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JIMENEZ MOR&, J.M, 1986, {(ombate bicoldgico de la moniliasis
del cacaa (Theobroma cacas) causada por Moniliophthera
roreri mediante bacterias epifitas en la zona Atlantica

. de Uosta Rica. Tesls. Mag. Sc. Turvialba, Costa Rica,
Programa UIR/CATIE. 103 p.

Palabras claves: combale bioldgico, moniliasis,

Poseudomonas, epifitas.
RESUMEN

En pruebas in vitrp v de campo se determind el potencial
de tepas bacteriales aisladas de la superlicie del fruto de
tacao &#n el combate bioldgico de la moniliasis del cacao

causada por Moniliopthora voreri.

Se encontraron lres cepas bacleriales que inhabieron el
crecimiento del hongo in vitro apareontements mediantie la
produccion de sustanciasg amtagdﬁistag. De &cuerdo con
estudics tasonfdmicos doa  de esias son: FPoeudomonas
SBruginosa v la otra Leucangston mesenternides. Para evaluar
e#l posible efecte de eutas tres vepeas se realizd una prueba
preliminar en camarea humeds ubilirando marorcas del v ‘Pound
12" & inoculada con el hongo. Dos de las cepas tohibieron el
desarrvolle de la enfermedad. Para la evaluacidn definitiva,
bajo condiciones mAL estrictas, =1 reatisaron tres
experimentos = la Finca "La Llala". del CATIE ubiceda en
Matina, Lamdin. Se wutiliraron o cultivares LUE-297,
altamente susceptible, v 7UF-2947 medianamente resistonte al

hongo.

Con el obieto dge determinar la asobrevivencia de las
bacterias sobre la superficie del frulo, se utilize una cepa
resistente a estreptomicina en el cv "UF-B9" vy se realizaron
recuentos seriados #n un medio de cultive selective gue

contenia 300 ppm de esirepiumicina.

viii



En 2l primer ensayo con el cv UF-29° (mayo-octubre) P,
égrgginqgg redujo la incidencia de la moniliasis de un 48Y% en
el testigo con ingoculeo mwnatural a uy 10,7 y 7-.2% con tres vy
sRis aplicaciones de ia bacteria repectivamente,
comportandose estadisticamente igual a lo obteaido coan la
aplicacidn del fungicida clorotalonil (19.9 %), Cuando se
aumento fa presidén de indculo, mediante la inorulacidn

artificlal del henge, la incidencia se reduio de un 91.2% a

un b.@2% cuando  se aplicd la suspensidn de bacterias
antagonistas. En  un  segundo experimento con el miemo
cultivar vy 2 igualdad de tratamientos se obiuvieron

basicamente simllares resultados.

La aplicacién de seis ciclos de aspereidtn con  la
bacteria antagonmista fue suficiente para marntengr una
poblacidn hacterial superior & las 10% DBarierias/cm® de
superTicie de mazorca, la cual aparentemente e suficiente
para obtener un buen control ded Fongo . ta sobrevivencia
estuvo correlacionada en forma negativa con  la radiacidn vy
temperatura media v en forma positiva con la humedad relativa

minima v la precipitacidn,

Cuarndo se wutilizd =i v 2947 o 2@ encontraron

diferencias si1gnificativas entr e tratamientos =3 ia
incidencia de la enfermedad, pero si lo hubo en el porcentaje
de mazoycas cusechadas las cuales en el testigo sdélo

alcanzaron el 20.9%, mientras que cuando ae aplicd la

bacteria 46.9% y S0.4Y% cuando se asper jo clorotalonil.



JIMENEZ MORA, J.M. 1986. Biolngical control of moniliasis
of cacaoc (Theabroms g¢acap) caused by Moniliopthora
rareri by means of epiphytical bacterial in the Atlantic
zone of Costa Rica. Thesis Mag. Sc. Turrialba, Costa
Rica. UCR/CATIE Program. 103 .

Key words: Biological conlrol, moniliasis,

Peseudomonas, epiphytes, cacao

SUMMARY

The potential eof bacter rtal strains isolated from the
surface of the racao fruit to contrnl moniliasis disease,
caused the fungus Moniliophtora roreri was, assessed in vitro

angd under field conditions.

Three bacterial strains were foumd inhibitory "in
vitiro", 1o the growth of  the fungus. According to
taxonomical studies, two of these were Poseudompnas ssruginocssa
and ore  Leuconostooc mesenteroides. In order to evaluate
their possible effect on disease control a preliminary test
was conducted in humid chambers; & bacterial suspension was
sprayed on cacatc pods of the susceptible cultivar “Pound 12’

that were also inoculated with spores of the fungus M.

roreri. The P. asruginosa strains inhilbited the development
of the disease. For the Tinal evaluation wunder stricter
conditions, three experiments wWer e YU on CATIE s

erperimental farm “La Lola’s Matina. Province of Limon, Costa
Rica with one of P, agruginoss isolates. The cultivars “LUF-
297, susceptibls and "UF-B9&", resistant to the fungus.: were
used, I order to determine survival of the bacteria on the
surface of the fruit, a streptomycine-resisiant strain
derivate was wused on  cov “UF-297 and counts were done on a

selective medium containing 300 ug/ml of streptomycin,

In the first test with owv CUF-29° {(May-October) P

aeruginosa reduced the incidence of the moniliasis caused by



natural inoculum from 48% to 10.7 and 7.5% with three and six
appli&ations of bacterial suspensions respectively; a lower
value thought statistically not significant from that
obtained by the application of the fungicide clhorothalonil
C19.5%) . When the inoculum pressure was  increased by
inoculating the fungus, disease incidence increased from 48%
te 91.3%; nontheless, the application of the antagonistic
Bacterial suspension 3 and &6 times reduced the incidence to
Fe2% and &,2% vespectively, In & second experiment with the
same cultivar and egual treatmente., basically the same

results were cbtained.

Sir cycles of spraying with the antagonistic bacteria
was good  enough to maintain a bacterial population over 10
bacteriascm® on the pod surface, which apparently wag
sufficient to control fungal infection. Survival! of the
bacteria was negatively correlated to solar radiation and
mean temperatures, and positively to minimun relative

humidity and precipitation.

When ov U -E2947 was used, no significant differences
were Tound between treatments in the incidence of the
disease; but this was not 1he case in regavds to the
percentage 01 pods harvested, in the contiral just  20.9%,
46.9% when the bacteria were applied and S0.4% when

ciharothalonil was sprayed.
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1. INTROADUCCION

La wmoniliasis del cacao causado por Moniliophthora

roreci (Cif. & Par.) Evans et al., fue detectada en Cosia
Rica en 1978 en la zona Atlantica (38} y en dos ancs alcanzd
casi todas las regiones cacaoteras del pais, pasando luego a

FPanamd vy Nicaragua (313,

l.La presencla de la monliliasis en lps cacaotales
costarricenses afectd drasticamente la produccion de cacao v
constituye en la actualidad el principal factor limitante del
cultivo, En 1978, afio en gue aparecid por primera vez la
enfermedad, la produccion alcanzo 10,400 ton, mientras en

1983 la produccidn fue solo de 1,860 ton (Fuente: B.C.C.R.).

Con motive de la presencia de la moniliasis en Costa
Rica, se ha generado una vasta investigacion especialmente en
la epidemiologia de la enfermedad vy en la busquéda de
material genetice resistente con el Ffin de reducir las

pérdidas causadas por 1z miama.

Com base en estos estudios de epidemiolegia, el combate
shora se realiza mediante podas sanitarias y con practicas
culturales gue reducen el indculo primarico y proporcionan
condicianes.ambientales desfavorables para ] desarrollo de
la enfermedad. Sin embargosy dentro de un sistema de combate
integrado, el uso de otras practicas ayudarian a reducir el
indculo vy a proteger la fruta de infeccidn, disminuyendo con

2llo los ceostos del combate cultural.

El presente itrabajo evalud las posibilidades del
combate bioldgico del hongo M. roreri mediante bacterias

antagonistas.



2. REVISION DE LITERATURA

g.1. Eticlogia

El agente causal de la moniliasis fue denominado en 1933
Monilia roveri Cif. & fPar. (27) en hornor a J. B. Rorer,
cientifico que a iniciaos del siglo realizd los primeros
estudios de esta enfermedad. Segun esta clasificacian el
hongo pertenecia a la clase Deuteromicetes vy al orden

Moniliales.

En 1978, Evans vy colaboradores (446) recomendaron incluir

el patdgenoc en LN nuevo gEeEnero: Moniliophthora.

(Deuteromicetes). Para ello se bagaron en estudios
histoldgicos realizados, que mostraron la presencia de un
doliporo en la septa del micelio vegetativa, v a una
maduracion basipeta de los conidios; caractervisticas unicas

de los basidiomicetes,.

Ern 1986 en la Segunda Conferencia Internacional de
Moniliasis, Purdy (94) canfirma los resultados de Evans vy
sugiere que el bhongo se siga denominando Moniliephthora
roreri. Aungque todavia falta conocer la fTase sexual para
conocer la ubicacidn sistemdtica exacta del patdgenoc es
reconocido en la actualidad que el hongo es un Deuteromycete

y pertenece al nuevo genero Moniliophthora.

2.2. Ciclo de vida del patdgenc

El Unico odrgano de la planta de cacao gue aparentemente
gs infectado por M., rereri es la mazorca (54). La
susteptibilidad del Truto depende de la edad (102, 88) vy del

cultivar (13, 87, 97). Las mazorcas son propensas al atague



en cualguier edad perc su susceptibilidad decrece al madurar

la mazorca (81).

€1 estado sexual del organismo ne ha sido encontrado en
2l campo o producido in-vitro, solo se conoce en el estado de

conidios, que coenstituye 21 unico propagule infective del

hongo (44, 53) . Las esporas sobreviven durante las
estaciones secas medilante la permanencia en frutos
momificados gue permanecen en los arboles (43). Aqui los

ronidios mantienen su viabilidad peor pericdos de hasta nueve
meses, por 1o gque e considera como la principal fuente de

indculo primario (441).

Segun  Porras {93y, el proceso  de germinacion vy
penetracion de los conidios es la etapa del ciclo mas débil
que presenta el hongo: aqui es donde e} efecto de las
condiciones ambientales pusden ser mdas detrimentales al

patdgeno.

Svarez {102}, en condicianes naturales, determind que
los conidios germinan a las tres horas despues de ser
inoculados sobre mazorcas, emitiendo de uno a cinco  tubos
germinativos. Estos se ramifican sobre 1la epidermis,
ariginando hifas infectivas muy finas que progresan
oblicuamente hasta atravesar la epidermis de la mazorca,
principalmente por la base de los pelos glandulares. Para
que este proceso ocurra. gs necesario 1la presencia de agua
libre o de un ambiente saturado de humedad en la superficie
de la mazorga. Una ver gue atraviesa la epldermis,; el hongo
emite conididforos ramificades v conidios gue se diseminan
intercelularmente. Cuando el hongo ha invadido en forma
intercelular un grupo de tejidos vy presenta cierto
desarvollo, produce nuevas hifas infectivas que penetran el
interior de las células, coincidiendo esto con la aparicion
de los primeros sintomas (102). Luego, en poco tiempo, el

Hongo provoca  la maceracion y pudricion de losg tejidaos vy



cuando eéstos han perdido agua aparece el micelio gque sale por

lag aperturas estomaticas y heridas de la mazorca.

tLos conidios son diseminados principalmente por el
viento (88), aunque también pueden ser diseminados por =31
agua, por animales, insectons y el hombre (%4). La liberacion
de ronidios de la superficie de mazorcas enfermas ocurre por
medio de cualqguier accion fisice ocasionada  por 2l viento,
lluvia, insectos o el movimiento de los arboles durante la

labor'de cosecha (56, 88).

2.3. Epidemiologia

lLa incidencia de moniliasis fluctua en funcidn de los
factores climaticos, la presidgn del indculo y el origen

genetico de la planta (93).

Er cuanto a los parametros climaticos, se ha encontrado
correlacion positiva entre la incidencia de la enfermedad vy
la humedad relativa (88>, 1o mismo gue con el balance
caldérico (B8) y con la precipitacién pluvial caida dos (81) ©

cuatro meses (3%) anteriores a la cosecha.

El proceso de liberacidn de esgporas es favorecido por
condiciones de alta temperatura (mayor de 26+<C) y una humedad
relativa inferior a 80% (8%). Se ha determinado que 1los
conidios pueden ser transportados por el aire a una distancia
que varia de 30 a 375 metros (43,34), aungue el transporte de

conidins infectivos =28 hasta los 30 metros.

Forras y Galindo (90), estudiando la importancia de la
cantidad de indculo en el desarrollo de le enfermedad,
determinaron mediante pruesbas de inoculacion artificial, gue

la incidencia y la severidad de la enfermedad aumentan



conforme se ineremente 21 nivel de indculo de 20.000 a

100.0000 conidios/ml,

2.4, Combate

La remocidn semanal de frutes enfermos ha mostrado,
hasta €1 momento, ser la forma mas efectiva y econdmica de
combatir 2 M. roreri (9,353). El fin de esta practica es
inducir a reduciones cada vez mas drasticas en el indcule de
la enfermedad. Los frutos eliminados se dejan en el suelo en
donde por mecanismos aparentemente bioltgicos el honge se

inactiva (599).

Como complementos se uwtiliza un numero de practicas
culturales con el fin de lograr la reduccidn de la humedad
dentro la plantacisn con el objeto de desfavorecer el
desarrollo dé la enfermedad. Estas practicas son: combate
de malezas, regulacidn de sombra, poda y deschupén del arbol

de cacan (8, 79).

El combate quimico de la enfermedad es poco viable
debido a la relacién costo-beneficio (23). El costo del
fungicida y del numero excesivo de aplicaciones necesarias
para lograr una cobertura adecuada de las mazorcas en los
periodos de alta precipitaci¢n vy rapido crecimiento (807
hacen gue la via guimica sea antiecondmica, ademas se ha

demostrado gue no es eficaz.

Se ha dempstrado (58, 82,103) gue el uso de clorotalonil
disminuye significativamente la incidencia de moniliasis vy
gque aumenta en forma significative el rendimiento, pero por
la relacisn costo-beneficio no es aconsejable la aplicacion
del fungicida. Sin  embargo, Murillo (82) recomienda el uso

de clorotalonil vy 6xido cuprosc en plantaciones de alta



produccion en los periodos de maxima formacion de frutos va
gque podria aumentar en forma significativa los ingresos de la

explotacidn.

