foliar al final del experimento y consisti6 en determinar el
area total de la planta. Se obtuvo el area foliar usando la siguiente formula:
L*A (0.8)
donde L = largo de la hoja
A = ancho de la hoja
0.8 = factor debido a la curvatura de la hoja.

El area total se obtuvo sumando las 4reas individuales.
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5.3.7.2.Induccion de resistencia

Se hizo una medicién del porcentaje de infeccién 30 dias post inoculacién. Para hacer la
evaluacion, se utilizd un marco de 3 em®. La evaluacién se hizo en la hoja mas joven que fue
expuesta a la inoculacidn. El marco se colocd en el margen derecho de la hoja, viendo la hoja
de frente. Una medicion se hizo en la punta cerca de la periferia de la hoja y la ofra se hizo
a la mitad de la hoja, contando el mimero de estrias dentro del marco.

El porcentaje se determind midiendo el 4rea infectada y restando del area total del marco y
los dos porcentajes se promediaron. Los datos porcentuales se transformaron obteniendo el

arcoseno de la raiz cuadada del valor porcentual, para un posterior analisis estadistico.

5.3.8. Anilisis estadistico

Se hizo un ANOVA y se aplico la prueba de rango miltiple de Duncan como comparador de
medias para determinar si existié diferencias entre los tratamientos. Se analizaron las
interacciones y de ser significativas se compararon los microorganismos dentro de cada
sustrato. Si no existia interaccién se compararon los tres sustratos y los microorganismos con
la prueba de Duncan.

Se llevo a cabo un analisis de correlacion entre la promocion de crecimiento, variable Area

foliar y los porcentajes de infeccion.



47

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 PROMOCIQN DE CRECIMIENTO CON MICROORGANISMOS APLICADOS
EN SUSPENSION Y FOSFATOS EN SOLUCION ACUQOSA.

6.1.1 Variable emisién foliar

La prueba de promocién de crecimiento con la aplicacién de suspensiones bacterianas y
fungales y dos sales de fosfatos KH;PO, Y KoHPO, no presentaron diferencias entre los
tratarientos en cuanto a la variable de emision foliar. Aparentemente es upa variable poco
indicativa de la promocién de crecimiento. Esta variable obtuvo una corelacién (R?) muy

baja para ser considerada (Cuadro 1).

6.1.2 Variable altura

La variable altura tampoco presentd diferencias entre los tratamientos y no es confiable

(Cuadro 1) por poseer un R muy bajo y un coeficiente de variacién (CV) muy alto.
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6:1.3 Variable grosor del pseudotallo

El apalisis de varianza indicé que no se presentaron diferencias significativas entre los
tratarnientos. El grosor del pseudotallo aparentemente es afectado cuando la planta crece en
macetas. Esta variable posiblemente es mas confiable cuando se mide en un ensayo de
campo. Debido al corto tiempo en que se midid la variable, no se detectaron diferenciag

significativas.

6.1.4 Area foliar

El Area foliar parece ser la variable mas indicativa para la promocidn de crecimiento. Sin
embargo, con el regimen de aplicaciones acnosas al psendotallo, las diferencias fueron poco
perceptibles como indica el analisis de varianza en el cuadro 1. Los tratamientos con 4reas
foliares mayores que Tilt y KHaPO, fueron las bactertas S marcescens, P. fluorescens y P.
cepacia;, s embargo, no se presentaron diferencias con el testigo.

A pesar de la frecuencia constante de aplicacion, los organismos no lograron ejercer un
crecimiento significativo.

Lo mas probable en este caso es gue los microorganismos no lograron mantenerse en en el
suelo. Desafortunadamente, no se hicieron evaluaciones periddicas de los cambios en la
poblacién bacteriana. Kloepper et al, (1980) indican que quizds el factor mas importante en
la falta de promocién de crecimienio es la inhabilidad de los microorganismos para
colonizar la rizosfera. Esto puede ser el resultado de varios factores tales como aislamientos
no efectivos, viabilidad del microorganismo introducido, humedad de suelo, tipo de suelo y

