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ARANGO OSPINA, M.E. 2000. Substrates’ management for biological control of
black Sigatoka (Mycosphaerella fijiensis Morelet) in banana (Musa AAA).

Key words: antagonists, biological control, black Sigatoka, chitinolitic enzymes,
glucan, glucanoliic enzymes, Micosphaerella fijiensis, milk, molasses, pathogen,
phylloplane, substrates, yeast.

SUMMARY

Banana and plantain, which are of dietary importance to four hundred million
people (Perea 1998), are attacked by black Sigatoka, a disease caused by
Mycosphaerella fijiensis Morelet. This organism is very aggressive and difficult to
handle. It is responsible for losses in production of up to 100% through the drastic
reduction of photosynthesis (Macie et al. 1998). Frequent applications of fungicides
per crop cycle is necessary to combat the disease, representing around 45% of
crop production costs. Biological control is a new form of thinking in relation to
problems of plant diseases in terms of restoring the biological balance, offering
important principles to increase production through mechanisms of suppression or
destruction of inoculum, the protection of plants against infection or the increase in
the ability of plants to resist the pathogen (Cook and Baker 1996).

The manipulation of the environment through the application of substrates permits
the modification of the physical and nutritional conditions of the phylloplane to
prevent germination and establishment of the pathogen and to favor the
antagonists. For this reason, the selection of substrates considered the necessity
to provide a carbon source to the antagonists, in this study molasses was used:
milk was used as a protein source, the addition of chitin and glucan as important
components of the cellular wall of hyphae of the fungus (Ruiz ET al 1995); calcium
nitrate neutralized the pH of the solution. Altogether, twenty treatments, resulting
from combinations of the different mixtures, were evaluated. The criteria used as
indicators for selection of the two best substrates for their subsequent application
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at field level were, their effect on the response variables, population density,
stability, diversity, and the ability of the antagonists to produce glucanolytic and
chitinolitic enzymes, as well as their effect on the development of the disease in
plants exposed to natural inoculation. The youngest leaf with lesions (SYL) was the
most important indicator of the progress of the disease at field level and
determined the moment for the applications of the respective treatments. total
number of leaves, leaves with and without lesions, and the degree of disease
development according to the scale of Stover modified by Gaulh (CORBANA
1996), were evaluated. applications of chitin + yeast -+ calcium nitrate, and chitin +
milk + molasses alternated with commonly used fungicides for control of the
disease, performed statistically similar to the chemical control treatment. these
treatments, whose effects were studied at the research level, reduced the number
of fungicidal applications by 40%, verifying that plants exposed to the mixtures
from their initial stages perform befter in relation to the variables initial stages
perform better in relation to the variables SYL, development stage of the disease
and the total number of leaves without lesions.
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ARANGO OSPINA, M.E. 2000. Manejo de sustratos para el control biologico de
_';_-'Sigatoka negra (Mycosphaerella fifiensis Morelef) en el cultivo del banano ( Musa

AAA).

“palabras claves: antagonistas, control biologico, enzimas glucanoliticas, enzimas
' quitinoliticas, filosfera, leche, levadura, melaza, Micosphaerella fijiensis, Sigatoka

negra, sustratos.
RESUMEN

El cultivo del platano y del banano importantes sistemas de produccion agricola, y
alimento basico en la dieta de cuatrocientos millones de personas (Perea 1998),
es atacado por la Sigatoka negra causada por Mycosphaerella fijiensis Morelet,
de gran agresividad y dificil manejo llegando a producir pérdidas en la produccion
hasta de un 100% por la dréastica reduccion de la fotosintesis (Macie ef al. 1998).
Gran cantidad de aplicaciones de funguicidas por ciclo son necesarias para el
combate de la enfermedad representando alrededor del 45% de los costos de
produccién del cultivo, ademas del desarrollo de resistencia por parte del patégeno
ante la aplicacion indiscriminada de producios sistémicos con el consiguiente

deterioro del ambiente. El control biolégico considerado como una nueva forma de
pensar con relacion a los problemas de las enfermedades de las plantas en
téerminos de restaurar el balance bioldgico ofrece importantes principios para
incrementar la producciéon mediante mecanismos de supresién o destruccién del
in6eulo, la proteccion de las plantas contra la infeccidn o el incremento de la
habilidad de estas para resistir al patégeno (Cook y Baker 1996).