El uso de materiales resistentes a M. roreri ha sido
poco  estudiado, paro diferentes autores (43, 55, 103)
concuerdan en que es el método mas barato para combatir la

enfermedad por el agriculior,

Con la deteccion en 1978 de M. roreri en Costa Rica, el
combate por resistencia ha tenido un fuerte impulso y gracias
a investigaciones realizadas mediante inoculaciones
artificiales (19, 87z, Q7% se& ha obtenide una serie de
cultivares promisorios entre los que destacan ‘UF+2947, ‘UF-~
a73”, “EET-757, ‘EET-183°, “EET-467’. Ademas se ha demostrado
(B86) que la expresidn de la resistencia en ectos cultivares
es sensible a factores ambientales v que puede operar
diferencialmente en ciertas estaciones y localidades. Segun

lo anterior Porras (93) concluyd gque la resistencia que

presenta la especie Theobroma cacao a M. roreri es del tipo

horizontal.

En la actualidad estos cultivares se estan incluyendo en
programas de produccidn de hibridos con lo cual a mediano
nlazo el agricultor tendra a su disposicidn material

tolerante a la enfermedad.

Segun Galindo vy Enrigquez {59), el use de cultivares
resistentes a moniliasis son la base de un programa de
combate integrado de la enfermedad, cuyos otros componentes
seran el combate senitario, cultural Y ciertas condiciones de
manejo  intensivoe ¥ el combate por proteccion. El
establecimiento de este sistema intensivo y el combate por
proteccidn en forma generalizada lograra el mejoramiento del

cultivo y el aumento de ganancias poar los agricultores.



2.5 Combate biolodgico

Se entiende por combate bioldgico la reduccidn de la
cantidad de indculo o las actividades de un patdgeno
tendientes a causar enfermedad,“ mediante la accidn de uno o

mas organismos diferentes al hombre (29).

£1 wobjetive del combate bioldgico de patogenos en

plantas es la reduccidn de la enfermedad mediante (30):

i. Reduccidn del inoculo a través de la pérdida de
propagulos infectivas actives entre cosechas o
disminuyenda la produccion de estos propagulos

mediante la reduccidn del crecimiento miceliar.

2. Reduccidn de la infeccion del hospedante por el
patdgeno.

3. Reduccion de la severidad del ataque por el
patdgeno.

Los diferentes métodos de combate se pueden agrupar en
tres estrategias  (301): combate biocldégico del indculo,
proteccion bionlégica de la superficie vegetsl vy combate a

traves de la induccion de resistencia.

El primer metodo envuelve destruir, inhibir o evitar la
formacion del indculo. El fin primordial es el control
biologico de la poblacidn del patdgeno. Esta estrategia
puede darse sobre o en los tejidos del hospedante antes o
después de la infeccidn. Esto ultime puede hacerse mediante
el uso de virus no virulentos 0 por medio del uwso de
hiperparasitos o colonizadores secundarios de lesiones.
Comunmente, esta estrategia es usada lejos del hospedante

como una medida para destruir el indculo primario.



Las rafamiones a largo plazo son una forma de atacar el
indeculo, yva que permite la destruccidn bioldgica del inoculo
por antagonista residentes en el suelo. Tambien puede darse
el caso de introducir antagonistas dentro del habitat del
patdgeno como agentes de destruccidn de propagulos; ejemplo

de ellos son  Trichoderma, Coneigthyriums, Sporidesmium,
Bacillus (30).

La proteccidn bioldgica de la superficie de plantas es
la estrategia mas nueva vy en la cual se ha logrado los
resul tados mas exitosos mediante introduccion de
antagonistas. Aguiy, un agresivo microorganismo coloniza la
superficie de la planta antes de la liegada del patégeno o
antes que se presenten las condiciones ambientales para el
desarrollo de la enfermedad con lo cual interfiere con las

actividades del patdgeno. Ejemplos de esta sstrategia son

los siguientes:

Combate de Hetergbasidium anposum por aplicacion en

cortes frescos de pino con Peniophora gigantea
{(93).

- Combate de Mycena centricolor mediante

Trichoderma harzianum (110).

- Combate de Agrobacterium tumefasciens mediante una

raza no virulenta de la misma bacteria (30).

- Combate de Pseudomonas syringag que promueven &l

congelamiento mediante Erwinia herbicola (78).

- Biocontrol de (Bacumannomyces graminis y Pythium en

trige mediante P. fluorecens que coloniza la raiz
(&, 29, 30).



lLa tercera estrategia tiene que ver con &} papel gue
juega &1 hospedante en el desarrollo de la enfermedad. Es
usada conira virus y patdgenos vasculares. La metodologsa
del combate consiste en introducir a la planta razas
avirulentas del patogeno gue  inducen al hospedero a
desarroller resistencia al atague del patdgeno. Un ejemplo
tipico, es el exito logrado con inoculaciones de razas
avirulentas del virus de la tristeza de los citricos que
protege a los arboles al ataque de las razas mas severas de

dicho virus (311).

2.6, Epifitos

Se entiende por microorganismos epifitos aguellos
miembros de microflora que son observades sobre o son
cultivados de la superficie vegetal. Al actuar esta
superficie como habitat ha sido 1lamada aerosfera (&2},
fitosfera (33, 78) o fitoplano. El término filosfera (469,
?56) fue usadae al principio como ] ambiente alrededor de 1ls
hoja, peroc en la actualidad se ha generalizado para cualguier

drganc aérec vegetal.

l.a poblacidn de microorganismos en £l fitoplanc es alta,
alcanzando un espesor de 22 pm en la superficie de plantas
tropicales (29) y ha sido estimada en millones de vélulas por

gramo de tejide (33).

Baker y Cook (&) dividen en dos grupos la flora epifita:
los residentes vy los casuales. Los primeros son  los
microorganismos qgue se multiplican sobre la superficies
vegetales sin  causar dafo alguno a2 la planta, mientras que
los segundos estéan en el fitoplarno en forma pasiva, son
incapaces de reproducirse  en este ambiente debido a
caracteristicas genéticas o a la presencia de residuos

extrafos en el fitoplano.



Los microorganismos residentes son por Io general no
especificos vy oturren en una gran cantidad de especies. Los
principales componentes de esta flora 1o constituyen las
bacterias, levaduras v hongos filamentosos (29). Dentro de
las bacterias destascan las gram negativas pigmentadas que
incluyen los generos Erwinias Pssudomonas vy Xanthomonas (16).

Las bacterias son mds abundantes en las etapas iniciales

de crecimiento {17)y en tanto que las poblaciones de
levaduras tilende a aumentar a partir de las etapas
intermedias del crecimiento (46%9). Dentro de las levaduras

destacan las fTamilias Crytococcaceas vy Sporobolomycetaceae
(17). Por otra parte, los hongos epifitos permanecen
latentes en 2l fitoplano esperando =21 inicio de la
senescencia para germinar y colonizar el habitat aéreo (17),

tales como Alternaria, Cladosporium vy Epicocecum (&).

2.7 Caracterizacidn del fitoplano

a. Ambiente fisico

El ambignte en la superficie de drganos agreos s muy
diferente a 1la rizoasfera. La temperatura y la humedad en el
fitoplano fluctuan en un mayor grado y a una mayor velocidad
gque an la rizosfera, Asimismo, los colonizadores del
fitoplano estan expuestos a la luz solar, a la radiacion
ultraviocleta v estan propensos a ser removidos del nicho
mediante la sccion  de la 1lluvia o del wviento (L),
caracteristicas fisicas que no se presentan o son minimas en

la rizosfera.
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Los compdnentea del ambiente que participan en el
microclima de la planta 5071 radiacidon, velocidad del
viento, temperatura, bumedad vy concentracidn de didxido de
carbono. Estos factores son controlados por las condiciones
climaticas prevalecientes, pero sSon modificadas por la
estructura de la planta, por la densidad del cultivo v por la
forma, tamaio y rugosidad superficial de los organos

vegetales.

En cultivos de dosel alto tal como cacaos la radiacidn
absorbida por los drganos vegetales de las partes superiores
reducen la cantidad de energia recibida por los drganos
localizados en estratos inferioras. La reduccidn depende
principalmente de la configuracidén del follaje, del area y

del angulo de las hojas.

En la noche la planta pierde o gana radiaecién de acuerds
con la presencia de nubosidad en la atmdsfera. En una noche
clara la planta irradia la energia capturada en el dia
scacionando gue las superficies vegetales sean mas frias gue
el aire -circundante. Mientras en una noche oscura hay una
pequefa ganancia de energia con lo cual la temperatura de la

superficie es superior al aire (23},

Alvim (2}, al investigar el microclima en plantaciones
de cacao hibrido de ocho afos de edad en dos densidades
diferentes; determind que la radiacidn es interceptada en un
FO-37% siendo el coeficiente de extincidn de 0,62 a una
densidad de 2 » 2 m yv 0,37 a una densidad de 3 x 3 m. Ademas
determind que el anguleo +toliar wvaria con la altura del

follaje, a alturas superiores de 3,3 m el angulo promedioc fue

de 4246 * 187, entre 2,5 - 3,5 m fue de 32,5% * 13% y abajo
de 2,5 fue de 24,2 * 3. Con base en estas mediciones y el
indice de &rea foliar (LAI) Alvim (2) determing gue, a dos
metros sobre la superfiqie del suelo, la cantidad de

radiacidn recibida era apenas un 3-10% de la radiacidon total
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que estaba incidiendo sobre la plantacion de cacao Mibyido.
Con estos resultados, se demostrd que el microclima dentro
del follaje es estable y muy adecuade para el crecimiento de

microorganismos.

La humedad relativa (H.R.) en el fitoplano es &1 factor
mas importante sobre el crecimiento y la sobrevivencia de
microorganismos. Por la continua trenspirécidn, la humedad
superficial - es mayor que la del aire circundante, la
diferencia depende del espesor de la cuticula y de la
.apertura estomatica. Para soportar el crecimiento de la
mayoria de microorganismos, la superficie vegetal debe estar
humeda o con una H., R. superior al 935 por ciento. Tales
condiciones tienen lugar durante la caida de lluvia o cuando
gcurre condensacidén por ila noche, producto del enfriamiento
del drgann vegetal cuando la humedad esta cerca de 1la

saturacison (17},

Durante el dia, &1 perfil de presion de vapor muestra un
decrecimiento con ia altura con respecto al nivel de sueloy
indicando una pérdida de agua del suelo y del follaje. For
la noche el gradiente se ve reducido y en ocasiones de alta
nubosidad, la pérdida de presion de vapor dentro del foliaje
ps cerca de la superficie del suelo, indicando un movimiento

general de vapor dentro del cultive (22).

ta velocidad del viento cerca de la superficie del dosel
generalmente sigue un perfil logaritmico con la altura.
Dentro del follaje la wvelocidad sigue el mismo perfil, pero
en menor magnitud debido a la presencia de centros de
dispersidgn gobernados por la distribuecion de los drganos

vegetales dentro del dosel (22).
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b. Ambiente qdimicn

t.og microorganismos epifites colonizan el fitoplano
gracias a la acumulacidn de sustancias inorganicas vy
prganicas en el agua gue estd en contacto con la superficie
viegetal. Algunas de estas sustanciasg s originan
externamente como depdsitos de la atmosfera tales camo
particulas minerales, granos de polen y polvo. No obstante
la mayor proporcion se origina dentro de la planta que por un
proceso de difusidn a itraves de ios tejidos al Fitoplano
donde hacen contacto con el agua (57). Dentro de las
sustancias en difusidn exﬁsten componentes que actuan como
nutrimentos para leos epifitos pero, al mismo tiempo, existen
sustancias gque inhiben la germinacidn o el crecimiento de

estos colonizadores (14).

En las etapas iniciales de crecimiento, la unica fuente
de nutricidn son  los productos que se difunden de los
tejidos. Las sustancias difundidas {azucares y aminodcidos)
y por vnde las cantidades de carbono y nitrdgeno son  muy
bajas, lo cual se refleja en la poca poblacidn microbial gue
s desarvolla en esta etapa, hasicamente constituida por
bacterias. Otras sustancias difundidas de 1los tejidos 1o
constituyen elementos minerales, hormonas de crecimiento vy
sustancias inhibidoras de crecimiento tales como fenoles vy

terpencides (17).

Con &1 suresivo cracimiento de los tejidosy, la
microflora va aumentando progresivamente debido a la 1legada

de materia organicae forénea, tales como polen vy miel de

afidos. Al llegar estas sustancias al fitoplano, las
hacterias wvan perdiendo su hegemonia, cediendo ante la
proliferacidn de levaduras y hongos. Las levaduras, segun

diferentes autores (28,70), daminan el fitoplano, cuando el
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érganalpre5enta un desarvrollo de un D0-75%; en tanto que los

hongos dominan el niche al llegar el drgano a la senescencia.

2.8. Estrategias de combate bioldgico en =1 fitoplano

El combate bhioldgico en el fitoplano ha sido enfocado
bajo dos pstrategias. la primera gque trata sobre la
introduccian de un microorganismo antagonista en ia
superficie vegetal capaz de multiplicarse vy colonizar el
fitoplano. Y la segunda, que consiste en la manipulacion del

micro-ambiente va sea fisico o nutricional (18).

»

a. Introduccidn de antagonistas

Debido a que la estrategia se basa en la capacidad del
antagonista a thabiter v colonizar el nicho ecoldgico del
patdgeno, se ha preferido utilizar microorganismos residentes
gue presentan antagonismo al patogeno; estos epifitos
antagonistas estan totalmente adaptados a sobrevivir vy
reproducirse en el fitoplano con 1o &ual la estrategia de
combate es aumentar su numero en el ambiente a tal punto gue

anule en forma eficaz la accidn del patdgeno.

Un microorganismo  antagonista es  aquel gue interflere
con las actividades de otro microorganismo con &l que se ecta

interrelacionando en el mismo microambiente.

Las bacterias han sido los microorganismpos mas usados en
esta estrategia de combate debido a2 su facil manejo, a su
alta tasa de reproducion in viire y & gque es el primer

colonizador del fitoplano. A pesar de las ventajas que
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ofrecen las bécterias, s@ han obtenido datos contradictorios
(&7) al llevar a la posible bacteria antagenista a prueba de
campo debido a gque las bacterias no soportan por periodos
largos la exposicién a alta radiacion solar (700 o una
condicison de baja humedad relativa (73,74).