teraperatura.
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Otro factor que no se puede descartar es el balance microbial del suelo, Aun cuando se usé
suelo esterilizado, sin duda ocurrié una recolonizacién de éste por otrog microorganismos.
Mimanda (1996), explicdb que microorganismos tales como Trichoderma sp. son
colonizadores que causan un desbalance y compiten con los microorganismos introducidos.
Ademas, los hongos como Trichoderma sp. pueden causar una promocién de crecimiento
que enmascare el efecto del microorganismo introducido. En este caso, posiblemente estos
colonizadores causaron un efecto de crecimiento en los testigos, causando que no se
detectaran diferencias estadisticas. Miranda (1996), obtuvo diferencias en el grosor del
pseudotallo, durante un mes de avaluacion, al utilizar suspensiones bacteriales de A30, mas
no fue asi cuando se aplicé la misma cepa en sustraio de arroz. Existe una diferencia con el
experimento actual ya que en ¢éste no se detectaron diferencias en el grosor de pseudotallo.
En este caso, las evaluaciones se llevaron a cabo por un periodo més largo (150 dias). Es
posible que después de un periodo largo de aplicar las soluciones, otros microorganismos
lograron establecerse también, logrando un balance microbial en la rizosfera y enmascararon

cualquier efecto visible de crecimiento.



50

Cuadre 1. Anilisis de varianza de la emision foliar, altura, gresor del pseudotallo y

area foliar de las plantas de banane tratadas con

promotoras de crecimiento.

bacterias, hongos y sustancias

TRATAMIENTO 7 | EMISION |ALTURA ® | GROSOR ARFA
FOLIAR © PSEUDOTALLO ® | FOLIAR ¢
8. marcescens 943 a 2033a 2.00a 84183 a
B. cereus 8.77 a 20.67 a 1.95a 778.83 ab
P. fluorescens 8.72a 21.02a 1.88a 854.17 a
P. cepacia. 8.80a 20.75a 1942 838.33 a
T harzianum 8.57a 21.08a 2.19a 790.00 ab
K,HPO, 873 a 21.25a 2.06a 749.00 ab
KELPO, 873 a 1933 a 1.96 a 693.83 b
TestigoTilt 883 a 20.25a 2.10a 71033 b
Testigo H,0O 803a 2108a 1.94a 786.33 ab
P>F 0.4025 0.993 0.267 0.0327
R? 0.159 0.03 0.188 0.295
Ccv 9.7 15.97 10.53 11.63

{e) Evalucidén durante 150 dias representando el mmero de hojas nuevas emitidas durante el perfodo
{a) BEvaluacién durante 150 dias representando el cambio de altura en om desde «f inicio hasta el final del estudio
{5) Evaluacién durante 150 dias representando el cambio en grosor del seudotallo en cm
{£) Bvaluacién durante 150 dias representando el promedio del area foliar en an cuadrados de las tres hojas mas jdvenes.
(+) Los tratamientos con las mismas fetras no son significativamente diferentes



51

6.2 PROMOCION DE CRECIMIENTO CON MICROORGANISMOS
FORMULADOS EN SUSTRATOS.

El uso de sustratos aplicados a la rizosfera presenté una diferencia considerable en la
promocion de crecimienfo, en contraste con la aplicacién de suspensiones acuosas. Sin
embargo, no fodas las variables medidas fueron indicativas de la promocién de crecimiento,
Se presentaron diferencias entre los blogues principales bagazo, cachaza v broza en dos de
las variables medidas (Cuadro 2). La variable de emisién foliar mostrd la misma tendencia
que en el experimento anterior. Al parecer, es un pardmetro que no se afecta con la
introduccion de promotores de crecimiento. La variable grosor del pseudotallo también
mosir6 la misma tendencia que en el experimento anterior.

