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ABSTRACT

Bacilusspp. and flucresc ent Pseudomonasspp. solates collected from the
field were tested under kaboratory conditions for their antagonismto A. solani. Some
of them showed antagonkm when the fungus's gem-tubes growth decreased.
Antagonistic kolates smultaneously reduced the growth of gemn-tubes and
number of thier ramifications. However, the number of germ-tubes were not
reduced. The Bacilusspp. kolates evaluated were more antagonistic and numerous
than those of the flucrescent Pseudomonas spp. Some of the antagonistic solates
presented the characteristic of chitinase production, which can degrade the fungi
cell wall. Most of the chitinolytic isolates were collected from the field treatment,
with chitin alone or combined with other products.

INTRODUCCION

El control biolégico de patégenos de plantasse
considera un componente importante del manejo
integrado de plagas, en especkal como una
alternativa a otros componentes que pueden traer
riesgos de contaminacién, promover otras plagas u
otros efectos secundarios.

Eltizén temprano, causado por Alternariasolani,
afecta el follaje y frutos del tomate. La enfermedad
se maneja regularmente con fungicidas quimicos,
cuyos residuos llegan a la mesa de los consumidores
en frutos frescos. Para eliminar estas contaminaciones
y disminuirlos costos de control se emplean practicas
culturales, variedadesresistentesy agentes de control
biolégico. Las bacterias, Bacillus y Pseudomonas
fluorescentes, se consideran buenos candidatos
como agentes de control biolégico por su amplia
distribucién y capacidad de producir enzimas
degradadoras de tejidos fungosos.

El propdsito de este ensayo fué evaluar el efecto
de bacterias antagénicas sobré el desarrollo de A.
solani bajo condiciones de laboratorio.
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RESUMEN

Cepas de Bacilus spp. y Pseudomonas spp. flucrescentes alsladas del
campo fueron probadas bajo condiciones de laboratorio por su antagonismo a
A. solani. Varas de ellas mostraron antagonismo al disminuir el crecimiento de
tubosgemninativos delhongo. Lascepas antagénicasredujeron smultaneamente
el crecimiento de fubos gemninativos y el nimero de sus ramificaciones. Sin
embargo, nodisminuyeron elnumerode tubos geminativos. Lascepasevaluadas
de Bacilus spp. fueron mas antagdnicas y numerosas que las de Pseudomonas
spp. fluorescentes. Algunas cepas antagonicas presentan la caracteristica de
produck quitinasa, ka cual puede degradar la pared celukar del hongo. Lo
mayotia de las cepas quitinoliicas se aslaron del tiatamiento de campo de
quitina sola o combinada con ofros productos.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizé en el laboratorio de
Fitopatologia del CATIE. Se consideraron como
tratamiento de este experimento cepasde bacteras
evaluadasasi: 15 deBacillusspp.y 18 de Pseudomonas
spp. fluorescentes alsladas el 9 de Enero de 1992y 11
de Bacillus spp. y 49 de Pseudomonas spp.
fluorescentes aisladas el 17 de Enero de 1992 , las
cuales provenlan de hojas de tomate con
tratamientos Iiguales a los descritos en el primer
experimento realizado por Okumoto (1992), en el
cultivo sembrado el 3 de Septiembre de 1991.

Se prepararon las suspensiones bacteriales a
partir de cultivos crecidos por 24 horas en AN (Agar
Nutriente), a 30°C y se ajustaron a 10° celulas/ml con
la ayuda de la cdmara de conteo Petroff-Hausser
(French y Herbert 1982).

El aislamlento de A. solani se obtuvo de las hojas
de tomate no asperjadas con quimicos, utilizando los
medios de cultivo agar-agua y V-8. La esporulacion
de A. solani se indujo mediante el método de luz
ultravioleta, combinado con el de Dhingra y Sinclair
(1985). Laconcentracién de conidiasse ajusté a2x10*
conidias/ml e inmediatamente se mezclo con igual
volumen de suspensién bacterialo con agua destiada
esteril (Testigo).