Lindow (76, 77) demostvrd que P. flupresce

= - 5, aislada de
hojas de papas inhibe tante in vitro como in vivo la accidn

de P. syringae vy E. herbicola, las cuales, en condiciones de
bajas temperaturas, se cristalizan agtasionando danos Severos
al cultivo. Este tipo de bacterias fue tan efectivo en
reducir el Tdafo del frio" en la papa como el wuso de

bactericidas o inhibidores de la cristalizacion.

Otro ejemplo de antagonismo bacteria-bacteria, es el
control del daﬁ? gque ocasiona E. amyloveoraa en los botones
florales del manzano. Se ha demostrado (11, &60) qgue
aplicaciones tempranas de razas avirulentas de la misma
especi2 reducen significativamente el atagque de razas
virulentas, explicandose el mecanismo mediante produccidn de

bacteriocina (11) y por competencia de nutrimentos (&0).

Leben (70, 72, 73) {fue uno de los pioneros en explorar

-2l combate biolégice de enfermedades fungosas mediante
bacterias. A partir de hojas de pepino aisld 230 cepas
hacteriales de las cuales salo una cepa disminuyod

significativamente el atague de antracnosis -(Colletotrichum
lagenarium), explicéndose el mecanismo de accion por
antittiosis, Sin embargo, el combate bioldgico fracasd en el
campo (72) debido a2 que la baja humedad relativa vy la luz
solar causaron una rapida pérdida de viabilidad de las

celulas bacteriales aplicadas.

Swinburne (104) aisld Bacillus subtilis de 1la axila de

ho jas de manzanaj en pruebas in vitre (97) e in vive (103)

esta bacteria mostre un alto antagonismo a Nectria galligena,
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patdgeno gue causa el cancer del tallo, €1 cual penetra por
las cicatrices que guedan en el tallo al cser la hoja en
otofe. La prueba in vivo se . realizd mediante suspensiones de
esporas y celulas vegetativas (1079 UCB+*/ml) de la bacteria a
las cicatrices foliares. La bacteria es capar de sobreviwvir
hasta la primavers vy fue tan eficiente como la aplicacidn de
nitrato de fenilmercurio. £1 metodo de cqmbate no se pudo
implantar a nivel comercial debido a2 que las caidas de las
hojas es muy irregular y a8 gue la bacteria no puede crecer en
l1a corteza del arbol, con lo cual se hacia imposible combatir

el patdgeno con una spla aplicacidn.

Aunqué se nha dado gran enfasis al uso de bacterias
epifitas residentes en combate bicldgico, tambien se tienen
investigaciones con buenos resultados mediante el usc de

ievadura y honges epifitos (12, 37, 90, 112}.

En fresa (12) se ha demostrado el efecto antagdnico de
Cladgsporium sp. hacia Botrytis cinerea. Tres aplicaciones
de una suspension de conidios de Cladosporiuvum con 1% de
glucosa entre floracion y cosecha increments la producidon de
20,4 a 26,7 ton/ha, La pudricidn de frutas maduras no se
redujo con la aplicacidn del hongo antagonista, el aumento de
la produccion se explicd con base en la baja incidencia de

Botrytis en frutos verdes.

Fokkema v Lorbeer (506} en estudios a nivel de
invernadero de la interaccidgn de la micoflora saprofitica
sobre el desarrollo de enfermedaes foliares en cebolla,

concluyeron que Alternaria pullulans, Sporobolomyces roseus vy

Cladosporium herbarum redujeron en forma significativa la
infeccion de A, peorri vy B. cinerea. Se demostrd que el
efectn de estos microorganismos residentes es socbhre el
desarrollo superficial del micelio gue es necesario antes de

la infeccidn. Dicha supresion se explica con base en la

#Células bacteriales capaces de formar una colonia
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competencia de carbohidratos y aminoacidos que ocurre en el

fitoplano.

Warren (112)y, en estudios sobre la interaccidn de Phoma
betae con la micoflora de la hoja de remolacha azucarera,
observéd gue cuando se inoculaba #1 patdgeno junto con

Aprubasidium pullulans o con JTorwlopsis candida la infeccitn

se reducia de un 100 a un 10 por ciento. Ademas, se demostro
mediante estudios con granos de polen, que el efecto de éstos
héngcs pra aparentemente mediado por una alta competencia
por nutrimentos que restringian el desarrollo superficial de

P. betae vy por ende de la infeccion.

El uso de la micoflora epifita en combate biolodgico se
restringe a patodgenos necrotréficos que presentan algun
crecimiento superficial antes de. la penetrécidn (34,31,32).
Segun Blakkeman vy Fokkema (16), la esirategia de usar este
tipo de organismos es viable cuando se protegen drganos
vegetales donde la colonizacion natural es retardada vy donde

abundan los nutrimentos tales come en frutos y flores.

A pesar de lo anterior, el ejemplo mas exitoso debido a
su gran uso en escala comercial, comprende un hongo que @s un

- tipico epifito en pino: FPenigphora gigantea (905}). El

patdgeno afectado es Heterobasidium anngsum un basidiomicete

que se introducs en los cortes frescos de nino, produciendo
una pudricion del sistema radicular gue ohstruye el
retofamiento de nuevos hijos. ta estrategia de combate se

fundamenta en intreducir en los cortes frescos a un patogeno
débil (P. gigantea) gque no causa dafe al arbol sano y que
tiene la capacidad de colonizar rapidamente el corte debido 2
que es muy profilico y a que estd relativamente solo en el
nicho. El mecanismo de accidn es competencia por espacio.
En Inglaterra, hasta el afo 1973, se habian tratado con este
hongo &2.000 ha. En la acﬁualidad su uso estd muy difundido

ert Canadd v Finlandia (5). El hongo se distribuye en envases
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de 1 ml que contienen una suspensidn de 5 % 10e esporas/ml;
este volumen se diluye en 5 litros de agua, mas 5 g de tinta
y se@ aplica con un cepillio. Con una ampolla se pueden tratar
100 cortes, saliendo a un costo de $0.02 por corte, igual que

el costo gquimico (29).

Aungue el uso de microorganismos epifitos es 1o mas
recomendable en el combate de patdgenos de organos vegetales
déreos , existen algunos trabajos (16, 40, 107, 108, 110) que
demuestran gque el uso de antagonistas aislados de ambientes
foraneos pueden ser una via de combate igual o mejor, en
cuanto a efectividad y residualidad, al uso de antagonistas

aislados del fitoplano.

Spurr, citado por Blakeman vy Fokkema (14) combatid la

cercosporiosis en mani y la alternariosis en tabaco en tres

ciclos diferentes, mediante aplicaciones fpliares de
diferentes bacterias a intervalos de quince dias. Las
bacterias aplicadas fueron: P, cepacia aislada de conidios

de Bipoluris maydis; Bacillus mycoides aislado del suelo y B,
thuringiensis obtenido a partir de formulaciones comerciales
pafa controlar insectos. Las condiciones climaticas variaron
entre los tres diferentes ciclos en que se probd la
estrategia, indicando 1a capacidad de las bacterias para
supervivir en la superficie foliar dentro de diferentes

condiciones.

Por atra parte Thompson et al, (107) demasire el

antagonismp de diferentes Pseudomonas hacia E. amylovora en

pera. Las bacterias fueron aisladas a partir de suelos
cubiertos de flores de dicho frutal. S5e demosird gque con
tres aplicaciones de estas bacterias en Ffloracidn, se

producia un control de la quema del peral tan buena como la

aplicacion de bactericidas comerciales.
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En cuanto 'a hongos no epifitos, JIrichoderma sp. es el
representante mas exitoso. Se ha encontrado una alta
efectividad para combatir B, cinerea en manzano (108, 109),
gen fresa (1&4) y en uva (40). Ademas se ha observado su

utilidad en combatir M. centricolor (110},

Gracias a observaciones del antagonismoc en el campo de

Irichoderma sp. sobre B, cinerea en manzanas caidas por el
viento, Trosno vy Dennis (108) determinaron cepas del genero
que crecian vy efectuaban un buen control del patogeno een
temperaturas inferiores de 10, que son normales de
encontrar en condiciones naturales. Con la cepa que se
comportd mejor en estas condiciones (T. harzianum), Trosno e
Ystass (111) rvealizaron aspersiones de conidies con O,1%
extracto de malta a una frecuencia semejante que la
aplicacidn corriente de fungicidas, observandose la gran
eficacia del combaie en campo, el cual se explicd con base en
el crecimiento del hongo en el fruto y el alto grado de

antibiosis hacia B. cinerea.

Dubos (40) an estudios rvealizados durante cinco anos
consecutivos en videdos Tranceses observd que cuatro
aplicaciones de T. wviride a una concentracidn de 109
conidios/ml, desde el comienzo de floracidn hasta tres

semanas antes de cosecha redujeron qsignificativamente el
porcentaje de uva infectada (del 93 al 704} y el porcentaje
de uva podrida (32 al 9%). El autor considerd que la accion
del hongo consiste en colonizar residucs vegetales tales como
flores que sirven de alimento basico para las in{eccianeg de

B. cinerea. '
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b. Manipulacidan del ambiente

Esta estrategia se basa en variar las condiciones
fisicas v mutricionales del fitoplano tratando de per judicar
la germinacidon y desarrollo del patdgerno y/o fTavorecer la

proliferacidon de antagonistas.

La alteracion del microclima en la superficie vegetal no
tiene mucha aceptacion dentro de la estrategia de combate
bioldgico de fitopatdgenos aunque se han obtenido éxitos
relativos con el "mildiu"” polvoso en condiciones de humedad o

de agua libre en el fitoplano gque favorece la proliferacion

de antagonistas reduciendo el efecto del patogeno. Sin
embargn en clertas condiciones, este aumento de la humedad
relativa trae consigo severos atagques de patagenos

necrotrédficos vy de royas (16).

La alteracidn del ecosistema nutricional ha mostrado ser
exitoso en el combate de bacterias (81 vy en hongos
necrotroficos {(13,14). Esta estrategia de combate reguiere
de un profundo conocimiento del ecosistema v &5 necesario
determinar la wvariable nutricional gue favorece o per judica

la accidn del antagonismo o del patdgeno.

Morris y Rousse (81), trabajando en el combate de P.
gyringae v en la caracterizacidn de epifitos de hojas da
frijol, determinaron que 21 patdgeno es incapaz de usar la
glicina vy 1la maltosa como Tuente nutricional vy ademas,
encontraron que la mayoria de la comunidad antagonista puede
desdoblar estos eslementos nutricionales. En estudios de
campn, se demostrd gque aplicaciones semanales de maltosa vy
glicina hasta 1la floracidn redujeron en un 20 y 30% la
incidencia de la enfermedad, explicéandose los resultados con

base en la reduccidn de la poblacion de P,

syringag respecto

a la poblacidn total epifita.
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Barehil v ‘Couk, citados por Blakeman vy Fokkema (18),
observaron que una aspersion de urea sobre arboles de
manzanas, antes de la caida de hojas, previno la formacidn de

Venturia inaegualis. El efecto fue debido a la alteracidn

del balance de l1a microflora, pues el desarrollo de P.
fluprecens fue aparentemente a expensas de bacterias

gram positivas.

C. Combate integrado

Es Tactible unir el combate quimico y bioldgico de un
patdgeno gracias a que él agente guimico no tiene efecto
sobre e! bioldgico, con lo cual se ahorra dinero al reducirse
el numero de aplicaciones de guimicos y se logra un combate
mas eficaz que cuando se aplica solo una estrategie. También
al integrar los meétodos de combate, hay una reduccion

sustancial en la contaminacion ambiental.

LLa aplicacidn de quimicos en el fitoplarno puede reducir
o fomentar las poblaciones de microorganismeos epiftitos (63).
E]l uso en gran escala de benzimidazoles ha ocasionado el
aumento de la incidencia de enfermedades causadas por
patégenos gue pertenecen a los ficomicetes o a géneros tales
como Lochliobolus vy Alternaria, los cuales no son sensibles a
la accion del fungicida (31). La microflora saprofitica
sobre flores de tomate y fresa que controla las infecciones
de B, cinerea son severamente reducidos con 1a aplicacitn de
Ferbam, Thiram o Captan (1i2}). Asimismo, se ha determinado
que los bhongos epifitos son eliminados por fungicidas de
amplio espectro tales como ditioccarbamatos (146) dandose un
aumento de bacteriass epifitas con gran resistencia hacla

estos fungicidas.

Sandheim vy Amoundsen, citados por Blakeman vy Fokkeman

{16), desarrollaron un cmhbate integrado pars "mildiu"®
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polvoso usando el hiperparasito Ampelomyces quisgualis vy
fungicidas. El método utilizable en invernaderos donde se
mantiene alta humedad, el crecimiento del hongo se reduce con
la aplicacion de triforina, al cual es insensible el
hiperparadsito. Cuando se usa en combilnaciones con el agente
binldgico se reduce ia tasa de aplicaciomn, manteniéndose el

control semejante & las aplicaciones normales de fungicida.

Lindow (78B) establecid un combate integrado a la gquema
del peral causada por E, amylovera y a las pérdidas
seasipnadas per 21 conpelamiento de bacterias a temperaturas

superiores a O “C tales como P, syringae, E. herbicola v F.

Tlugrescens. Estas enfermedades aparecen luego gque
significativas poblaciones bacteriales colonizan el
fitoplano. El combate integrado se logro mediante cepas de

E. amylovora no virulentas, las cuales fueron aplicadas al
inicie de primavera junte con el antibidtico pstreptomicina,

al cual eran resistentes 2 una concentracidn de 100 ug/ml.

Debido a la aplicacidn del antibiotico, 1la bacteria
antagonista en poco tiempo damind 21 fitoplano, poco
colonizado, impidiendo asi la proliferacion de E. amylovora
virulenta o de barterias activas al congelamiento. Con lo
. gualy hubo un mejor control de las dos enfermedades. El
cambate integrado fue superior a la aplicacion de
estreptomicina vy de orxitetraciclina semanalmente durante el
ciclo del cultivo.