En las variables altura y 4rea foliar hubo diferencias significativas, aunque la variable rea
foliar fue la mas confiable por tener un R? alto y un CV bajo. En todos los casos los sustratos

cachaza y broza fueron los que mejor promovieron el erecimiento del area foliar,



Cuadro2. Desempefio de sustratos en la promocion de crecimiento,

SUSTRATO ™  |EMISION |ALTURA ®|GROSOR ARFA
FOLIAR © PSEUDOTALLO @ {FOLIAR @

BAGAZO 5.064 a 6.580b 0.9739a 326630 b
CACHAZA 5.000a 7911 b 0.9532 a 4073.10 a
BROZA 50292 10.268 a 1.0964 a 4192.80 a
PR>T 0.7529 0.0069 0.0591 0.0001

R’ 0.062 0.237 0.1751 0.7463

vy 17.816 43.42 20.77 11.0179

{e} Bvalucidén durante 110 dias representando el ndmero de hojas muevas emitidas durante ¢l perlodo

{a} Bvalvacién duranta 110 das representando vl cambio de altura en om. dessds el initio hast ¢l fnal del estudio

{s) Bvaluacion durante 110 dlas representando ¢ cambio en grosor del pseudotalio enan
{D) Evaluacion durante 110 dias representando el total det drea foliar en o cuadrados.

{*+) Los tratamientos con las mismas letras no son significativaments diferentes

52
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¢.2.1 Variable emision foliar

El analisis de varianza para la variable emision foliar indica que no existe diferencia entre

los tratamientos en los fres sustratos (Cuadro 3). Las razones por las cuales esta variable no
se afecta no son claras. Es posible que los mecanismos que los microorganismos ejercen para
promover el crecimiento no tienen ningiin efecto sobre la emision foliar, al menos para el

cultivo del banano,

Cuadre 3. Anilisis de varianza variable emision foliar

TRATAMIENTO ¥ |BAGAZO |CACHAZA |BROZA

8. marcescens 540 a 480 a 4.85a
B. cereus 535a 520a 435a
P. fluorescens 520a 490 a 525a
P. cepacia. 435a 5.30a 495a
T. hargianum 4.90 a 520a 4.35a
Testigo sustrato 475a 410 a 545 a
Testigo H;0 5.50a 550a 5.50a
PR>F 0.3946 0.7408 0.1189
R2 0.239 0.142 0.358
v 15.661 24.22 11.497

{#) Los tratamientos con las mismas letras o son significativamente diferentas
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6.2.2 Variable altura

El apadlisis de varianza para la variable altura indica que hay diferencias enire los
tratamientos utilizados (Cuadro 4). Como se indicé anteriormente en el cuadro 2., el susirato
broza ejercié un mejor desempefio que el bagazo v la cachaza. Los tratamientos en el sustrato
cachaza no presentaron ningnna diferencia respecto a los testigos ¥ en el sustrato bagazo,
solamente el fratamiento S. marcescens ejercié un efecto de crecimiento un poco mayor que
los testipos. Sin embargo, este mismo tratamiento no fue mejor que los testigos en el sustraio
broza. Esto indica que los microorganismos podrian presentar un grado de selectividad por
los sustratos. En el sustrato broza, solamante los tratarmentos con P.cepacia y P. fluorescens

presentaron una mayor altura que los testigos.

Cuadra 4, Analisis de varianza variable alfura

TRATAMIENTO Y |BAGAZO [CACHAZA |BROZA

8. marcescens 038a 588a 763 ¢
B. cereus 5.00 ab 6.63a 8.75 be
P. fluorescens 738ab  9.00a 12.88 ab
P gepacm' 3.00b 900a 1475 a

6.75 ab 1013 a 11.63 abe
6.25 ab 6375a 788¢

1. harzianum

Testigo sustrato

Testigo Hy0 8.38 ab 838a 838¢
PR>F 0.199 0.6368 0.0083
Rz 0.312 0.1712 0.5314
cy 51.20 48.012 27.459

{+) Los tratamientos con as mismas letrus no son significativamente diferentes
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6:2.3 Variable grosor del pseadotallo

El anélisis de varianza para la variable grosor del pseudotallo indica que no existen
diferencias entre los tratamientos. Es una variable poco confiable debido a un bajo R? para

log tres sustratos.