La manipulacién del ambiente mediante la aplicacion de sustratos permite la
modificacion de las condiciones fisicas y nutricionales del filoplano para perjudicar
la germinacion y el establecimiento del patégeno y favorecer las poblaciones de
antagonistas, por tal razon estos se seleccionaron considerando la necesidad de
aportar a los antagonistas una fuente de carbono, representada por la melaza, la
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leche se empleo como fuente proteica, y la adicion de quitina y glucano como
componentes importantes de la pared celular de las hifas del hongo (Ruiz et al
1995), el nitrato de calcio contribuyo con la neutralizacion del pH de solucién. En
total se evaluaron veinte ftratamientos resultantes de la interaccidn de las
diferentes mezclas. Los criterios sefialados como indicadores para seleccionar los
dos mejores sustratos, para su posterior aplicacion a nivel de campo fueron el
efecto sobre las variables de respuesta densidad de poblacién, estabilidad,
diversidad y habilidad de los antagonistas para producir enzimas glucanoliticas y
quitinoliticas, asi como su efecto sobre el desarrollo de la enfermedad en plantulas
expuestas a inoculacion natural.

La hoja mas joven manchada (HMJM) fue el indicador mas importante del
progreso de la enfermedad a nivel de campo y determind el momento de las
aplicaciones de los respectivos tratamientos. Se evaluaron ademas total de hojas,
hojas enfermas, hojas limpias y grado de desarrollo de la enfermedad segin la
gscala de Stover modificada por Gaulh (CORBANA 1996). Plantas expuestas a
aplicaciones de quitina + levadura + nitrato de calcio y quitina + leche + melaza
alternadas con los funguicidas usados cominmente para el control de la
enfermedad se comportaron estadisticamente igual a plantas bajo control quimico,
lograndose a nivel de la investigacién reducir en un 40% el namero de
aplicaciones de funguicidas, comprobandose que las plantas al ser expuestas al
efecto de las mezclas desde sus etapas iniciales presentan un mejor
comportamiento con relacidn a las variables de respuesta HMJM, grado de
desatrrollo de la enfermedad y total de hojas limpias.
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1. INTRODUCCION

41.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ante las actuales circunstancias de deterioro ambiental y agotamiento de los
recursos naturales, la agricuitura mundial se enfrenta a una nueva prioridad y
desafio: desarrollar una estrategia de produccién agropecuaria que contribuya con la
conservacion del ambiente, realice un manejo racional de los recursos naturales y
logre mayor sostenibilidad de la produccién a largo plazo.

El cultivo de banano y platano representan un importante sistema de produccion
agricola, fuente importante en la dieta basica de cuatrocientos millones de personas
(Perea 1998) y en Ia economia de varios paises de las zonas tropicales e
intertropicales, con una produccion de alrededor de 79 millones de toneladas afo, la
tercera parte proveniente de América del Sur, América Central y el Caribe (Riveros y
Lepoivre 1998).

El cultivo de banano es atacado por la Sigatoka negra, causada por Mycosphaerella
ffiensis Morelet, de gran agresividad y dificii manejo; puede llegar a producir
pérdidas en la produccion hasta de un 100% (Macie et al. 1998), dada la drastica
reduccion de la fotosintesis. Después de floracién las plantas sin ningGn control
quimico pueden perder todas sus hojas, el racimo no se desarrolla completamente
con reducciones en la produccion de mas del 40% (Pérez 1998).

El control quimico de la enfermedad representa alrededor del 45% de los costos .
totales de produccion (Plotz 1999), con un aumento paulatino en el namero de
aplicaciones de fungicidas y la consecuente generacion de resistencia por parte del
contribu;a a disminuir este efecto. Stover y Simmonds (1987) mencionan entre 5y
15 aplicaciones por afo para Sigatoka amarilla; en Méjico, América central, y
Colombia donde ha sido reemplazada por la Sigatoka negra, son necesarias de 35 a
45 aplicaciones por afo. La resistencia obtenida por el patégeno, ha ocasionado que



paises como Filipinas, y algunos ubicados en Centro y Sur América incrementen e
namero de aplicaciones por ciclo 20 a 40 aproximadamente, representando un costo
anual aproximado de US $1000 por hectarea (Ploetz 1999.