Vargas (110} determind gue T. harzianum mids oxicloruro

de cobre fue una alternativa viable y eficaz para combatir M.
centricolor en cafe. Se hicieron tres espolvoreocss con

particulas de afrecho de cafeto infectadas con T. havzianum Yy
tres aspersiones de fungicidas, una cada mes, al inicio del
periodo humedo. Eote tratamiento fue el gue produjo mayor
reduccion del numero de lesionse vy total de cabecitas debido

a que se did 8,46 cabecitas en sole 7:;3 lesiones por bandola,
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mientras que el testigo alcanze 208,8 cabecitas en 31,6
lesiones. El fungicida a el hongoe aplicados
independientemente fueron pocos eficientes, debido a que
permitid incrementos altos de indcule y enfermedad. Se
desconoce el mecanismo del sinergismo, pero se sospecha que

sea por la eliminacion de antagonistas de Trichoderma.

2.9 Seleccion de antaponistas

Para seleccionar antagonistas no existe una metodologia
definida o preestablecida, sino por el contrario, existe una
gran diversidad en cuanto a los método de aislamiento, vy ge

seleccion del antagonista buscado.

A pesar de lo anterionor; con base en diferentes
investigaciones de combate bioldgico que han conducida a
identificar y demostrar la efectividad de antagonistas a
fitopatdgenos (4, 16, t17), existen normas que garantizan
cierta preobabilidad de éxito en la determinacion de un

antagonista eficiente para el patdgenoc en estudio.

Segun Blakeman y Fokkeman (16), el sitio de seleccion de
antagonistas deben ser preferiblemente de lugares donde el
coambate bioldgice natural estd de manifliesto, aungque no hay
que descartar la posible presencia de antagonistas en atros

habitats extranos al patdgeno.

Lusgo de la seleccidn del lugar, se da la interrogante
51 aislar especies representativas de la comunidad microbiana
o por el contrario, aislar microorganismos con requerimientos
nutricionales o ambientales especificos. Segun Andrews (4),
la primera opcidn es la mas aconsejable, por lo cual deben
usarse medios de aislamiento generales para hongos, bacterias

vy levaduras. Alguncs investigadores (4, &2} para evitar
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trabajar con “un gran nameros de microovganismos hacen
preseleccion  antes de comprobar st antagonismoj esta
preseleccidn se debe hacer preferentemente cuando se tienen

los siguientes antecedentes:

a. El microorganismo estd presente en el fitoplano

donde el control deberia aplicarse.

b, Presenta alta estabilidad y granmn capacidad de

crecimiento y esporulacidn in vitre.

c. Se trata de microorganismos que son miembros de

especies o géneros conocidos por su capacidad antagonista.

d. Se trata de microorganismos gue por s5US
caracteristicas morfoldégicas v fisioldgicas pueden

establecerse o sobrevivir dentro de diferentes condiciones.

Para que el antagonista realice un efective biacontrol
no solo debe supervivir en el nicho del patdgerno, sino
también ejercer su caracter antagdnico en el habitat. Estas
propiedades se reducen dentro de los métodos de seleccion gue
evidencian la interferencia con el patdgeno (1é4), o que
reduzeca la enfermedad. La interferencia implica salguna forma
de inactivacisn y puede ser evaluada a nivel de laboratorio o
en la superficie vegetal mediante impresiones usando acetato
de celulosa (38). La reduccidn de la enfermedad puede ser
medida mediante incidencia o severidad, evaluandose primero

en condiciones controladas vy luego en condiciones de campo.

Para la seleccidn de individuos in vitrao, dos

procedimientos son usados:

a. El cultive en agar del patdgens v el posible
antagonista en un mismo plato Petri. Esto permite detectar

zonas de inhibicidn.
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b. Observaciones wmicroscopicas del desarrollo del
patdgeno en presencia del amtagonista sobre "laminas” de agar

3,48 .

l.as pruebas en agar da informacidn sobre el mecanismo de
interaccidn entre el patdgens vy antagonista {produccion de
antibidticos o parasitismo). En esta fase no hay que
descartar los organismos que no producen zonas de inhibicidn
debida a que 1la prueba no determina competencia por
nutrimentos. Las observaciones al microscopioc revelan los
efectos morfoldgicos del antagonista sobre los propagulos del
patdgeno tal como inhibicidn de germinacidn, 'desarrollo
anormal del tubo germinative, interferencia con el desarrollo

de estructuras infecciosas, ete. (16).

Las pruebas de antagonisme sobre superficie vegetales
creciends dentro de condiciones controladas son las "pnruebas
maestras” en 1la seleccidn de agentes antagonistas. Los
Mmicroorganismos que no:irmhiben al patdgeno en agar pueden ser
detectados por este método. Inversamente algunos candidatos
pueden ser eliminados de pruebas futuras si no actuan sobre
estas superficies vegetales caracterizadas por estar libres
de competidores (4, 51).

Las pruebas in vivo bajo condiciones controladas se
caracterizan por un control estricto de las condiciones tanto
ambientales como genéticas y por el seqguimiente de 1la
poblacion del antagonista en el fitoplano. Los primervos
signos de un efecto antagonista se observan cuando las
poblaciones alcanzan 1 x 10% células de levadura o 1 x 10W
UCB/cm® en el momento gque se va a dar la infeccidn (4). Esto
normalmente se logra cuando el antagonista es aplicado

algunos dias antes que el patdgeno. Esta prueba no debe

considerarse como la definitiva, ya gque no contempla 1a
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microbiana ni las condicienes ambientales normales del

cultivo bajo condiciones de campo.

En la ultima prueba, del proceso de seleccidn, se trata
de conocer e1 comportamiento del posible antagonista cuando
se introduce en la comunidad microbial natural, donde esta

sujeto a cambios en las condiciones ambientales.

£1 experimento se debe dirigir a comparar los efectos
sobre el desarrolloc del patdgenc y €l control de la
enfermedad gque resulta de 1la aplicacidn de los antagonistas,
asimismo, se debe determinar la microflora tanto del testigo
como de los tratamientos bioldgicos (4). Por atra parte, vy
debido a la alta variabilidad de las condiciones ambientales,
gs necesario repetir la evaluacidn por diversas epocas Yy

localidades antes de dar una decisién final.

Los antagonistas que fracasan en esta prueba final
necesar iamente no deben eliminarse, vya gque la causa del
fracaso puede ser facil de corregir mediante aditivos que se
pueden agregar en el inoculante del antagonistay tales como
sustancias protectoras de la desecacidn, rutrimentos,
adherentesy etec. Si después de agregar estas "ayudas” no hay
efecto positivo, el antagonista es aun de valor ya que puede
actuar como suplidor de genes a residentes de alta
colonizaclion que no presentan las caracteristicas de

antagonismo (4).
2.10. Combate bioldgicu en cacao
Existe poca investigacién sobre el combate bioldgico de

enfermedades de drganos aéreos en cacao. La literatura cita

organismos antagdnices contra Crinipellis perniciosa (107,

Phytophthora palmivora (75 4B, 49) y contra M. rareri (187,
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De los diferentes organismos antagdnicos sole Cladobotryum

amazanense, hiperparasito de Crinepellis, es epifito de

cacao.,

DPe estos estudios de biocontrol, solamente con mazorca
negra (7,83) y moniliasis (18) se han 1llevado a cabo
experimentos in viva, en donde el ambiente ha sido
controlado. Odijie e Ikotun (B3) demostraron que aspersiones
de B. subtilis vy B. cereus sobre mazorcas de cacaoc a una

concentracion de 10 UCB/ml previenen el desarrollo de
mazorca negrasg la innculacidon se hizo con discos de micelio
con heridas de la mazorca. Par otra parte Bailey y Espinoza
(7) en México, determinaron in vitro el efecto antagdnico de

15 organismos destacandose Aspergilius terreus, A. flavipes

y A. flavus — oaryzae. Cuando estos hongos se llevaron a
prueba in vivgs usando como fuente de indculo 200spoOras, no
pudieraon inhibir la infeccidén de P. palmivora. ©Se explicd el
fracaso a la baja persistencia de los antagonistas en el

fitoplano.

Er lo gue se refiere a moniliasis, Bravo y Victoria (18)
demostraron la posibilidad del combate bioldgico por medic de
la tecnica de ivnocular mazorcas del cv ‘SCA-&67 con cepas
bacteriales no epifitas y suspensidn de conidias del hongo en
camara humeda. Ellos encontraron en los tratamientos en los
cuales el tiempo entre la aplicacidn de la suspensidn
bacterial v la siembra del hongo era mas largo, ocurria la
menor incidencia de la enfermedad, siendo el me jor
tratamiento la aplicacidn de las bacterias (1.10% UCB/ml) 15
dias antes de la inocculacidn de M. roreri. Estos autores
concluyeron gque la aplicacidn de antagonistas (posiblemente
el género Bacillus sp.) a la marzorca en forma preventiva

constituye una buena alternativa para el combate de M.

rereri.
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3. MATERIALES ¥ METODOS
3.1. Localizacion

La investigacidn se llevd a cabo en el laboratorio Y o &n
8l campo; la parte in vitro se realizd en el Laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Produceion Vegetal del
Centro Agrondmico Tropical de Investigacidn vy Ensefanza
(CATIE) vy en el Laboratorio de Micrnbimlmgié de Suelos deil
Centro de Investigaciones Agrondmicas de la Universidad de
Costa Rica (CIA-UCR).

Las pruebas in wvivo se localizaron en la Finca
Experimental "La Lola" del CATIE, en el Distritoc de Bataan,
Cantdn Matina, Provincia de Limon, a 83 25" de longitud
Oeste y 10™ 046°de latitud Norte, a una altitud de 40 msnm.
La zona pertenece al bosgue tropical humedo, transicidn a muy
humedo, segun 1a clasificacién de zonas de vida de Holdrige
(b4 .

Segun Jiménez (&4&), el clima de "La Lola" se puede
definir como calido, wmuy lluviesa, con una epoca  seca
definida, de humedad relativa alta, bastante nubosidad, pocas
horas de brillo solar, vy con exceso de agua la mayor parte
del ano. La precipitacidn promedio anual ee de 3.534 mm, la
tewperatura media maxima y minima son de 29,9%C y 20,37C vy la
humedad relativa media general vy minima de 85,7 y  &0.8%
respectivamente. En la Figura 1 se resumen los datos
climatoldgicos de los ultimos 35 afos v en la Figura 2 los

elementos de 1985.
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3F.2. Ailslamiento de bacterias

Las posibles bacteriaes antagonistas fueron aisladas en
cacactales abandonados ubicados en el cantdn de Matina,
Liméns donde bhabia una alta presidén de indculo del hongo.
Para tal efecto, la superficie de mazorcas de cacao de 350 a
100 dias que ne presentaban sintomas visibles de meniliasis
fueran lavadas, utilizando un atomizador DeVilbis No. 185 vy
una solucidn de peptona dextrosa-Na 1 estéril (0.1-0.1-
0.85%), la cual se recogid. Seguidamente mediante la tecnica
de dilucidn (111) v rayados en agar-nutriente (AN), (anexo
2)s se seleccionaron y purificaron las cepas bacteriales.
Seguidamente se transfirieron a tubos de 16 x 25 mm con tapa
de rosca «on AN inclinado. Estos sirvieron de fuente de
indculo para pruebas sucesivas, Se hicieron repigues
mensuales vy  los tubos se conservaron en &1 refrigerador a
10°C. Luego las cepas mds promisorias se liofilizaron en el
Labaratorio del Centro de Investigaciones Agrondmicas,

Universidad de Costa Rica, San Joseée, (CIA).

3.3. Evaluacidn del antagonismo in vitro

Se inocularon las posibles bacterias antagonistas por
gstria al centro de platos de Peiri gue contenian 23 ml agar-
avena modificado (AAY, (ver anexo 2. Seguidamente se
transfirieron discos del hongo obtenidos con sacabocados de
10 mm de didmetro a partir de aislamientos recientes del
hongo cobtenidos de la Finca La Lola y crecidos a 23°C e
incubados por i2 dias, ins cuales se colocaron a 2.5 om del

centro del platoa y en posicidn opuesta.

£l efecto antagonista se evalud a los 12 dias midiendo
la distancia de separacidn de los crecimientos radiales del
micelic a partir de los discos del hongo sembrados al mismo

tiempo gue la bacteria. Este crecimiento se compard con el
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testigo absoluto cultivade en ausencia de la bacteria. Con
base en este pardmetro se obtuveo el parcentaje de inhibicidn

para cada cepa bacterial mediante la siguiente formula;

“ o Inhibicidn = (1 - 5 ~ Xi1) 100
8 ~ X

X1 = distancia (cm) de separacidén de los discos de

crecimiente del hengo en presencia de las bacterias.

X = ‘distancia (cm) de separacidn de 1los discos de

crecimiento del hongo en ausencia de bacterias.

Se hizo cuatro repeticiones por alislamiento bacterial,
considerandose como bacteria antagonista agquella gue

inhibiera en un 90% el crecimiento miceliar del hongo.
3.4, Identificacidn de los aislamisntos antagonistas

l.os aislamientos gue mostraron efecio antagonista fueron
sometideos a diferentes pruebas de tipo morfoldgicas,
biogquimicas, fisioldgicas, £1n el Departamento tle
Microbiologia de 1a Facultad de Microbiologia de la UCR. Se
realizaron  las siguisntes pruebas: tincidn de gram,
motilidad, flagelos, catalasa, oxidasa, deshidrogenasa de la
arginina, hidrolisis de la gelatinas y el almiddn, crecimiento
a 42°C, utilizacidn de glucosa y trehalosa y la prueha de

desnitrificacion (47. 111).

La posicion taxonomica de las bacterias se logrd
determinar con la ayuda del manual Bergey de naomenclatura ¥

clasificacion. (21).



3.5, Prueba de acarreadores

Se escogid suelo de turba proveniente de la zona de Los
Chiles, Upala, Costa Rica como acarreador debido a los
excelentes resultados obtenidos con bacterias del género

]

Rhizobivm sp. (V3.

Se prepararon 20 bolsas plasticas de 10 x 15 ocm con 10 g
de turba previamente autoclavada a 121°C durante 15 minutos.
A cada bolsa se le agregd S5 ml de una solucidn de bacteria
antagonista (M-30) con una coencentracion de 7 % 10% UtBR/ml.
Las bolsas fueron selladas con cinta plastica; como testigo
sirvieron 20 tubos de rosca que contenian & @l de caldo
Autritivo (ver anexo 2) gue fueron inoculadeos con 3 ml de la
solucidn concentrada de la bacteria antagonista. Cada tres
dias durante un mes se tomaron dos tubos y dos bolsas con
indculo y, por medioc de la técnica de dilucion (47) vy cultivo
por 48 h en AN, se obtuvo la poblacion bacterial en ese

momento.