Cuadro 5. Analisis de varianza variable grosor pseudatalle

TRATAMIENTO ™ |BAGAZO |CACHAZA |BROZA

8. marcescens 1.175a 0.977 a 0.997 a
B. cereus 1022 a 1012 a 1.145a
r e _ﬂugrescens 0.940 a 0.965a 1.125a

0.842 a 0933 a 1.220a
0.997 a 0.905a 1.137a
0.775a 0.815a .985 a

P. cepacia.
T. harzianumn

Testigo sustrato

Testigo H;O 1065a  1.065a  1065a
PR>F 0.973 0.823 0.6964
R2 0.357 0.1183 0.1548
cv 19.9 24.55 19.357

{+) Laos tratamientos con las mismas letras no son significativamente diferentes
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6:2.4 Variable area foliar

El andlisis de varianza para el drea foliacr de las plantas indica que hubo diferencias
significativas entre los sustratos y entre tratamientos en los tres sustratos. Los tratamientos
con bagazo presentaron el promedio mas bajo y los sustratos cachaza y broza presentaron los
promedios mayores. No hubo diferencia significativa entre estos dos tiltimos (Cnadro 6).

En el sustrato bagazo el mejor tratamiento fue con S. marcescens. Los tratamienios con el
area foliar més bajo fueron los testigos con sustrato , los testigos con agua y el tratamiento 7'
harzianum (Fig 1).

En el sustraio cachaza, los mejores tratamientos fueron P. cepacia, P. fluorescens y T.
harzianum.

l.os mas bajos fueron los testigos con el sustrato solamente, testigo agua y B. cereus. Con la
excepeién de este ultimo, los tratamientos con microorpanismos fueron superiores a los
testigos (Fig 1).

En el susirato broza, el mejor tratamiento fue P. cepacia, seguido de 7. harzianum v S.
marcescens. Todos los tratamientos con microorganismos fueron superiores al testigo con
sustrato y al testigo con agua (Fig 1).

Los datos indican ademas que existe una relacion entre el microorganismo y el sustrato
utilizado. El susirato bagazo parece no proporcionar las condiciones apropiadas para que el
microorganismo pueda ejercer una promocion de crecimiento. Al mismo tiempo es posible
que el crecimiento sea menor debido a la alta relacién Carbono/Nitrogeno (C/N) del sustrato.
Cualquier posible crecimiento es neuiralizado porque las bacterias degradadoras en el suelo

y las presentes en el susirato requieren de N, recurso que serd tomado del suelo en
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detrimento del desarrollo de la planta. El Anexo 4 resume las caracteristicas quimicas de los
tres sustratos.

El comportamiento de los microorganismos en los sustratos cachaza y broza indica que éstos
promueven significativamente e] crecimiento. La diferencia en promocion de crecimiento no
fue debido a un efecto de fertilizacion por parte del sustrato ya que el testigo con el sustrato
fue inferior al los tratamientos. Los microorganismos, sin embargo, podrian ejercer un efecto
de solubilizacién de nutrimentos presentes en los sustratos v el suelo, facilitando la
absorcion de éstos por la planta.

El mecanismo de antagonismo a organismos deletéreos de la rizosfera se pueden descartar en
este caso ya que las plantas provinieron de cultivo de tejido y el suelo fue esterilizado.
Aunque puede ocurrir upa invasion postenior a la esterilizacién, la carga seria baja como

para que la promocién de crecimiento se explique por la supresion de dichos organismos.



Cuadre 6. Analisis de varianza variable area foliar.

TRATAMIENTO ™ |BAGAZO |CACHAZA |BROZA

S. marcescens 41388a  41008b 47640 ab
B. cerens 32643 bc  36948¢ 4061.5¢
P. fluorescens 36273b 47478 a 4395.0 be
P. cepacia. 32540bc  4887.0a 51290a

3006.5¢cd 47103 a 46293 b
2596.0d 33938¢c 3393.34d

T. harzianum

Testigo sustrato

Testigo H,O 2077.5¢d  2977.5d 29775
PR>F 0.0001  0.0001 0.0001
R2 07306  0.893 0.907
cv 9.908 6.769 6.29

(+) Los tratamientos con las mismas letras no son significativamente diferentes

58



59

1 8. mareescens

2 B. cereus

3 P. fluorescens

. cepacia

AP

5T. harzianum
6 Test. Sust.