CORBANA (1996) menciona para Costa Rica una disminucidén de los rendimientos
del cultivo por causa de la enfermedad de 2620 cajas de banano ha™ afio” en 1990,
a 1850 en 1994, con un incremento considerable en el nimero de aplicaciones de
fungicidas por ano, pasando de 17 en 1993 a 35 en 1996. Actuaimente se realizan
entre 37 y 40 aplicaciones por afio, con un valor de US $ 1500 ha™ afio-'"

En Colombia el cultivo se desarrolla en las zonas de Uraba y Santa Marta con un
area de 28000 y 14000 hectareas respectivamente, el costo por combate de la
Sigatoca negra equivalente a 800 y 500 délares ha™ afio-! para un total de 29.4
millones de dolares anuales (Buritica y Montes 1997).

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo general

- Evaluar alternativas potenciales de control biolégico para el manejo de Sigatoka
negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) en el cultivo del bananc (Musa AAA),
mediante la aplicacion de sustratos dentro de una estrategia de manejo integrado de
plagas.

1.2.2. Objetivos especificos
- Estimar el incremento de la poblacién bacteriana en ia filosfera tanto a nivel de
invernadero como de campo, mediante la aplicacién de sustratos.

" Marin, D. 2000 Control quimico de ia Sigatoka Negra. DEL. MONTE. Comunicacion
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. Evaluar el efecto del lavado de la hoja sobre la dinamica poblacional de los
microorganismos de la filosfera.

- Evaluar el efecto de la aplicacién de diferentes sustratos sobre el desarrollo de la
Sigatoka negra causada por Mycosphaerella fijiensis.

- Realizar un analisis comparativo de los costos parciales de produccién del cultivo
relacionados directamente con el empleo de las diferentes alternativas de control de
manejo de la enfermedad empleadas en la investigacién.

1.3. HIPOTESIS

-La aplicacion foliar de sustratos afecta el desarrollo de Mycosphaerella fijiensis
Morelet en el cultivo del banano.

- La aplicacion foliar de sustratos contribuye con el crecimiento y actividad de las
poblaciones de microorganismos antagonistas a Mycosphaerella fijiensis Morelet.

- El lavado de la planta tiene un efecto directo sobre la dinamica de la poblacion de
microorganismos que intervienen con el desarrolio de la enfermedad.

- La aplicacion foliar de sustratos disminuye los costos de produccién por concepto
del control de la enfermedad.

-----



2. REVISION DE LITERATURA

2 1. SIGATOKA NEGRA

Riveros y Lepoivre (1998), indican que es la enfermedad mas devastadora que
ataca el género Musa, es conocida como raya negra, causada por el hongo
Mycosphaerella fiiensis Morelet (forma asexual Paracercospora fijiensis). El
microorganismo pertenece al subreino Eumycete, clase Ascomycete, orden
Dothiales, familia Dothiacea (Alexopolus y Mins 1979).

2.1.1. Ciclo de vida de Mycosphaerella fijiensis Morelet

inicia con la germinacion de las eSpofas sobre las hojas, principalmente en la hoja
candela y dos hojas més jovenes. Los procesos de germinacién y penetracién
requieren la presencia de agua libre, L.as esporas germinan en menos de dos horas,
originando tubos germinativos rectos que se alargan y ramifican en busqueda de
estomas, penetrando entre 48 y 72 horas bajo condiciones favorables de humedad y
temperaturas alrededor de los 20 °C. La fase asexual ocurre con el desarrolio de las
primeras lesiones, con un ndmero bajo de conidiéforos saliendo de los estomas,
principaimente en la superficie inferior de las hojas; tanto las conidias como las
ascosporas son importantes en la epidemiologia de la enfermedad (Stover y
Simmon1987). Bajo condiciones éptimas el periodo de incubacién es de 17 dias.
Los primeros conidios sobre lesiones en estado de estria aparecen 28 dias después
de la infeccidn; 49 dias después termina el ciclo con la liberacién de las primeras
ascosporas (Merchan 1998).

2.1.2. Epidemiologia

Mycosphaerella fijiensis Morelet presenta reproduccién sexual y asexual, limitando
Su manejo y fortaleciendo al patégeno para producir epidemias. La produccién de
conidios en la fase asexual es mas abundante en los estadios 3 y 4 y durante los
periodos de mayor pluviosidad. La cantidad de conidios por lesidén en Sigatoka negra
es menor que en la amarilla, una sola lesién de 20 mm? de Sigatoka negra puede
producir 1200 conidios, contra mas de 30000 producidos por la Sigatoka amarilla; la




densidad de lesiones de Sigatoka negra por unidad de superficie es superior
(Merchan 1998).