3.6. Prueba preliminar del antagonismo in vivo

En los meses de marzo-—abril de 1985 se realizd una
prueba preliminar con el cv ‘Pound 12° de la Coleccidan del
CATIE, Turrialba; el objetive fue detevminar la estabillidad vy
efectividad del caracter antagonista de las bacterias

seleccionadas de acuerdo con las pruebas in vitrao.

Sp ytilized este cultivar debido a gue presentabs en ese

momento la mayor cantidad de fruta con une edad de 60-70 dias

y a8 gue 2 altamente susceptible a M. roreri (97). Las
caracteristicas de este cv sont frute inmaduro de colar
verde, de forma amelonada vy con rugosidad ligeva, es

amazonico seleccionado en Peru (41}, resistente a
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eratobcystis fimbriata pero susceptible a P, palmivara v a C.
nicinga (19,97,

ZU‘]I"

3.7. Evaluacitn in vivo

Se trabajd con das cultivares, uno resistente v &l otro
susceptible a2 M. roreri. El susceptible fue el cv “UF-2%9°de
15 afios de edad, cuyes caracteristicas son: fruto inmaduro
de color verde, tamafo mediano de forme amelonada, cascara
con pocas rugosidades y de mediano grosor, resistente a B.
palmivora v a C. fimbriata pero susceptible a C. perniciosa
(7).

El ¢v resistente 1o constituyo el “UF~B94’ de ocho afos
de edad, las caracteristicas de este cv son: origen
trinitario, seleccionado en Costa Rica, de fruto inmaduro de
calor rojo, amelonado y con ligeras rugosidades, resistente a
M. roreri (19, 93) vy a C. fimbriata (97} pero susceptible a
P. palmivora (97).

Con el cv  UF-2%9°ce realizaron los dos primeros
experimEﬁtmgi el primero se inicis el | de junie concluyendo
el 2 de octubre, 1985. E) segundc experimento comenzé el 24
de julio terminande el 19 de noviTmhrs dol mismo afo.
Mientras tante con el cv "UF-294° ce realizd el experimento
No. 3 &1 cual se inicid el 27 de agosto y concluyd 1 19 de

diciembre de 19835, Todos se realizaron en la Finca La l.Lola.

a. Procedimiento general

Para la obtencidn de frutos uniformes se realizd una
polinizacidn manual 15-22 dias antes de iniciar cada uno e

los experimentos; se polinizd hasta una altura de 2 m para



ﬁue los frutos guedaran facilmente al alcance de la bomba de

aspersidn. Los frutos gue estuvieron a mayor altura se-

eliminaron vy como practica sanitaria =1 removieron
semanalmente los frutos de moniliasis y mazorca negra de los
Arboles gque no estaban en el experimento, pero que se
encontraban dentro del lote 'experimental, asi como la

remocidn de frutos formados posteriormente a la polinizacion.

b. Tratamientos

Los tratamientos queée se evaluaron en el cv “UF-29°

fueron los sigulentes:

Ti. Testigo sin inccular (infeccidn por indculo
natural de M. roreri)d.

T2. Testige inpculado artificialamente con M. roreri.

T3. UCepa M-S0 aplicada seis veces + indcule artificial
de M. ropreri.

T4,  Cloreotalonil aplicado seis veces (3,0 g 1A/1YHx

T5. Cepa M-30 aplicada seis veces (107 UCB/ml).

Ta. Cepa M—-30 aplicada tres veces.

Para =1 cv ‘UF-2947 por falta de frutos se redujeron los

tratamientos en un 30%:

a. Testigo (bajo presion natural de indculo)

b. Aplicacian de clorotalonil seis veces (3.0 g IA/L)
c. Aplicacidn de cepa M-50 seis veces (107 UCB/ml).

lLa aplicaciaon del clorotalonil y la bhacteria se

iniciaron cuando las mazorcas tenian entre 15~-22 dias de
edad. £l intervalo de aplicacién fue de dos semanas en 1los

tratamientos en gque se aplicaron seis veoes. En aquellos

**Ing;égienté activo por litro
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tratamientos en donde la bacteria se aplicd dnicamente en
tres ocasionesy e! intervalo se alargod a tres semanas. Para
lag aplicaciones se usd una aspersora de espalda de presion
normal, marca Carpi, la aplicacidn fue dirigida hasta el

punto de escurrimiento.

Para preparar la suspension de hacterlas, se suspendid
S50 g de turba, previamente inoculada p incubada por ocho dias
con la cepa antagonista en el laboratoria, en 15 litros de
agua, la concentracidn bacterial final oscild entre 107 - 10w

UCB/ml en todas las aplicaciaones.

c. Disefio vy unidad experimental

Se empled el disedo de blogues completos al azar con
cuatro repeticiones vy seis tratamientos para las experimentos
1 v 2. Para el experimento 3, se aplicd el mismo disefo pero
se aumentd 4 cinco repeticiones y se redujo a tres
tratamientos.

En los experimentos 1 y 3 la unidad experimental estuvo

formada por dos arboles, mientras en el sxperimentoe 2 por un
arbol. El numeroc de frutos por unidad varid entre 18 a BO

mazorcas, Comp se puede obhservar en los cuadros B84, 78 y 10A.

d. Variables medidas

ta incidencia de moniliasis, mazorca neqra y marchitez
fisiologica se determind guincenalmente desde el inicio de
las aplicaciones en cada uno de los tratamientos hasta el
momento de finalizar el experimento (cuando el 70% de los
frutos tratatos gstaban maduros!). Todos los Ffrutos
cosechados s& abrieron con &) propdsito de eliminar la
posibilidad de infeccidn interna en aguellos frutos gue no

mostraban sintomas externos.
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Para el cv "UF-29° las variables dependientes que se
determinaron fusron el porcentaje de mazorcas cosechadas, la
incidencia de moniliasis y mazarca negra durante el periodo
comprendido entre 1la polinizacidn =a la caosecha; con el cv
‘UF-2967 ademds de las variables mencionadas se analizg la

alta incidencia de marchitez fisiologica de los frutos.

2. Supervivencia de la bacteria

En el laboratorio se obtuvo un mutante de P. agruginocsas
M-30 resistente a 300 ppm de estreptomicina, para tal efecto
g2 inoculd 10 ml de una suspensidn bacterial concentrada a
500 ml de caldo nutritivo con 300 ppm de dicho antibidtico.
Se incubd por seis dias, al cabo de los cuales se aisld el

mutante en gl medio selectivo.

Para demostrar la resistencia, la cepa lograda se
comparg con una mezcla de bacterias epifitas en platos de

Petri con AN mas 300 ppm de estreptomicina y en AN.

La tepa M-30 TfTue asperjada a dos 4arboles en los
Experimentos 1 vy 2. l.La primera aplicacidn se realizd a los
13 dias desﬁués de la polinizacidn vy s8 siguid aplicando
fuincenalmente hasta los tres meses de edad asperjandose en
sels ocaciones. La bacteria se aplicd a una concentraciagn de
107 UCB/ml mas 3,3 g de turba/sl. Las mazorcas no s
cubrieron con bolsa plastice, es decir se mantuvieron en

condiciones maturales,

Para el seguimiento de la supervivencia de la bacteria
tada 15 dias se realizavron lavados a dos mazorcas {una de
cada arbol) con una solucidn salina estéril (0.83% nNa Cl),
usande entre  30-200 ml dependiendo del tamarfo de la mazorca.

Para determinar la concentracion bacterial se usd la tecnica
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de dilucidn y para conocer el area superficial de la mazorca,
se cubrid con cinta "Scotch" transparente cuidadosamente la
superficie de la mazorca y luego se pasd a un carton en donde

se determing aproximadamente el area superficial.

. Analisis estadistico

Debido a que las variables dependientes presentan una
distribucidn binomial se aplicd la transformacion de arcsen
4% para cambiar las variables a una distribucion normal,
condicidn necesaria para analizar estadisticamente los

resultadeos (101).

Después de la transformacidén se realizd andlisis de
varianza vy prueba de ambito multiple de Duncan en el
experimento 3. En los experimentos 1 yv 2 luego del analisis

de varianza se aplicd una prueba de contrastes.
Los tratamientos comparados fueron:

T1 versus T3

T1 versus Tg

Ti versus T4 -« T8 - T
T4 versus T3 —~ Té

o versus T4

Por ultimo, las lecturas de supervivencia en el
fitoplano fueron correlacionadas con diferentes elementos

climaticos.



4.  RESULTADOS
4.1, Evaluacidn in vitre

Los lavados de bacterias epifitas de mazorca jovenes
(50~100 dias), indican gue la poblacidn epifita en este grado
de desarvrolle es baja, vya gque las diluciones para obtener

rolonias separadas ascilaron entre 107% y 107%,

Se aislaron vy purificaron 42 cepas bacteriales en AN de
ellas diez eran de color blanco, 17 de color crema gue al
envejecer se tornaban de color anaranjado, diez de color

amarillo y tinco de color raosado.

De las cepas aisladas, 30 mostraron algun efecto
antagonista a M. roreri, pero solo tres fueron consideradas
antagnnistae a M. roreri, debido a que inhibieron el
desarrollo del bhonge en un  ambito superior al %04 con
respecto al testigo. Las doce cepas que no mostraron efecto
antagdnico comprendian bacterias de coclor amarillo vy rosado

{Cuadro 1).

En la zona de accidn de las bacterias, se observd que la
L-29 permitid un pequedo margen de desarvollo miceliar que
presentd esporulacidn;g mientras que M-50 y M-708 permitid un
escaso desarrolleo miceliar sin ssporulacion en el margen del

trecimiento de la colonia del hongo.

l.as tres cepas antagonistas se caracterizaron por crecer
en forma puntiforme y rapidamente (en 24 horas de incubacion
se visualizaban las colonias), por presentar margen entero vy
una superficie colonial lisa. Al iniciar el crecimiento las
colonias eran de color crema que al envejecer se cambiaban a

un color anaranjado.
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Cuadro 1}. Porcentaje de inhibicién de! crecimiento de

Moniliophthora roreri por diferentes cepas

de bacterias epifitas.

ST N AR A e e s T  EL b e e e e ke A R ST R AL A s e e e o T A M e = e e e o

TUSTT ST MO SA ER MM L v e e s ML SN M e e e e Ak A ek e ms e e et e e AR M I e e e W R e e e s o e A

No. cepa
I

L, 0,0
L2 23,3
Lis 58,0
Lis 30,0
Ly 27,0
Lie 23,0
Ly 42,0
Le 26,0
Lig 0,0
Lis o 0,0
Liys 12,0
Liy 2 32,0
Loy 0,0
Liy o 26,0
Lin g,0
Lis 48,0
Lt » 30,0
Lia 0,0
Ligw 17,0
Lia o 0,0
Lz, 14,0

20,0
57,0
20,0
37,0
26,0
17,0
35,0
¢,0
6,0
8,0
15,0
C,0
26,0
0,0
34,0
26,0

13,0
34,0
c,0
12,0
0.0
268.0
18,0
Q,0
34,0

18,0
43,0
13,0
41,0
25,0
34,0
29,0

0,0

0,0
16,2
24,0

0,0
20,0

0,0
20,0
24,0

20,3
46,5
18,3
30,8
24,3
30,3
27,0

0,0

0,0
12,5
26,3

0,0
21,0

0,0
32,0
24,8

TR ST MR ML 4G o st wm T UL L s e e st e L L e de e e e e A T T A AL e v e s o . Am A o e o o e o o e

La prueba se realizé en placas de Peiri con agar-avena

modificado. Los datos son el

rasultado de

la diferencia

de crecimiento con presencia y ausencia de bacterias.
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Cuadro 1.

Continuacidn.

Parcentaje de

crecimiento de Moniliophthora roreri por

diferentes cepas de bacterias epifitas.

41

inhibicién del

Las
Lz
Lav
L2 s
L2
PR
Ms o
Ma s
Ms 2
Ms s
Ms s
Mas
M2 o

46,0

38,0

42,0

54,0

62,0
0,0
46,0
0,0
30,0
0,0
50,0
90,0

49,5
0,0
45,0
0,0
40,0
0,0
52,5
94,0 y

La prueba se realizé en placas de Petri con agar-avena

modificado.

Los dates son el

resultado de

la diferencia

de crecimiento con presencia y ausencia de bacterias.



4.2. Prueba preliminar in vive

Como se wcbserva en el Cuadro 2, unicamente la cepa M-30
ejercis un 100% de eficiencia en controlar M. roreri; la cepa
L-29 mostrd ser ineficiente in vivo, por lo cual se descartd

su utilizacidn en los ensayos realizados en "La Lola".
Todos los frutos c¢on moniliasis, al momento de la
evaluacidn,; presentaron 1los sintomas caracteristicos de la

enfermedad vy en algunos se observd crecimiento miceliar.,

Cuadro 2. incidencia de la moniliasis causada por

Moniliophthora raoreri en frutos de cacac (Thepobroma cacao) cv

‘Pound 12° en Turrialba, Costa Rica, 1985.

Tipo de Namero de Frutos con Incidencia
Antagonista Frutos Maoniliasis Moniliasis (%)
L-29 10 & &0

M-30 10 - 0

M-73 10 1 10
Testigo - 10 . 8 80

4,3, Clasificacion

Los estudiocos realizados por el Dr. Franklin.Jiménez cle
la Facultad de Microbioleogia de la UCR mostrarcon gue L-29

corresponde a la especie Leuconostog mesentoroides

{Tgenkowskii) vy las cepas M-30 vy M-75 a Pseudomonas

aerugingsa (Schroster),

El Cuadro 3 muestra las principales caracteristicas de

la cepa M—-30.
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Cuadro 3. Caracteristicas morfolégicas, bioguimicas vy
fisiolégicas de la bacteria antagonista M-030 aislada de la
superficie de mazorcas de cacao (Thegbroma cacan) de 60 dias
de edad.