El porta-objeto cublerto con agar-agua se
colocé en una placa petr que disponia en su base,
de papel filtromojadoy un tubo de vidrio en formade



V. De cada suspension bacterial se colocd una gota
(0.01 ml) con conidias en la superfficie del porta-
objeto, la temperatura de incubacién varié de 25-
28°C. Lasconidiasy el tubo geminativo fueron tenidos
con azul de algodén en lactofenol después de 24
horas (Fravel y Spurr Jr. 1977).

Se tomaron en cuenta las siguientes mediciones
microscopicas: porcentaje de geminacién, nimero
de tubos germinativos por conidia, longitud del tubo
germinativo mas largo de la conidia y su nimero de
ramificaciones.

El nivel de antagonismo se determind mediante
la prueba de Dunnett (Steel y Torie 1980) para
comparar los tratamientos contra el testigo, de
acuerdo con cada categoria de medicién en
diferentes periodos,

Algunas cepas antagodnicas fueron probadas
por su caracteristica de produccién de quitinasa,
confirmada porla presencia de zonas transparentes
alrededor del crecimiento de bacterias en el medio
agar nutriente+quitina (2.3% de agar nutiente y 0.5%
de suspension coloidal de quitina). La suspensién
coloidal de quitina se prepard de exoesqueletos de
camarones, mediante el método de Backman
modificado (comunicacion personal).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la mayoria de los tratamientos se presenté
mas del 90% de germinacién de las conidias de
hongo. Sin embargo, muchas cepas bacteriales
mostraron el antagonismo a A. solani, al afectar e
crecimiento del tubo germinativo, en especial su
longitud (Cuadro 1).

Los aislados del género Bacillus fueron los mas
antagonistas (medido como el % de Inhibicién del
crecimiento de los tubos germinativos). La mayoria
de Pseudomonas spp. fluorescentes no fueron tan
efectivas en la inhibicién del crecimiento del hongo.
Ademds, se observé el antagonismo de las cepas de
Bacillus en un nuimero mayor que en las de
Pseudomonas fluorescentes. Las 11 mejores cepas
de Bacillus tienen la capacidad de Inhibir el
crecimiento del hongo en mds de 80% (Fig. 1).

Elcrecimiento de tubos germinativosy elnimero
de ramificaciones en estos tubos fueron inhibidos
simultaneamente porlas bacterias y se encontré una
correlacion altamente significativa (p<0.01) entre la
longitud del tubo germinativo maslargo y nimero de
ramificacionesdelmismo. Sin embargo, ho disminuyod
el nimero de tubos germinativos (Cuadro 1).

CUADRO 1. Correlacién entre el nfimero de tubos germinativos, longitud de tubo
germinative més largo y niimero de ramificaciones en el tubo

germinative, con la presencia de las diferentes cepas de Bacillus

spp. Yy Pseudomonas spp fluorescentes, aisladas el 9 y el 17 de
enero de 1992. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1992.

VARIABLE —s
Bacillus Pseudomomas

Aisladas 9 de
enero, 1992

X1:NGmero de
tubos germ. 1.000 1.000

X2:Longitud de
tubo germ.

mis largo

X3:tNimero de
ramificaciones
en tubo germ,

Aisladas 17 de
enero, 1992

X1:Nimero de
tubos germ. 1.000 1.000

X2i1Longitud de tubo
germ. mis largo

X3 1Nimero de
ramificacionea en
tubo germ.

COEFICIENTE DE CORRELACION

Pacillus FPseudomonas Bacillus Pseudomomas
-0.031 0.045 0.023 0.367%»
1.000 1.000 0.898** 0.570%**

1.000 1.000

0.331 0.069 0.303 0.264
1.000 1.000 0.941*+ 0.757+*

1.000 1.000

**Nivel de significancia al 1%.
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Fig. 1. Porcentaje de inhibicion a A. solani de Pssudomonas spp. fuorescentes y Bacillus spp..akladas el 9 (a) y 17 (b) de enero de 1992. CATIE. Tumialba,

Costa Rica. 1992.

Enla observacién microscépica, se encontré un
crecimiento anormal de los tubos geminativos, los
cualesse dilataban yformaban bulbos. Observaciones
similares fueron hechas por Vasudeva Y Chakravarthi
(1951) en un filtrado del cultivo de un aislado de
Bacillus subtilis antagdnico a A. solani. La bacteria
produjo malformacién de los tubos germinativos con
un desarrollo posterior de bulbos. Este filtrado mostré
una acclén fungistatica y fungicida.