Segtin Foure (1992) el nimero de conidios transportados por el viento es 100 veces
menor al nimero de ascosporas. La variedad diformis fue separada de la fijiensis
porque ademas de conidioforos simples, presenta esporodoquios en los estomas.
El estado de peritecio es igual para ambos patbégenos. La fuente mas importante de
indculo son las esporas y pueden ser transportadas a grandes distancias por el
viento. En Hawai se recolectaron de 8000 a 33000 ascosporas por metro clbico de
aire en 24 horas (Stover 1987).

La concentracion de ascosporas puede ser 10 a 100 veces mds alta que los conidios,
particularmente en condiciones de precipitacion y temperaturas elevadas. La
descarga de ascosporas puede iniciarse entre la segunda y tercera semana
siguiente a la aparicion de las estrias y prolongarse hasta 21 semanas después de
dobladas las hojas (Merchan 1998).

La emergencia de conididforos es constante hasta el segundo estadio de mancha. La
produccién de conidias es casi continua entre el segundo estado de estria y el
segundo estado de mancha. Los primeros conidioforos en cesar la produccion de
conidios se encuentran cerca del centro de la mancha y emergen individualmente o
en grupos de dos a ocho a fravés de los estomas de la superficie inferior de la hoja,
eventualmente emergen por el haz (Talavera 1996).

Friedhhelm (1992), en un estudio realizado en varias localidades de Costa Rica
determind la importancia del viento y la lluvia en el desarrolio de la enfermedad,
observando en las primeras horas de la mafana una mayor liberacién de
ascosporas y diseminacion de las mismas por parte del viento al momento de la
lluvia o inmediatamente después de su ocurrencia




:. " '1.3. Factores climaticos y desarrollo de la enfermedad

- La enfermedad presenta una dinamica estacional, determinada por las variaciones
* de la temperatura y la pluviometria a lo largo del afio (Pérez 1996), zonas con mayor
‘severidad del enfermedad estén caracterizadas por precipitaciones de mas de 1400
mm afio y humedades relativas por encima del 80% (Martinez ef al 1998). La
germinacion y el crecimiento de las esporas es optimo cuando existe una pelicula de
agua sobre la hoja, tambiéen la produccion de peritecios y la descarga de ascosporas
es mayor en condiciones lluviosas (Stover y Simmonds 1987). La luvia tiene su
mayor efecto en el proceso de liberacion del indculo, y provee las condiciones de
humedad favorables para el desarrollo de la infeccién. La liberacidn de las
ascosporas comienza entre 10 y 15 minutos después de iniciado el humedecirﬁiento
de los tejidos y termina una hora después (Pérez 1996).

La temperatura Optima para el desarrollo de la enfermedad esta alrededor de 26 °C
(Merchan 1998). Rangos de temperaturas por encima de 20 °C son mas favorables
al desarrollo de la enfermedad, Ia temperatura minima para el crecimiento del hongo
es de 12 °C, la éptima de 26 °C y la maxima de 36 °C. A temperaturas menores o
. superiores a 11 °C y 37 °C no se observa germinacién de ascosporas, ni crecimiento
: de tubos germinativos. Con temperaturas entre 10 a 20 °C la velocidad de
: crecimiento del hongo disminuye a menos del 50% de su velocidad de crecimiento a

27 °C (Porras y Pérez 1997). Climas secos acompanados de temperaturas

nocturnas por debajo de los 20 °C frenan el desarrollo de la enfermedad (Stover
1987).

__ El viento, conjuntamente con el agua son los principales mecanismos de dispersion
de la enfermedad. Otras factores del clima con los cuales se ha encontrado
- Correlacion directa son la evaporacion y la duracion de la humectacién (Marin y
Romero 1998); ascosporas maduras sobre hojas himedas son liberadas en pocos
minutos; bajo condiciones éptimas de temperatura vy precipitacion las ascosporas
Pueden estar presentes por tres o cuatro semanas después de la aparicién de las
primeras estrias (Stover 1987). El rocio, variable climatica muy importante en el




desarrollo de las infecciones, provee la humedad necesaria para la germinacién de
ascosporas y conidios en ausencia o escasez de precipitacién normal. Areas con
periodos largos de lluvia y con poca formacién de rocio durante la noche son
inapropiadas para el desarrollo de la enfermedad, adn con temperaturas favorables.
Al incrementarse la altitud y por ende disminuir la temperatura, el ciclo de vida del
patégeno se alarga, los sintomas aparecen en hojas bajeras o viejas y la severidad o
porcentaje de area foliar manchada se reduce (Merchan 1998).