PRUEBA REACCION
Tincidn de gram Negativa
Motilidad Positiva
Flagelos Unio, polar
Catalasa Positiva
Oridasa Positiva
Deshidrogenasa de la arginina FPFositiva
Hidrdlisis de gelatina Positiva
Midrdlisis del almidon Negativa
Crecimiento a 48°C Positiva
Capsula en medioc con glucosa Positiva
Utilizacion de glucosa Positiva
Utilizacion de trehalosa Negativa
Pigmentas Piocianina vy

fluorescente

Desnitrificacidn Positiva

4.4, Estudios del acarreador

l.a reproduccion de la cepa M-30 en turba aumento 10
VECES  Con respecta al crecimiente observado en caldo
nutritivo; ademds en turba se aobservd que despugs de un mes
de haberse realizado la inoculacién, la viabilidad de la
hacteria se mantenia, 1o cual no sucedid en caldo nutritivo.
La viabilidad de la bacteria en el caldo nutritivo despues de
15 dias, comenzd a descender rapidamente, pasando en menos de

dos semanas de 10¥7 a 10<, tal como se observa en el Cuadro 4.

43



Cuadro 4. Supervivencia Y reproduccion de Pseudompnas
aeruginosa en turba estéril y en caldo nutritivao.

Dias de inoculacion bacterias/q de bacterias/ml
turba x 10% de caldo
nutritivo x
10%
Q 5 - 3,58
3 55 8,0
) 42 4,5
9 460 750
15 a5 2,59
ta 40 0,01
2% 50 0,001
27 40 0,001
30 34 0,001

¥ Promedio de ocho repeticiones

4.3 Evaluaciodn in vivo

El uspo de dos cultivares con reaccion cpuesta a M.

roreri evalud eficientemente las posibiiidades de P.
apruginosa a prevenir el ataque de M. roreri. En  los
experimentos realizados con 21 ev “UF-R29° los tratamientaos

bioidgicos redujeron significativamente el porcentaje de
mazorcas cosechatas. FPor otra parte en el cultivar
resistente, ‘UF-294° el combate bioldgico no mostrd respuesta
significativa, ya que 21 nivel de incidencia gue se presentd
fue muy bajo (menos del 4%) debido a las caracteristicas
geneticas del cultivar que impidid mostrar las bondades de

logs tratamientos.
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a. Experimenﬁa 1

En este experimento con el cv "UF-29° realizado en los
meses de mayo a octubre de 1985 la presidén de indculo no fue
muy alta, vya que se presentd una incidencia de 4B8% de
moniliasis en 21 testigo natural. Sin embargo. el analisis
de wvarianza mostre diferencias altamente significativas
{P £ 0.01) entre las tratamientos, en relacisn con la
incidencia de moniliasis y mazorcas cosechadas. Ademas, hubo
diferencias significativas (P & 0.085) enn la reaccidén a

mazorca negra entre los tratamientos. {Cuadro 3 A,

La aspersion de una suspension celular sobre la
superficie del fruto de P. aeruginesa en 1ires vy seis

ocasiones redujeron significativamente la incidencia de la

moniliasis. Estos tratamientos se comportaron superiores al
gque incluyd la diferencia, aungque estadisticamente las
diferencias no fueron significativas. {Cuadros 5, & vy

Figuras 3 y 4).

£l .mejor tratamiento bioldgica fus eon indculo
artificiael (6.23% moniliasis). En este tratamiento las
mazorcas se cubrieron por todo el ciclo con una bolsa
pnlastica. Le siguid en eficiencias la aplicacidn de la
bacteria en tres ocasiones y por altimo, la aplicacidn de P.

agruginosa en sels ocasiones.

En cuanto a P. palmivora solo en un tratamiento se
redujo significativamente la incidencia: la aspersion de
seis ocasiones de la bacteria bajo indculeo artificial. La
aplicacion de clorotalonil como los tratamientos bacteriales

se comportaron igual que el testigo natural.

El estudic de la fluctuacidn poblacional de la bacteria
en la superficie de la mazorca en este periodo, mostré que la

bacteria es capar de sobrevivir y colonizar este nicho
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ecologico. l.a poblacidn oscild entre & x 10 a S x  10%
UCB/cm® (Cuadro 4 A); esta fluctuacion correlaciond en forma

positiva y significativa (P £ 0.0%) con la humedad velativa

minima vy la precipitacidan. Mientras que con la radiacion
solar vy la temperatura promedio correlaciond en Fforma
negativa. Con los demidas elementos climaticos no hubo

correlacion significativa (Cuadro 7 y Figura 5).

b. Experimento B2

En este segundo ensayo con el cv ‘UF-29° de cacao
susceptible a la moniliasis, realizado en =1 segundo
semestre de 1985, la presidon de indculo de M. rorveri aumentd
en 30% con respecto al Experimentoc 13 la incidencia en el
testigo con  indculo natural Ffue de 73 por ciento. Aungue
aparentemente las condiciones climaticas no fuesron muy
adecuadas para el establecimiento de la bacteria (hubo 30
dias de baja precipitacien, Cuadro 9 A), su aplicacion logrd
reducir significativamente 1la incidencia de moniliasis con

respecto al testigo.

£l andlisis de varianza mostrd diferencias altamente
significativas (P ¢ 0.01) entre los tratamientos para mazorca
cosechada & incidencia de monmiliagis, Para mazorca negra,; no

hubo respuesta significativa (Cuadro & A).

£l mejor tratamiento fue la aplicacidn de P. aeruginasa
en seis ocasiones con  indculo artificial del hongo, la
bacteria al estar en camara humeda permanente (debido a gue
estuvieron cubiertas con bolsas pldsticas) ejercist el control
mas eficaz hacia M. roreri, permitienda una incidencia de
3.8% y con B4.3% de mazorca cosechada. En segundo lugar se
ubicaron los tratamientos de bacteria asperjada en seis

pcasiones con  indculo natural) y el tratamiento con el
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Cuadro 7.

e A U e i aar e e e -

Factor Clim

Temperatura
Maxima
Pramedio

Minims

Humedad rel
Minima

Promedio

Precipitaci
Radiacitn

L Mavyo-o
w o Julio-

ke s Signif

Correlaci6tn entre las poblaciones de Pseudomonas

aeruginosa en la superficie de la mazorca de cacao
{Theobroma c¢acag) y Ios factores climaticos
encontrados en ia finca La Lola, Matina, Provincia
de Limén, Costa Rica, durante los experimentas

efectuados en dos épocas diferentes.

Ceoeficiente de correlacidn con el log, del
namero de bacterias/cm? de superficle de

Atico mazorca.

Exp. t * Exp. 2 ¢
-0, 3397 -0,2314
~0,8321~ ~0, 7066~
0, 36884 -0,8776" -
ativa
0,B975* 00,5162
00,3673 0, 17314
én Q,5734»~ 0, 7048 v
-Q, Thulx -0,5487

ctubre, 1885
noviembre, 14985

icativo al b %
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Figura 5. Estudio longitudinal de la poblacidn de fa bacteria entaganista del

hengo Moaniliophthara roreri {Pseudomona aeruginasal) en la superfi-
cie de la mazrorca de racav (Theobroma cacaoc) y diferentes factores
climdticos durante mayo-octubre fexp.1 ), La lola, Matina, Limdn,
1945,

cal/cm/dia
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fungicide (Cuadros 8 v 9). La aplicacidn de la bacteria en
tres ocasiones no dio los resultados del Experimento 1; sl
periodo seco que coincidid después de la segunda aplicacion
afectd severamente la poblacidn bacterial ya que en este
periodo de sequia no hubo aplicacidn de bacterias que podria
haber tcompesado 1la mortalidad de P. ageruginosas por efectos
climaticos. A pesar de estos inconvenientes redujo la
incidencia de la enfermedad en un 350% con respecto al

testigo.

La fluctuacion de la poblacidn bacterial oscild entre 8
®» 10 v 7 x 10% UCB/ce® {(Cuadro 5 A vy Figura &), muy
semejante al Experimento 1. La variacidn bacterial a través
del tiempo correlaciond positivamente v en forma
significativa (P £ 0.05) con la precipitacidn v en forma
negativa vy significativa con el promedio minime v general de
temperatura, Con los otros elementos climaticos no  hubo

caorrelacion significativa (Cuadro 7).
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Figura 6 Estudie lengitudinal de la poblacion de la bacteria antagonista del
honge Moniliopthera roreri (Pseydamonas aeruginosa) en la superfi-
cie de la mazorca de cacac { Theobroma cacao) y diferentes facfores
climdticos durante julio-noviembre (exp 2}, La Lola, Matina, Limon, 1985

PRECIPITACION mm
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c. Ekperimentu 3

En este ensayo, realizado en los meses de aqgosto a
diciembre de 1983, solo se pude montar tres tratamientos
(bioldgico, quimico vy testigo) debido a gque &1 ndmero de
mazorcas disponibles no fue suficiente para probar los seis

tratamientos evaluados en el cv “UF-29°.

Las caracteriticas de alta resistencia del cv "UF-296°
impidid que se observaran diferencias significativas entre
los tratamientos en cuanto a la incidencia de moniliasis; por
otra parte se encontrd diferencias significativas (P £ 0.05)
en 21 porcentaje de mazorcas cosechadas (Cuadro 7 A)Y. Estas
diferencias entre fratamiento se explican por la incidencia
de mazorca negra (Cuadro 10 vy Figura 7). La aplicacion de P.

agrugingsa v clorotalonil redujeron significativamente la

incidencia de mazovrca negra vy la incidencia de marchitez

fisioldgica, aungue estda en forma mo significativa.
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Cuadro 10, Efecto de la aplicaciéin de bacterias antagonistas
(Pseudomonas aeruginesa) y clorotalonil sobre el
degarrollo de la moniliasis en fruto del cv

‘UF296° (Theobroma cacan), a nivel de campo 3.

Tratamiento Mazorcas Incidencia Incidencia
cosechadas? Moniliasis Mazorca Negra*t
% % %

Aspersion de
Clorotalonil 6 veces SO.&“ 4,3 26,7+
Aplicacitn de

P. aeruginosa 6 veces  47,0* 2,6+ 36, 0="
Taestigo 20, 9° 3,8 51, 8¢
b Promedio con letras iguales no difieren estadisticamente

entre si segln la prueba de Ambito maltiple de Duncan para una
probabiliidad de 0,05,

. Preomedic de cincao repeticiones, los datos de cada
repeticidn se muestra en 2! cuadro 10 A.

3, El ensayo se llevt a cabo de agosto a diciembre de 1885,
en la finca La Lola, Canton de Matina, Provinecia de Limén,
Costa Rica. El clorctalonil se aplicé a una concentracién de
3 g A/l v la poblacidn de bacterias oscilé entre 107 y 10°
UCB/mi.

4. Se incluye la evaluacidén de mazorca negra causada por

Phytophthora palmivera vy marchitez fisiolégica debido al

efecto interesante de los tratamientos sobre la inoculacién de

esta enfermadad.

58



59

SVOVYHIIS0T SVIH0ZVW 30 IrvINIIHOd

oDID3 8p SppDYIasol sodsozpw A pubojorsiy za41y3sow “pJfisu DijozDw ‘SiSDiUOW 3p Di3USpUl L vanbid

861 ‘uowil ‘punjol ‘Dlay
D7 "DsowBnisD DuoHOPpNEsS,y P SOJUIIWDIDI SIJUIIIFIP US G9E7.-Jf], AT [ODIDI DWOIGGE] |

SVOVHIIS02 SVIHOZVW  YI[0070IS14 HIYYW VHOIN VIHOZVH SISYITINOW
£ ¢
01 - -0k
Z
02+ - 02
3
4
‘ £
0€- Log
4
07 -0%
4 L
05+ £ L0
09+ Juonjod0)3 £ -9

nsoutbnJen 4.z
ob1isas -4

{ %} VIINIQIINI



5. DISCUSION

5,1. Prueba in vitro

Se encontré que el fitoplano de la mazorca de cacao en
sus primevos estadios de desarrollo (40~70 dias) esta
colonizada en gran parte por bacterias debido a que en los
varios muestreos realizados y usando diferentes medios de

aislamiento no se aisld otro tipo de microrganismos.

Estos resultados estan de acuerdo con las observaciones
de Blakeman (17), guien encontré gue las bacterias colonizan
casi un 100% del fitoplane en los primeros estadios de
desarrolleo del drgano, debido a su capacidad para supervirir
utilizando nutrimentos en este nicho, gue provienen por

difusitn de log tejidos de 1la plarnta.

Uno de los criterios de seleccicon de las cCepas
bacteriales promisorias fue el buen crecimiento v la
presencia de pigmentos in vitro. Fsto se debe a que las

bacterias epifitas por lo general presentan pigmentos que
actuan como proteccion contra la radiaciony vy segundo, que
era indispensable para obtener eéxito con la posible
legtrategia a desarrolilar, gque 1la bacteria seleccionada
tuviera una alta tasa de reproduccidn in vitro que facilitara
la produccion de la masa bacterial antagonista que seria

usada para colanizar el fitoplano.

Para la seleccien del sitio donde se aislaron las
bacterias se siguid el orincipio de Baker vy Cook (&)
"seleccionar las posibles antagonistas donde la enfermedad no

ocurra o donde declina o no puede desarrollarse’

{05 lavados se hicieron en mazarcas sanas en cacaotales
abandonados con  alta incidencia de la enfermedad.con alta

deposicidn de esporas en la superficie de 1la mazorca

60



{incidencia superior al FO%). Esto podria ocurrir porque

la enfermedad no se habia desarrollade en estas mazorcas

debido a que lasg espovras  habian sido incapaces de
desarrollar%e por la presencia de algun agente en el
fitoplano. Esta posibilidad toma fuerza al determinar que

tres de 40 cepas bacteriales aisladas mostraron un alto
antagonismo in vitro vy gque dos de ellos controlaron

eficazmente la enfermedad a nivel de campo.

Los resultados de diferentes investigaciones en el campo
del combate bioldgico de patégenos del suelo (6) y de drganas
aereos (4, OG1) ban demostredo que no hay una correlacidn
significativa entre antagonismo in vitrg v efectividad en el
campo. Segun Andrews (4), frecuentemente arganismos que
muestran antagonismo en platos de agar wa controlan 1la
enfermedad cuande se aplican a plantas. ¥ menos frecuente
que el organismo se comporte como efectivo agente de cantrol
en 21 campo, pero no muestre propiedades inhibitorias in
vitro, como es el caso de las levaduras blancas citadas par

Fokkema (S52).