De acuerdo con las observaciones
microscépicas, no se detectd la produccion de lisis
en los tubos geminativos de las conidias de A. solani
estudiadas. Otros estudiossefalan quela produccion
de lisis, debido a la interaccién entre bacteria y
hongo. es una probable causa de inhibicién del
hongo (Baker y Cook 1974, Blakeman y Fraser 1974,
Fokkemay Lorbeer 1974, Morgan 1963). Sin embargo,
Fravel y Spurr Jr. (1977) afimman que diferentes
mecanismos se Involucraron en la supresién del

crecimiento del hongo; sustanclastéxicas producidas
por bacteras tienen una mayor influencia que la
produccion de lisis por enzimas, lo cual coincide con
el resultado de este estudio.

Algunas cepas que presentan antagonismo, a
su vez producen quitinasa que tiene la habilidad de
degradar la pared celular del hongo. Se encontré
unarelacién de 1:20 entre las cepas quitinoliticasy no
quitinoliticas de Pseudomonas spp. fluorescentes, en
cambio, en las cepas de Bacillus spp., esta fue 1:2.6
(Cuadro 2). Esto significa que se pueden aislar mds
cepas quitinoliticas en la poblacién de Bacillus spp.
que en la de Pseudomonas fluorescentes.

La mayoria de las cepas caracterzadas como
quitinoliticasfueron aisladas delas plantas asperjadas
con la sola quitina o en mezcla con otros productos
(Cuadro?). Se consideraquela aplicaciénde quitina,
aungque no aumenta la poblacién de bacterias, s

CUADRO 2. Respuesta a la produccién de quitinasa de cepas
bacteriales antagénicas de acuerdo a su tratamiento
de origen y a la formacién de zonas transparentes

en el medio

agar

nutriente+quitina. CATIE,

Turrialba, Costa Rica. 1992.

TRANSPARENCIA EN ANQ DE

TRATAMIENTO: == = — r—mcese——amecscses— e oo R
DE ORIGEN P. fluorescentes Bacillus spp.
+ - + -
Testigo 0 9 0 1
Fungicida 1 7 0 9
Leche 0 4 0 7
Fung. +Leche 0 5 0 1
Quitina 0 9 2 1
Quit. +Fung. 0 1 6 0
Quit. +Leche 0 4 1 3
Quit. +Fung. +Leche 1 1 0 1




podria cambiarla cualitativamente, creando
condiciones para aumentar los microorganismos
quitinoliticos. Kokalis-Burelle et al. (1991) reportaron
que la aplicacién de quitina incrementd los
microorganismos quitinolicos de menos de 1% amds
de 40% en la poblacién microbial total.

Con base en estos resultados se dispone de un
recurso biologico valioso para futuras pruebasin vivo
con agentes antagdnicos de alta capacidad
quitinolitica apropiada para un futuro agente de
control biolégico. La produccion de endosporas por
Bacillus spp., deberia facilitar a la bacteria sobrevivir
en condiclonesdesfavorables de campo y permitirla
formulacién de un producto de facil manejo (Corsini
y Pavek 1989).

CONCLUSIONES

- En el experimento de antagonismoin vifro,lascepas
de bacterias antagénicas a A. solani presentaron
una amplia variacién en elgrado de antagonismo.

- Elantagonismo delascepasbacterialesse manifiesta
en la reduccién simultdnea del crecimiento de
tubos germinativosy su nimero de ramificaciones.
Sin embargo, no afecta el nimero de tubos
germinativos.

- Las cepas mds antagdnicas de Bacillus spp. , con
respecto ainhibicién del crecimiento de los tubos
germinativos, son mds numerosas y menos
variables en su antagonismo que las de
Pseudomonas spp. fluorescentes.

- Algunas cepas antagdnicas mostraron capacidad
quitinoclitica,

- Larelaclon entre cepas quitinoliticas: no quitinoliticas
para Pseudomonas spp. fluorescentes es de 1:20
y para Bacillus spp. es de 1:2.6

- Lamayoria de las cepas quitinoliticas se aislaron en
el tfratamiento de quitina sola o combinada con
otros productos.
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