2.1.4. Sintomas y signos de la enfermedad

En plantaciones medianamente afectadas los sintomas de la enfermedad pueden
confundirse con Sigatoka amarilla; aunque en ataques severos sobre plantas adultas
es inconfundible por la gran cantidad rayas y manchas de color café a negro que
pueden cubrir toda el area foliar en forma descendente desde la tercera hoja mas
joven abierta; estas lesiones son mas notorias y abundantes en el envés. La
enfermedad evoluciona en la planta a través de los siguientes seis estadios (Fouré
1985).

Estadio 1. Pequefios puntos de color amarillo palido, con un diametro de 0.2 mm
aproximadamente, forma irregular y difusa, visibles en el envés de la hoja. Esta
lesion no es siempre visible y pasa usualmente inadvertida. No es tampoco
claramente visible en algunos clones. En condiciones favorables al desarrollo del
enfermedad pueden aparecer en la hoja 2, aunque generalmente aparecen en las
hojas 3 y 4. las manchas se alargan alcanzando 1mm de longitud semejando una
raya pardo rojiza visible solo por el envés.

Estadio 2. Las rayas se alargan y vuelven visibles por el haz, conservando su
coloracion pardo rojiza.

Estadio 3. Las rayas alcanzan de 20 a 25 mm de longitud y 2 mm de ancho,
manteniendo el color café. Con alta densidad de inoculo las rayas se unen formando
Zonas necroticas dando aspecto oscuro a ia hoja.

Estadio 4. Es considerado el primer estado de mancha Las rayas se ensanchan y
toman un contorno mas o menos redondeado, eliptico o fusiforme. La transicién de




rayas @ manchas es caracterizada por el desarrollo de un borde acuoso o pardo claro
alrededor de la mancha, de facil deteccion en las primeras horas de la mafnana
cuando el rocio esta presente o después de la lluvia.

Estadio 5. El color pardo rojizo cambia a pardo oscuro o casi negro, el area central
que rodea la mancha se vuelve mas pronunciada debido al oscurecimiento; ocurre un
amarillamiento ligero del tejido de la hoja que rodea el borde acuoso de Ia mancha.
Estadio 6. Mancha con el centro desecado, de color gris, bordeado por un anilio
negro bien definido y halo amarillo brillante. Las manchas son visibles en hojas secas
porque el anillo persiste. Después de que las hojas se han secado y colapsado, las
manchas permanecen claramente visibles debido la centro claro y el borde oscuro.

En el estado mas avanzado de la enfermedad se desarrollan peritecios y
pseudotecios. St la infeccién es muy severa la hoja se ennegrece, seca y muere
| dentro de las 3 6 4 semanas siguientes a la aparicion de los primeros sintomas. En
' tales casos las plantas antes de la cosecha carecen de hojas verdes (Merchan 1998)

2.1.5. Control de la enfermedad

Caracterizar la curva de progreso de la enfermedad durante el afio constituye una
herramienta muy importante para programar su manejo. Para racionalizar el empleo
de productos quimicos y reducir la contaminacion ambiental se recomienda efectuar
las aspersiones en funcién de la evolucion de la enfermedad (método de preaviso
biologico), del clima (época lluviosa) y del estado de desarrollo de la planta (dos
meses antes del belloted). Informacion clara y oportuna del estado sanitario de la
plantacién se obtiene mediante la realizacion de evaluaciones periddicas de la
incidencia y severidad de la enfermedad (Mariny Romero 1998),

215.1. Metodologia de Stover modificada por Gauhl

';iConsiste en la estimacién visual del area foliar afectada de todas las hojas en
Plantas préximas a la floracion, excepto en hoja candela y agobiadas. El area foliar
'??afectada se estima visualmente para cada hoja y se calcuia el porcentaje de la hoja
Cubierta por los sintomas. La hoja se divide en proporciones porcentuales como se



:6b§éwa en la Figura 1y se registra’la’informacion’ de acuérdo a’los seis grados de
-in’féécién propuestos por Foure (1985). La hoja mas joven manchada (HMJE), indica
‘progreso de la enfermedad, cuanto mas joven es la hoja con sintomas, mayor es la
incidencia y generaimente (a severidad (Mariny Romero 1998).
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Figura 1 : Escala de Stover modificada por Gaulh (CORBANA 1996).