En e] caso de M., roreri, los resultados muestran que dos
especies bacteriales gque mostraron un alto antagonismo in
vitro una mostrod ser efectiva en el campo. Debido al pEquUeEns
nuameroc de aiélamientos probados y a que no se probd la
eficiencia del combate de las bacterias que no mostraron
antagonismp in vitreo, es necesario incluir en el proceso de

seleccidn de pruebas  in vive para descartar un buen

antagonista.

3.2. Prueba de acarreadoresg

En el combate bioldgico es muy importante el acarreador
o portador del agente bioldgico al sitio de accitn. Este no

debe ser {oxico para el agente bioldgico, debe permitir la
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reproduccion y la supervivencia del agente para aumentar 1la
viabilidad del posible producto a llevar al agricultor.
Cuando las bacterias son los agentes bioldgicos, el
acarreador recomendado ha sido la turba, la cual se usa en
gran escala para la preparacion de inoculantes de Rhizobium

en diferentes cultivos de leguminosas (23).

Por 1o anterior, las pruebas  con P. aeruginoasa
uricamente se hicieron con  turba vy caldo wutritivo como

testigo.

Los resultados encontrados en esta investigacidn son
similares a los observados por Burton (23) ¥ Ledn gt al
(79). La turba permite a la bacteria reproducirse en  mayor
cantidad y a permanecer viable por un periodo de tiempo mayor

con respecto al cultivo en liquido.

P, aeruginosa a los 30 dias despuds de la inoculacidn
se encontraba a una concentracioén superior a 107 ycg/ml, 1lo
cual estd por encima del limite dptimo de ingeculo  (10%
UCB/ml); mientras tanto en caldo nutritivae estaba en una

concentracion 1000 veces menor.

Las resultados logrades no dan respuesta a diferentes
interrogantes que es necesario responder para establecer un
sistema de cambate bioldgico en  gran escalas tales
interrogantes se relacionan con la viabilidad del indculo
luego de las cuatro semanas de incubacidn v la temperatura

dptima para incubar y almacenar el inoculante.

5.3. Prueba preliminar in vivg

Se siguid el método sugerido por Bravo vy Victoria (18)

en sus estudios sobre el combate bioldgico de moniliasis
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usando Bacillus sp., modificandose unicamente la variable a
evaluar; estos autores usaron la cantidad de 4&rea afectada
por mazorca cuanda se presentaban los primeros sintomas de la
enfermedad, mientras gue en esta investigacidn se uso la
incidencia de moniliasis =in determinar el area afectada,
debida a que una mazorca infectada con moniliasis, se

considera perdida.

De las dos especies probadas, P. agruginosa demostro su
gran capacidad de antagonismo in vive puesto gue la cepa M-30

no permitié la infeccidn en las mazorcas tratadas, que

contrastd con el testigo {HOY%  incidencia) vy con L.
mesentereides (60%  incidencia). Por otra parte, Brave vy
Victoria (18) encontraron  gue Bacgillus SP . aplicado

preventivamente redujo el area afectada de un 100 a un 70 por

ciento.

Estos resultados preliminares mostraron que la
estrategia de usar bacterias epifitas podria resultar en un
combate bioldgico efectivo del hongo vy estan de acuerdo con
las conclusiones de Bravo y Victoria (18) sobre la aplicacion

de la bacteria en forma preventiva.

No fue posible explicar el fracaso de L. mesenteroides

comp agente de combate bioldgico aungque pudc ocurrir porgue
en la superficie de la mazorca hay factores nutricionales o
biocldgicps gue impidieron 1la aparicién del mecanismo
antagonista de la bacteria hacia el hongo, tal como fue
encontrado por Jiménez et al. (67) al estudiar el combate

binldgico de P. palmivora en cacao.

S.4. Tipo de bacteria

Psepudomonas, junto con Xanthomonas vy Erwinia han sido

descritas como los principales géneros colonizadores del
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fitoplano vy asimismo se ha encontrado gue Pseudomonas es el
principal genero (&, 13, 29, 98) utilizado como agente

bioldgico 2n dicho micro ambiente.

La cepa M~-50 encontrada en el presente estudio pertenece
al geéneroc Pgeudomonas y a la especie P. aeruginosa, la cual
no ha sido citada como agente de combate bioldgico en el
fitoplano, aunque si se ha encontrado cama componente de este
ambiente (£1). P. aeruginosa pervienece al grupo de
Pseudomonas fluorescentes, el cual comprende las especies mas
citadas como agentesa de combate bioldgico: P. flugrescens

(16, 68, 78,100) y P. cepacia (29, 1&40).

Be cita a P. aeruginosa como agente infeccioso al hombre (84,
23) en casos  de personas que tienen cdncer y/0 un sistema
inmunoldgico bajo (nivel bajo de anticuerpos). El 20% de las
infecciones gue se dan en los hospitales en casos camo los
citados es debido al atague de P. aeruginpgsa. Esta
caracteristica de diferentes cepas de P.  aeruginosa no se
debe generalizar para toda la especie, debldo a que la misma

es muy helerogénea.

Debido al riesgo potencial gue representa  la aplicacian
masiva de esta bacteria, ez necesario seguir realizando
selecciones bacteriales a nivel de titoplano, con el fin de
aislar una cepa bacterial que presente  Ing rasgos de
antagonismo y adaptacidn de la M-S0 pero sin tener el riesgo

que conlleva P. aeruginosa.

La cepa M-50 tambidén puede utilizarse en trabajos de
recombinacidn geneética tratando de transferir el poder
antagdnico & una bacteria adaptada al nicho ecoldgico v que

no presente los riesgos, tal como P. fluogrescens.
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5.5. Mecanismn de antagonismo

Las pruebas in vitre revelan que la accidén de 1la
bacteria sobre el hongo es del tipo de antibiosis, debido a
la ocurrencia de zonas de inhibicidn, como se observéd en este
casa, son comunmente considerados como resultado de la

produccicdn de antibioticos (51).

Observaciones realizadas en forma adicional usando el
microscopio de luz y soluciones de conidios y bacterias
incubadas por 48 horas mostraron que los conidiocs en
presencia de la bacteria son incapaces de germinar vy que
algunas de estos sufrieran lisis enel substrato donde 1=
colocaran, Estos resultados confirman la correlacidn entre

zona de inhibicidn observada y antibiosis.

Es riesgosc extrapolar estos resultados de mecanismo de
accion saobre lo gque suceds a nivel de fitoplano de 1a
mazorca, pordgue no existe una evidencia directa del papel de
ios antibidticos in vivo. Blakeman y Brodie (13) afirman que
la habilidad para producir un antibidtice en cultiveo o
implica necesariamente gue el antibidtico es producido  in
viva y aun si es formado in vive no es necesariamente el
responsable de la proteccidn vegetal de una bacteria
particular hacia un patédgeno. El antibidtico por  puede ser
degradado por otros epifitos o inactivado por la adsorcidn a

la superficie vegetal.

Para determinar realmente el papel del antibidtico, es
necesario aislarlo en el laboratorio y probar su capacidad de
contral del hongs en la superficie de la mazorca camo
demostraron Teliz-Ortiz vy Burkholder (106) al estudiar la
accion de P. fluorescens sobre P. phaseolicola en frijol. EI
antibiotico producido por la bacteria mostrd la propiedad de
ser transportado dentro de la planta, de tal manara gue

cuando P. fluorescens fue inaculada a plantulas, las o jas
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por encima delbpunto de insercidn Tfueron protegidas de 1a

infececidn. P, fluorpscens ne pude ser recobrada de las hojas
protegidas por este método de proteccion sistematica.
Asimisme se ha demostrado (346, 39 que diferentes especies

patogénicas vy epifitas del géngro Fseudomonas tales como P,
syringae, P. glycinea v F. phaseglicela producen antibidticos
proteicos denominados bDactersocinas, que son activos contra
la mayoria de los microorganismos epifitos incluyendo hongos

Y bactériaa.

Diferentes investigaciones (83, 86) sobre la relacion de
Tormacidn de pigmentos (fluorescentes vy pilocianinal) con la
rnutricidn, concluyeron qgue la formacidon de ellos dependen en
gran parte de la absorcidn de hierro vy azufre por la
bacteria; por lo general algunos de estos pigmentos le sirven
como proteccion contra otros microorganismos. Esto sugiere
la posibilidad de que el mecanismo de antibiosis de l1a cepa
M-30 sea por sideroforos, o sea que la bacteria secreta una
susftancia al medio para inmovilizar el hierro 2l cual es
indispensable para ta formacitn de los pigmentos gque la

caracterizan.

FPer el tipo de penetiracidn de M. raoreri es muy posible
gue ademas de antibiosis, la bacteria tenga otro mecanismo de
antagonismo come la competencia por nuatrimentos. Suarez
(102) observd gue el hongo necesita un crecimiento previo a
la infeccidn, para el cual posiblemente se nutre del
fiteplano compitiendoe con los microorganismos gque colonizan
dicho ambiente. Blakeman (14) demostrd este efecto con B.
cinerea que tiene caracteristicas de penstracion semejante a
M. voreri. En su estudio reconocid gue la presencia de
bacterias epifitas en el punto de infeccidn produjeron un
efecto adverso sobre la germinscion del conidio de B.
cinerea. Ademas se observd la marcada influencia de los

patrones de difusidn de nutrimentos de la hoja y los
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conidios, sobre el numero de bacteriaes y la cantidad de
inhibicidn de la germinacian de los conidios. Al envejecer
la planta; las cantidades de aminodcidos y carbohidrataos que
se difunden van en asumento, lo cual estuve correlacionado con
2] alto numevro total de bacterias vy la estimulacidn selectiva
de un aislamiente de Pgseudomonas. ia cual inhibid 1la

germinacion de ssporas sobre hojas de remolacha. (141}.

5.6. Evaluacion in vivo

Segun Andrews (4) la prueba definitiva en la evaluacion
de un agente biolégice es relizarla en condiciones naturales
del cultiva. P. agerugingsa (M-30) fue sometida a las pruebas
de seleccidn (16) hasta la evaluacidn in viveo con lo cual se
comprobd su accidn como un angente de control efectivo contra
M. rogreri y abre la posibilidad del combate bioldgico de esta
enfermedad critica en varias regiones tropicales humedas de

América.

La efectividad del combate bioldgico se puede explicar

con base en dos factores; los rasgos del agente biolodgico vy

@l microambiente de la mazorca de cactac. La bacteria aislada
presenta gran capacidad de adaptacion en los primeros
estadios del desarvollipo de la mazorca vy es altamente

antagonista a M. roreri; ademds se aplicd en una etapa muy
joven de desarvelio de la mazorca en donde posiblemente los
micoorganismos epifitos competidores fueron escasos y cada
aplicacién bacterial iba acompafada de un suministro de
nutrimentos adicionales {turba). Estos factores quiza
permitieron gque la bacteria colonizara y ocupara en altas
concentraciones el fitoplano en la época critica pars
moniliasis, lo cual =1 demuestra ©en los estudios
poblacionales efectuados vy en la reduccidn significativa de
la incidencia de 1la moniliasis con los tratamientos

bioldgicos efectuados.
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Las rondiciones del microambiente de 1la mazorca en
cacaotales del trdpico humedo s0N ideales para la
supervivencia de la hacteriaj; segun Alvim (2) la luz que
llega a la mazorca es apenas un 3-10% de la luz gue 1lncide
sobre el cacaotal, con leo cual las efectos de radiacion solar
son amortiguados casi totalmente por el follaje del arbol de
cacac y de la sombra. En cuanto a la humedad, critica para
la supervivencia, Fulton (83) afirma que la mazorca esta
cuhierta por una pelicula de agua al menos por 16 horas
diarias; por la mafana por efecto de condensacidn vy
proteccion solar del follaje, persiste una pelicula de agua
en el fitoplano que permitiria la distribucion efectiva de la
bacteria, la difusion del antibidtico v 1la competencia por

nutrimentos entre la hacteria y los propagulos del hongo.

El efecto de humedad se observa al analizar la
efectividad del combate bioldgice del tratamiento con tres
apliciaciones; en el Experimento 1 este tratamiento fue tan
efectivo como la aplicacidn de clorotalonil y la bacteria en
sais ocasiones (Cuadro 5), mientras gue en el Experimento E
quedd en un grado intermedic (Cuadro B), debido gquiza a que
durante el periodo del experimento hubo un mes de seqguia
{Cuadro 9) despues de la segunda aplicacion y durante este
periodo critice o se aplicse la bacteria, mientras que en el
tratamiento bicldgico con seis aspersicnes =@ aplico una vez.
Estas circunstancias produjeron que la bacteria no colonizara
en la cantidad necesaria para prevenir la germinacion vy
penetracidén de los canidios de M. roreri y posiblemente hubo

periocdos cortos ideales para la infeccidn.

No es conveniente extrapolar los resultados obtenidos
con el cv TUF-297 a todos los cultivares de cacao, tal como
ocurreg can el combate guimico (B2); los exudados de la

mazorca y 1los residuos gque lleganm a ella pueden variar de

68



cultivar a cultivar, gue puede afectar la eficiencia del
agente bioldgico, debide a que no podria trabajar por falta
de colonizacidn, por la inactivacidn del principio
antagonista o por la proliferacidén de otros microorganismos
antagonistas al agente bioldgico. Jiménez et al (&7) al
trabajar con una bacteria antagonista (Pseudomonas sp) a P.
palmivara, encontraron que fue excelente antagonista en cinco
de los seis cultivares de cacao evaluadeos. §in embargo, no

previno el ataque del hongo en el cv "UF-2967.

Estos autores {&7) al tratar de explicar 2l
compor tamiento de FPseudomonas sp en gl cv ‘UF-224° senalaron
que 1) el principioc antagdnica no se produce en el fitoplano
de la mazorca del ‘UF-B9&° por aspectos nutricionales; 1i)
el principio se produce pero es inactivade por las sustancias
o microorganismos gue interactuan con la bacteria; 11i) la
bacteria al interactuar con diferentes microorganismos es

incapaz de ejercer su efecto antagdniceo hacia P. palmivora.

Los resultados del Experimento mostraron el nivel de
resistencia del cv CUF-296° hacia M. roareri; no hubo
diferencias significativas entre tratamientos. Sin embargo.
se obtuvo diferencias significativas en el porcentaje de
mazorcas cosechadas, las cuales se pueden explicar por la
incidencia diferencial de mazorca negra en los diferentes
tratamientos. Tanto el tratamiento bioldgico comp el gquimico
redujeron significativamente la incidencia e esta
enfermedad, a pesar de que la bacteria M-350, no tuvo

efecto antagonista hacia P. palmivera.