7 Test, H2O
8 Tt

R2 w0731

o Q
g B

{2

je
2
i
=

W) Wyi04 v

TRATAMIENTOS (BAGAZO)

in
c 2
5 8,5
n 8BS By
Gzap s "um
=5555°
Eow &= m w -
I - W W S g
bl ot B e B ol o B~ B L
o3 Wn‘_mw.m
(S]]
o3
(]
R A A, ST
o R P
s
™
™ seenie ATAL
i i s o
I
[ 3
"
S N N—
8 8 8
s = 8
[753 V) <
{z wal ¥yinod

TRATAMIENTOS (CACHAZA)

marcescens

18
2 B. cereus

3 P. fluorescens

4P

. cepacia

5 T. harzianum
6 Test. Sust.

7 Test. H20
8 Tilt

Qa7

=0

s
s

crl

G0G0

TRATAMIENTOS (BROZA)

e

FIG 1. Compartamiento de los tratamientos formulados en sustrates en la promecion

to, variable area foliar.

imien

de crec



60

6.3 INDUCCION DE RESISTENCIA CON MICROORGANISMOS FORMULADOS
EN SUSPENSIONES, Y CON SOLUCIONES DE SALES DE FOSFATOS.

El analisis de varianza de los porcentajes de infeccién indicd que los microorganismos v los
agentes quimicos no lograron indueir resistencia cuando eran aplicados a la rizosfera y al
follaje respectivamente (Cuadro 7).

Los niveles mas bajos de infeccidn se lograron con el testigo fungicida Tilt. Solamente la B.
cereus presenid un porcentaje menor que el testigo con agua. Los demas tratamientos fueron
similares al testigo con agua.

Al igual que la promocion de crecimiento, la induccion de resistencia no se dio. Estos
resultados sugieren que los microorganismos no se establecieron en la rizédsfera a pesar de la
frecuencia de las aplicaciones. Posiblemente, la falta de un sustrato alimenticio sea necesario
para mantener a los microorganismos o simplemente para albergarlo, ya que puede estar
ocurriendo una lixiviacion de éstos a las partes inferiores de la maceta, donde la actividad de
absorcion es menor.

La aplicacién de las sales de fosfatos KFLPO4 Y KoHPO, tampoco lograron inducir
resistencia. A las plantas de banano se les aplicd el doble de la concentracién aplicada a
otros cultivos (200 Mim), considerando la cerosidad de las hojas. El tejido aplicado sufrio un
necrosamiento, tal como se esperaba de la aplicacion de estas sustancias, indicando que
éstas lograron una penetracién adecuada. Posiblemente las sustancias no son compatibles
con el modelo banano o se necesitaban concentraciones mayores y aplicaciones mas

frecuentes,
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Cuadro 7. Analisis de varianza para los porcentajes de infeccién con la aplicacién de
microorganismes y sustancias quimicas inductoras de resistencia aplicadas en
suspension.

TRATAMIENTO © IMEDIA @ |94 INFECCION |R* [cv [PR>F
8. marcescens 19.94 ab 10.5 0.444 27.836  0.0005
B. cereus 1535b 6.0
P. fluorescens 23.02a 12.6
P. cepacia. 2066ab 105
T. harzianum 18.82 ab 9.1
K,HPO, 1964ab 9.7
KHLPO, 20.55ab  10.9
Testigo Tilt 8.00¢c 1.6
Testigo H,O 21.22 ab 10.9

{t) vators obtenidos de la transformecidn de los datos porcentoales mediante ia formula
arcoseno (§ % infeecidn)

{+) Los tratamientos con las mismas letras ne son significativamente diferentes
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6.4 INDUCCION DE RESISTENCIA CON MICROORGANISMOS FORMULADOS
EN SUSTRATOS.

La prueba de induccion de resistencia con microorganismos en sustratos present6 diferencias
significativag entre fratamientos. En relacion a los testigos sustratos v testigo con agua, los
tratamientos con microorganismos presentaron porcentajes menores de infeccion. El testigo
con fungicida presentd el porcentaje més bajo de infeccion (Cuadro 9). No existié diferencia
significativa entre los tres sustratos (Cuadro 8).

Los tratamientos P. fluorescens y P. cepacia presentaron los porcentajes de infeccion
menores. Los tratamientos que més sobresalieron fueron P. fluorescens v P. cepacia. P.
Sfluorescens fue consistente en porcentajes bajos de infeccién en los tres sustratos. P
cepacia mostro niveles bajos en bapazo y cachaza. En broza, el nivel de infeccién no fue el
menor para este fratamiento pero aun asi fue menor que los lestigos. Los otros
microorganismos mantienen la misma tendencia en todos los sustratos con niveles inferiores
a los testigos sustrato y agua.