2.1.5.2. Sistema de preaviso bioldgico

El sistema incluye un componente climatico, dado por la evaporacién y un
componente biologico dado por el estado de evolucion o la velocidad de desarrolio
de la enfermedad. El componente bioldgico del método consiste en la deteccion
temprana de los sintomas de tres de las hojas mas jovenes de la planta (Marin y
Romero 1998). Las plantas a evaluar requieren por lo menos iniciar con 5 0 6 hojas
verdaderas. Las primeras observaciones deben considerar la emision floral, las
hojas se marcan de abajo hacia arriba y se determina el estado de la hoja candela

como lo muestra la Figura 2.
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Figura 2: Desarrollo de la hoja candela (CORBANA 1996).

.Las evaluaciones deben realizarse en intervalos fijos de siete dias, preferiblemente
sobre las mismas plantas. El anélisis del tiempo de desarrollo de la enfermedad
(DDT) no representa un parametro confiable para determinar los niveles de
resistencia debido a fas dificultades en la interpretacién de los sintomas foliares. Por
gjemplo, cuando la presién de la enfermedad es alta, las numerosas lesiones que
pueden ocurrir en la etapa 1, pueden unirse en la superficie de la hoja y asemejar
una lesion necrética de la etapa 6. En contraste el indice de infeccién parece
proporcionar un parametro mas confiable permitiendo una mejor consistencia entre
los paises (Orieda et al 1999).

2153 Control cultural

ﬁfafff Labores que favorecen el buen desarrollo del cultive directamente y afectan el
progreso de la enfermedad indirectamente, al evitar al patdgeno expresar su
'fe_ff; méximo potencial (Marin y Romero 1998).

El deshoje fitosanitario es una de las principales practicas de manejo, sea éste de
Manera total (deshoje) o parcial (despunte) de hojas agobiadas y manchadas o
necrosadas En hojas agobiadas la descarga de ascosporas puede prolongar hasta
_ por 20 semanas (Bureau etal. 1992). Hojas de banano con manchas en desarrolio
depositadas en el suelo bajo condiciones de lenta descomposicion en el campo, han
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._aémostrado su capacidad para liberar ascosporas por un periodo hasta de 90 dias
_'_-(Stovef 1987). La frecuencia y severidad del deshoje depende del estado de
:!"c'r'ecimiento de la planta, intensidad de la enfermedad y de las condiciones climaticas
::('Merchan 1998).

“Oluma y Onyezili (1999), durante cuatro afios en una regién de Nigeria, donde la
: brecipitacién se concentraba entre los meses de abril y octubre en tres sistemas
“de produccion de banano: patios traseros ( suelos enriquecidos con desperdicios
organicos caseros), fadamas (suelos aluviales con alto contenido de materia
“organica ) y campos distantes (suelos arenosos arcillosos), con variedades para
postres y para coccion, evaluaron la severidad de la Sigatoka negra durante la
floracion vy los resultados mostraron que la severidad de la enfermedad fue
significativamente mas aita en los cultivares distantes, donde el contenido de materia
organica fue bajo (0.95%), en comparacion con la severidad en los. patios traseros. y..
en fadamas donde la materia organica fue del 2.9 y 2.7% respectivamente.

La disposicion de ios desechos caseros alrededor de las plantas como fuente
constante de materia organica en Africa Occidental es considerada como una de las
razones de la productividad sostenible de estos cultivos, asi mismo los nutrientes
organicos son altos en el sistema fadamas como resultado de los depésitos fluviales.
Los resultados indicaron la importancia de la fertilidad de los suelos en el manejo de
la enfermedad.