La prueba realizada con el cv "UF-296° se realizaron con
el propdsito de evaluar la posibilidad de que la resistencia
de este cultivar hacia M. roreri se dieron en gran parte por
la existencia de una microflora en su fitoplano altamente
antagonista hacia este hongo. Los resultados logrados

descartan esta posibilidad v confirman los resultados
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recientes de resistencia horizontal {?3) gue presenta el

cultivar hacia M. roreri.

El tratamiento quimico redujo en forma significativa la
incidencia de moniliasis, comportandose en forma semejante al
tratamiento biolégice v confirmando la eficacia de este
fungicida. A pesar de que en todas las investigacioens
realizadas en Costa Rica (32, 58, 61, 84, 92) se ha usado 7.0
g 1.A./1itro de clorpotalonil en este trabajo se aplicd a una
concentracidn de 3.0 g I.A./1. Los resultados muestran que a
psta concentracion, el fungicida trabaja eficientemente. En
el cv CUF-29° se redujo 1a incidencia de moniliasis de un 460
a un 192 por ciento. Mientras que Palacios (84) al evaluar
combate quimico de M. roreri usando el «cov *Pound 77,
susceptible a moniliasis como el Ccv UF-29', encontrd  gue
seis aplicaciones quincenales de‘clnrotalonil a 7.9 g I.A./1
redujeron la incidencia de un 76 a un 19 por ciento. Es
necesaria realizar una investigacion para determinar el

umbral de control de la concentracion del fungicida.

5.7. Estudio poblacional de las bacterias

La técnica usada para observar la variacidn de P.
aeruginosa en el fitoplano mostro ser efectiva vy permitio
encontrar correlaciones con fluctuaciones climdticas citadas
en la literatura (18, 682) criticas para la supervivencia
bacterial, tales como humedad relativa y 1la precipitacidn.
La poblacidn bacteriana declind con una mayor temperatura
promedio; esto se puede explicar por su relacion con una
menor humedad relativa, seguedad y con la alta radiacidn, que
son factores altamente nocives para la supervivencia de la

bacteria.

Solamente en el Experimento 1 hubo correlacion

significativa radiaci¢dn solar con 1la poblacidn bacterial.
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Probablemente la rvespuesta se encuentra en el nivel de sombra
aque presentan las parcelas donde se realizaron los
exper imantos. En el Experimento 1 &1 nivel de sombra
oscilaba entre 30-40 por ciento mientras que el segundo
experimento se localizd en arboles que tenian una sombra mas

densa, oscilando entre 50-460 por ciento.

La cepa bacterial usada para determinar la fluctuacidn

no presentd las mismas caracteristicas antagdnicas de la cepa

M-30 wutilizada en el combate  bioldgico. En pruebas
posteriores s ochservd gque la cepa resistente a
estreptomicina perdid en un 30 por ciento sus propiedades

antagdnicas a M. roreri; no se puede afirmar con certeza gque

la cepa M-30 silvestre tenga el mismo compoartamiento gque la

M-50 vesistente al antibidtico.

A pesar de las inconvenientes de la técnica, los
resultados logrados concuerdan con diferentes investigaciones
en el fitoplano. Demnis (34)al estudiar la microflora en
diferentes frutos suaves como la frambuesa y fresa encontro
gue las bacterias colonizan este tipo de frutas entre 1 = 10%
al = 10 UCB/g. E!l autor sugiere aque la microflora
bacterial en estos frutos no es alta debido a gque &1
fitoplano £st3d colonizado por una serie de hongos, gue

compiten an forma exitosa con las bacterias epifitas.

Spury vy Knudsen (100) afirman que las bacterias epifitas
por lo general estdn en un rango entre 10% - 10% UCLB/cm® v
gue para tener éxito contra un patdgenc es necesario gque la
bacteria antagonista colonice el fitoplano en ona forma
agresiva que permita colonizar el tejido al menos con 109
UCB/m®. Segun los resultados logrados en esta investigacidn,
FP. aeruginosa es capaz de colonizar e] fitoplanmo de la
mazerca de cacaoc en el periode oritico del atagque de M.
roreri durante 1los primeros tres meses, &n los cuales la

pohlacidn no bajd de 10% UCB/cm®™, esto ayuda a explicar
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porgque la bacteria logro controlar eficientemente la

enfermedad.

En estudios efectuados por Knudsen en pino, citados por
Spurr vy Krnudsen (100, encontraron gue la bacteria

antagonista (P. flugrescens) del hongo Gremmemslla abietina

al ser inoculada sobre plantulas de pino, no declinan en
concentracion durante 1la noche, pero si  durante el dia
siquiente, soleado y calidog en determinaciones que

realizaron mediante recuentos borarios utilizando un medio

splectivo.

Los estudios de Knudsen concuerdan con los resultados de
combate bioldgico de M. roreri de la presente investigacion
las condiciones del cacaotal, la forma y el numero de veces
gue se incorpord la bhacteria (seis veces en turba por los
primeros tres meses) y la caracteristica de ser epifita, dan
bases para esperar una alta supervivencia de P. aeruginosa en
condicicnes de campo. Ademas, segun Fulton (53}, la mazorca
de cacao pueds permanecer con una pelicula de agua al menos
16 horas por dia en condiciones del bosgue trodpico humedo, lo
cual permite que la bacteria esté colonizando en alto
porcentaje la superficie de la mazorca y que las mecanismos

de antagonismo estén activos.

tos estudios de poblacidn se hiclieron en Mmazorcas en gue
la bacteria fue aplicada gquincenalmente en los primeros tres
meses de vida de la mazorca utilizando la técnica de lavado.
Fe necesaric realizar nueveoe estudios para confirmar los
resultados presentados agqui para observar la poblacion
pacterial, por ejemplo si se aplica la bacteria 2, 3 0 4
veces, tratando de evaluar 1la capacidad de residualidad o
supervivencia de la bacteria en mazorcas por periodos mayores
a 13 dias. Addemas es necepsario ptros métodos de extraccion vy

de recuento, porque se ha demostrado que la metodologia de
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lavado usada en la presente investigacidn extrae entre el &0-

BOX de la poblacidn epifita (62).

Entre los metodos de estudios la peoblacidn bacteriana
que podrian desarrollarse e implantarse estd, el uso de un
medio selectivo para P. aerugingsa. con lo cual se evitaria
usar una bacteria diferente a la silvestre y segundo usar la
centrifugacidan, la trituracidn o la agitacion con  un
artefacto que realiza presién sobre la mazorca para lograr
extraer la mayoy cantidad de microorganismos epifitos.
Ademds es necesario conocer la distribucidn de la bacteria en
las mazorcas, tratando de uniformizar el lugar de muestreo
para la metodologia de extraccidn por centrifuga o con un
agitador de vidrio. Estos estudios de distribucidn espacial
de mazorcas podrian ayudar a identificar bacterias
antagonistas mas eficientes gque la M-30 porque estudios
citades por Fulton (353) han determinado que las esporas de M.
roreri se acumulan £n mayor proporcidn en el ecuador de la
mazovrca. Esto sugiere 1la busqueda de microcorganismos
antagonistas gue tengan una alta adaptacidn a esta zona de la

fruta.

5.8. Futuro del combate bioldgico de M. roreri

Se deben realizar otras investigaciones antes de hacer
la transferencia de este tipo de combate al agricultor. Pero
s& debe determinar el tipo de plantaciones de cacao donde se

puede aplicar este combate.

Debido a las caracteristicas de la bacteria, ! combate
biologico es factible en regiones del bosque tropical humedo
en plantaciones de productividad intermedio o alta y con un
nivel de tecnologia intensiva adecuada. Ademas, 1 combate

deberia ser aplicado en 1los picos de produccidn, como lo
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sugiere Gonzalez (S8, 5%9) en la wutilizacion de combate
guimico para M. roreri.

Para implementar el combate Dbiclogico es necesario
primero coanfirmar los reaultadnsumhtenidos; realizar el mismo
gensayo en diferentes cultivares vy llevar recuentos de 1la
bacteria antagonista, utilizando métodos mas eficaces de
deteccidn (100) en cada uno de los tratamientos bicldgicos.
Esta investigalcdon contestara la pregunta sobhre la
estabilidad de la bacteria en los cultivares mas uJsados e
indicara el numero de aplicaciones necesarias para efectuar

un combate adecuado.

Por los problemas de patogenicidad de P. asruginosa v
para evitar depender de un solo microorganismo es necesariao
realizar nuevos aislamientos de bacterias epifitas altamente
antagonistas a M. roreri. l.a posibilidad de manipulacion
genética de 1la bacteria debe estar presente si es dificil
aislar una bacteria de otra especie gue presente las
caracteristicas de antagonisma y adaptacidn de la M-350.

Al mismo tiempo que Y= realiza la anterior
investigacidn, es necesario realizar estudios basicos de
ecologia microbiana en el fitoplano de la mazorca de cacao
para determinar los diferentes microorganismos epifitos, asi
como  sus reguerimientos nutricionales, interrelaciones vy
gistribucidn espacial en este microambiente. Estos estudios
basicos abrirdn otras vias de combate bioldgice gque pueden
ser aplicados a M. reoreri; como por ejemplo, la manipulacidn
nutricional del fitoplano. Lindow (78); Spurr vy Knudsen
{100) han mostrado que esta via es efectiva en pera, manzana

y pino, conociendo los requerimientos nutricionales de leos

principales microorganismos epifitos, para manipular 1la
poblacidén al agregar un determinado nutrimento. Con esta
manipulacion un microorganismo que esta en minoria pasa a

dominar completamente el ambiente vy con ello controla la
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accion de un determinado patogeno. Pseudomonas flugrescens

son activadas por la aplicacidn de urea en el fitoplano (1&),
con lo cual, en forma preliminar se pueden hacer pruebas
sohre el efecto de la aplicacidn de este nutrimento en la

suyperficie de la mazorca.

El combate bioldgico debe ser un componente del combate
integrado de la moniliasis del cacao, donde 1los otros
componentes lo constituyen el combate sanitario, cultural vy
guimico. Para establecer un combate de este tipo se debe de
estudiar la susceptibilidad de la bacteria ante los agentes
guimicos mas usados con la moniliasis: clorotalonil y cobre.
Por diversos estudios citadas por Hislop (63) posiblemente el
cobre tenga un efecto detrimental sobre'la bacteria, por lo
cual 21 unico componente gquimico de este combate integrado es
el clorotalonil. l.a tarea, consistiria en determinar el
numero de aplicaciones necesarias de la bacteria y el agente

guimico v asimismo su rentabilidad.

Por ultimo se debe investigar la reproduccison rentable
de la bacteria, v su formulacion para el agricultor. EIl
desarvollo y uso de formulaciones para agentes de combate
bioldgico pueden determinar el éxito o fracaso, debido a que
las formulaciones facilitan la aplicacidn, dispersion vy
supervivencialdel antaganista (100}. Existe evidencia que
sugiere gue la introduccidon exitosa de antagonistas y del
combate bioldgico depende mas de la formulacidn y de la
aplicacidn que del tipo antagonista seleccionado. Fov tal
motivo se debe poner atencion al material que acompadie al

agente bioldgico.
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6. CONCLUSIONES

1. En los primeros swstadios de desarrollo de la mazorca de
cacao, el fitoplano estd colonizado principalmente por

bacterias.

. l.as bacterias, por su capacidad de adaptacidn a condi-
ciones pobres de nutricidn, son microorganismos aptos para el

combate bioldgice de M. rareri.

3. Una minima proporcion (3 por ciento) de la microflora
aislada del fitoplano de la mazorca presentd alto antagonismo

in vitro hacia M. roreri.

&, De 42 aislamientos realizados solo el M-50 caracteri-
zado como Pseudomonas aeruginosa {(Gchrocter), presentd un

alto antagonismo a nivel de laboraterio y campo.

3. La cepa M-50 asperjada de tres a seis veces en 1los
primeros tres meses de desarrollo de mazorcas en el cv'UF-29°
previenen el atague de M. roveri; comportanddse
estadisticamente iqual a la aspersion en seis ncasiaones

de clorotaleonil.

&, Para gue exista combate bioldgico sobre M. roreri es

necesario que el agente bhioldgico colonice &1 fitoplano al

menas can 110%™ LUCB/ce® en la época critica del ataque del
hongo.
7. La fluctuacion poblacional de P. ageruginosa sobre la

superficie de azorcas de cacap se correlaciond positivamente
con la precipitacidn y humedad relativa minima en forma
negativa con la radiacion solar, y con el promedio minimo y

general de temperatura.
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8. El mecanlsmn de antagonismo de P. aeruginosa bhacia M.
rareri se basa en competencia por nutrimentaos vy antibiosis,
posiblemente del tipo sideroforos.

7. RECOMENDACIONES
1, Es necesario sequir seleccionando cepas bacteriales
epifitas antagonistas a M. reoreri, tratando de seleccionar

aguellas gue tengan las propiedades antagonistas de la M-30,

pero &in los riesgos sobre el hombre gque tiene dicha cepa.

2. Explorar diversas metodologias de seleccidn de

antagonistas.

3. Validar los resultados encontrados an diferentes
tultivares, épocas y zonas, tHeterminando con ello el ambito

de accidn de este combate bioldgico.

. Estudiar la fluctuacidn peblacional de la bacteria en
2l fitoplano usando diferentes metodologias tales como
cultivos selectivos, aplicando agitacion o fuerza de gravedad

para separar las bacterias del fTitoplano.

3. Realizar estudios basicos de ecologia microbiana dandole
énfasis a los componentes nutricionales, fisicos &
interrelacidn de los microorganismos en el Titoplarno de 1la

mazorca de cacao.

&, Investigar formulaciones, tiempo vy temperaturas de
incubacitn, condiciones de almacenaje del inoculante, lo cual
permitira conocer los parameiros para optimizar el indculo

del agente bioldgico.
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ANEXD 2

Medios usados

1. Agar nutrimento

8 g dextrosa
10 g peptaona
20 g agar
1000 ml. agua destilada

2. Agar avena

30 g avena
20 g dextrosa
20 g agar
1000 ml. agua destilada

3. Agar avena modificado

30 g avena
20 g dextrosa
10 g peptona
1000 ml. agua destilada

&4 . Caldo nutrimento
2 g dextrosa

10 g peptona
1000 ml. agua destilada
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