En el primer ensayo, el testigo con agua se comportd similar a los tratamientos biologicos.
En el segundo caso, los testigos presentaron mayores niveles de infeccién que los
tratarnientos. El primer caso indicéd que no hay un efecto sobre la enfermedad, al no haber
diferencias con el testigo absoluio. El segundo caso indica que existe un efecto contra el
patdgeno ya que los testigos presentaron porcentajes de infeccidn mayores que los
tratamientos con microorganismos

Esta diferencia se puede atribuir a la persistencia de los microorganismos en la rizosfera,

A

debido a las condiciones suministradas por el sustrato. C



Cuadro 8, Analisis de varianza de los sustratoes en la induccion de resistencia.

SUSTRATO IMEDIA ® |DUNCAN |R* Icv
BAGAZO 23.87 a 0.6227 19.35
CACHAZA 24.89 a

BROZA 23.839 a

() valors obtenidos de fa transformacién da los datos porcentuales mediants 1a frmula

arcoseno (V % infeccidn)

(+) Los trataroientes con las mismas letras no sen sipnificativammente diferentes

Cuadro 9. Anilisis de varianza para los porcentajes de infeccion con la aplicacién de

microorganismos en sutratos.

TRATAMIENTO

|IBAGAZO P ® TCcACHAZA P® |BROZA ®®

8. marcescens
B. cereus

P. fluorescens
P. cepucia.

T. harzianum

Testigo sustrato

2127 b (10.9)
21.73b (11.7)
20.93 b (10.4)
17.25b (7.6 )
21.33b (11.4)
30.40a (21.4)
3440 a (26.4)

22.68 be (12.3)
23.50 be (14.5)
19.98¢ (9.7 )
19.58¢ (9.6 )
2080c (10.4)
29.90 ba (20.8)
34402 (26.4)

19.85be (9.4 )
19.95 be (9.6 )
16.70¢ (6.9 )
2372b (13.4)
18.83 b (8.6 )
33534 (25.9)
3440a (26.4)

Testigo H,O

Testigo Tilt 925 ¢ (16) 925 d (1.6) 925 d (1.6)
PR>F 0.0003 0.0048 0.0001

R’ 0.666 0.559 0.766

cv 19.26 21.79 17.82

{t) valors obtenidos de la transformacidn de Jos datos poreentuales mediante fa fomula

arcoseno (Y % infeecién)

{P) Los valores en paréritesis son los porcentajes reales de infeecidn

{+) Los tratamientos cor Jas mismas fetras no son significativamente diferentes
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30 R2 = 0.666 3 1 8. marcescens
2 B. cereus

3 P. Auorescens
4 P. cepacia

5 7. harzianum
6 Test. Sust.

7 Ted. H2O

8 Tilt

% AREA INFECTADA

1 2 3 4 ] 8 7 g
TRATAMIENTOS (BAGAZQ)

301 R2 = Q550 a 1 8. marcescens
; 2 B. cereus

3 P. fluorescens

—1 4P, cepacia

5 T. harzianum

§ Tesi. Sust,

7 Test. H20

8 Tilt

251
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Ly

20

Rt

2
v

T35

% AREA INFECTADA
&

453
ohy

i

m..-,,
HiReh

TRATAMIENTOS (CACHAZA)}

a0, R2 = 0.766 a a 1 5. marcescens
2 B. cereus

3 P. fluorescens
4 P. cepacia

5 7. barzianum
§ Tedl, Sust,

7 Tedt, H2O

8 Tilt

% AREA INFECTADA

’1 7 2 3 4 5 6 7
TRATAMIENTOS (BROZA)

FIG 2. Comportamiento de los ¢tratamientos en los diferentes sustratos, en la induccién
de resistencia.
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6.5 RELACION ENTRE PROMOCION DE CRECIHMIENTO E INDUCCION DE
RESISTENCIA.

Los resultados de promocioén de crecimiento del area foliar y las diferencias entre los grados
de infeccién eptre los tratamientos indican que existe una relacion entre los dos fendémenos.
En forma general, se observa que en los tratamientos con microorganismos formulados en
sustrato, se obtuvieron mayores 4reas foliares y al mismo tiempo, los porcentajes de
infeccion fueron menores. Los testigos agua y sustrato presentaron areas foliares menores y
mayores grados de infeccion (Figl, Fig2). Sin embargo, cuando se consideran tratamientos
especificos, las relaciones no son tan estrechas y ocurren inconsistencias. Por ejemplo, el
tratamiento con P. cepacia en el sustrato broza presentd la mayor area foliar pero no el
menor grado de infeccién. Sin embargo, en el sustrato cachaza para el mismo tratamiento,
los efectos fueron inversamente proporcionales ya que obtuvo la mayor area foliar y el menor
grado de infeccidon, El andlisis de correlacion (Cuadro 10) indica que existe una correlacién
significativa negativa entre el area foliar y el grado de infeccién, indicando que los
tratamientos que presentaron una mayor promocién de crecimiento, presentaron bajos
porcentajes de infeccion. Las mejores correlaciones se obtuvieron con cachaza, seguida de
broza. Los tratamientos en cachaza presentaron una correlacion baja aunque significativa,
Cuando se analizaron juntamente los tres sustratos con sus tratamiento, la correlacidn fue
significativa y aceptable. Estos resultados indican que los dos fendémenos estan
relacionados y que coando ocurre la promocion, ocurre la induceidn o por lo menos un efecto
sobre el patogeno. Sin embargo, no indican si es requisito que ocurra la promocién de
crecimiento para que ocurra la induccion de resistencia. En la promocién de crecimiento del

Area foliar, los tratamientos en el susirato bagazo, con excepeidn de S marcescens y P.
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Jiuorescens, no fueron eficientes para promover el crecimiento. En el analisis de induccion
de resistencia, los tres sustratos muestran deserupefios similares en cuanto a las diferencias
de porcentajes de infeccion (Cuadro 8) sin haber diferencias significativas. En resumen,
algunos tratamientos en el susirato bagazo ejercieron un efecto de induccidn sin promover
efectivamente el crecimiento. Posiblemente los dos fendémenos ocurren bajo diferentes
condiciones y relaciones poblacionales de los microrganismos. Podria ser que la promocion
de crecimiento requiere de poblaciones alias de los microrganismos para que se lleve a cabo.
Al parecer, el sustrato bagazo no proporciona esta condicion y los otros dos susiratos si. La
induccidén de resistencia al contrario se puede lograr con poblaciones bajas establecidas de
los microorganismos y de esta forma aun los iratarnientos en el bagazo lograron ejercer un
efecto inductivo.

La otra posibilidad, que ha sido discutida anteriormente es que los tratammentos en el sustrato
bagazo lograron promover el crecimiento pero que los efectos son enmascarados debido a
relaciones nuiricionales entre el sustrato el suelo y la planta. En este caso, el efecto inductivo

logr6 manifestarse a pesar de las limitantes del sustraio



Cuadro 10. Matriz de anilisis de correlacion entre promocion de ¢recimiento

induccion de resisiencia

Sustrato % Infeccitn Area foliar
Bagazo % Infeccin 1.00000 -0.36670°
0.0 0.0549 ®
Area foliar -0.36670 1.00000
0.0549 0.0
Cachaza %% Infeccidn 1.00000 -0.74820
0.0 0.0001
Area foliar -0.74820 1.00000
0.0001 0.0
Broza %% Infeccitn 1.00000 -0.62901
0.0 0.0003
Area foliar -0.62901 1.00000
0.0003 0.0
Taodos los %% Infeccidn 1.00000 -0.50635
tratamientos © 0.0 0.0001
Aren foliar -0.50635 1.00000
0.0001 0.0

a Representa ol coeficiente de correlacidn. Bl signo enfrente indica st 1a correlacidn es positiva o negativa.

b Represent la probabilidad de que &l coeficients sea cero

c Anilisis de toclos los tratamnientos mdapendiente de sustratos
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7. CONCLUSIONES

1. La promocion de crecimiento no se logrd con la aplicacion frecuente de suspensiones

acuogsas de bacterias, un hongo y sales de fosfatos en ninguno de las variables medidas.

2. Los microorganismos formulados en los sustratos cachaza y broza lograron promover el
crecimiento del area foliar en el banano. Las bactenias S. marcescens y P. fluorescens
con el sustrato bagazo lograron promover un crecimiento mayor que los testigos. Los

otros no fueron eficientes en este sustrato.

3. La variable area foliar fue la mas confiable para medir la promocion de crecimiento. La
variable altura logré establecer diferencias solamente en el sustrato broza. Las variables
emisi6n foliar y grosor de seudotallo no lograron establecer diferencias entre los

fratamientos ni entre sustralos.

4. Los microorganismos que mostraron un mayor desempefio en la promocién de
crecimiento del 4area foliar fueron S, marcescens en sustrato bagazo, P. cepacia, P.
Jluorescens, T. harzianum y 8. marcescens en sustrato cachaza, y broza. En la variable

altura se encontr6 diferencia significativa en el sustrato broza.

5. Los microrganismos formulados en suspensiones acuosas y las sales de fosfatos no

lograron inducir resistencia contra M. fijiensis.



69

6. Los microrganismos formulados en sustratos ejercieron un efecto inductivo visto como
un porcentaje de infeccidn menor que los tesligos agua.y sustrato, en los cinco
microorganismos evaluados y en los tres sustratos. El testigo con fungicida presentd el

nive] de infeccidn menor de todos los tratamientos

7. Los microorganismos de mayor desempefto en la reduccion de la infeccion fueron P.

cepacia, P. fluorescens y T, harzianum.

8. En general, los microorganismos que promovieron el mayor crecimiento foliar, lograron
los niveles mas bajos de infeccion y existe una correlacion sigmticativa negativa entre

promocion de crecimiento v porcentaje de infeccidn.
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8. RECOMENDACIONES

I

Mejorar los sustratos utilizados en los ensayos en relacion a necesidades puiricionales de

los microorganismos y probar otros sustratos que sean de facil acceso y baratos.

Probar una gama mas amplia de microrganismos vy sustancias promotoras de crecimiento

e inductoray de resistencia,

. Aislar microorgamsmos de la rizdsfera de banano en zonas de produccién donde la

incidencia de sigatoka es menor (zonas “no calientes™) y probar en subsecuentes ensayos.

Estos organismos pueden provenir de suelos supresores y ser posibles inductores,

Probar otros métodos de inoculacion de los agentes promotores de crecimiento e

inductores de resistencia tales como inyecciones periodicas al seudotallo.

Detenminar la dinamica poblacional v la persistencia de los microorganismos en cada

uno de los sustratos uiilizados.
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ANEXO 1 Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo utilizade para la siembra de

plantulas de banano.
TEXTURA
PROFUNDIDAD ARENA LIMO ARCILLA TEXTURA
0-10 30.4 % 30.4 % 39.2 % FRANCO
ARCILLOSO
CARACTERISTICAS QUIMICAS
% e TG ) L mg/l, e %
M.O. pH ACD. Cu My K P Cun Mn n N
AGUA EXT.

.97

5.4 .26 7.76 1 0.76 42.6 17.3

3L1 a7 0.3
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ANEXQ 2 Diagrama de Ia ¢scala de Brun para determinar la emision foliar.

LANAY

G 2 4

Estados de candeta de acuerdo a |a Escala de Brun (1963). citade per Ma in v Ko e e 5 a2

Conteo de hojas para la obtencidn de la
emisién foliar.
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-ANEXO 3 Diagrama de muestres de las hojas de banane para determinar el
porcentaje de idrea infectada con sigatoka negra.

Seccidn derecha

o Zona de mue
,/A siren

Area= 9 cm?

Vista def envés de ia hoja
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ANEXO 4 CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LOS SUSTRATOS UTILIZADOS
EN EL ESTUDIO

% mg/kg
SUSTRATO |Ca Mg K P N Cu Mn Zn
BAGAZO .42 .14 0.62 0.05 0.51 12.6 82.2 0.2
CACHAZA 3.3% 073 318 1.04 1.10 113.6 1220 163.9

BROZA 1.490 .42 .10 0.12 2.98 67.3 450.9 48.9
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