2.1.5.4. Control quimico

Principal herramientas para el control de la enfermedad, complementando su accién
con los aceites agricolas por sus propiedades de procurar una mejor penetracion,
distribucion y permanencia del fungicida aplicado, ademas de su efecto fungistatico.
Se ha detectado el desarrollo de resistencia por parte del patégenos ante la
aplicacion indiscriminada de fungicidas de accidn sistémica, los cuales poseen un
solo sitio de accion en el metabolismo del hongo, con  un incremento importante en
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| nimero de aplicaciones por ciclo para el confrol de la enfermedad (Marin y

 Romero 1998).

La estrategia de aplicar altas dosis de aceite en los periodos de mayor incidencia
_.?-.-'répresenta un buen control, disminuyendo el nimero de aplicaciones de funguicidas
(Marin y Romero 1998), ademas del efecto negativo sobre la germinacién de las
“estructuras reproductivas, el crecimiento del tubo germinativo y la formacion de
'-:_":e'sporas de Mycosphaerella musicola bajo condiciones de campo cuando las esporas
“estan sobre la misma superficie de la hoja donde este es aplicado (Stover y
;: Simmond1987).

2.1.5.5. Mejoramiento genético

' El mejoramiento genético de las muséceas es dificil por su caracteristica triploide o
de‘wééter_;'__i:i‘dad{ aunque los mejoradores han realizado el cruzamiento de diploides
ré§55¥éhtes a enfermedades fungosas con triploides susceptibles con frutas .y
caracteristicas agronomicas deseables, con la obtencién dentro de la progenie de
tetraploides evaluados para resistencia a enfermedades. La Fundacién Hondurefia
de Investigacién Agricola ~FHIA- en mas de 30 afios de investigacion ha obtenido

lineas con potencial comercial y resistencia a Sigatoka negra, mal de Panama y
nematodos (Perea 1998).

__ Todas las variedades comerciales de banano (AAA) y platano (AAB) son
. susceptibles a la enfermedad. Los cultivares Pelipita (ABB) y Cuadrado (ABB) han
mostrado tolerancia. En diploides avanzados se ha logrado incorporar niveles de
resistencia de los diploides silvestres Musa acuminata subespecie burmannica y
subespecie malaccensis para la obtencion de nuevas variedades {Stover 1987).

2.2. CONTROL BIOLOGICO
| Definido por Cook y Baker (1983) como “La reduccién del inéculo o de la actividad
patogénica de un fitopatégeno llevada a cabo por uno o mas organismos diferentes
a hombre”, se ha convertido en una estrategia de manejo de enfermedades en las
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plantas, empleado tanto de manera inundativa, como adicionando un substrato a la
filosfera o rizosfera que permita la muitiplicacién de los antagonistas deseados,
procedimiento mas apropiado por razones econémicas y de conservacion de la
piodiversidad de los antagonistas (Bustamante ef al 1995).

Es asi como el control bioldgico es usado para resolver problemas patoldgicos y
entormolégicos en plantas, sin embargo, el concepto se maneja de maneja diferente
en las dos disciplinas. Los entomdlogos definen el control bicldgico como “La accion
de parasitos, predatores o patégenos para mantener la densidad de poblacién de
otros mas bajas de lo que podria ocurrir en su ausencia”, mienfras los patélogos
hacen énfasis no solo en la reduccién de la densidad de poblacién (inéculo) sino
también en la proteccion biologica tanto en la superficie como al interior de la planta
hospedera (Cook y Baker 1996).

El control biolégico ofrece importantes principios para incrementar fa produccion
mediante mecanismos de supresién o destruccién del indculo, la proteccidn de las
_ plantas contra la infeccion o el incremento de la habilidad de estas para resistir al
patégeno, sin embargo, uno de los principales obstaculos en la implementacion del
| control biolégico de microorganismos fitopatdgenos es la produccidn masiva del
antagonistas debido a los altos volimenes requeridos para su aplicacién en
condiciones de campo y por los problemas referentes a su formulacién vy
conservacion (Cotes 1997b), siendo mas exitoso a nivel de la rizésfera debido a las
_ caracteristicas fisicas y quimicas del filoplano y por la exposicion directa de los
- antagonistas es a los factores ambientales (Sanchez efal 1998).

La prevencion de la formacién de propagulos es considerada como el mejor
mecanismo de control de patdgenos aéreos. El antagonismo en estos casos incluyen
microorganismos que colonicen las lesiones sobre el hospedero vy supriman la
esporulacién a través de antibiosis, parasitismo directo, o interferencia con el
desarrollo de la hifas. El antagonista puede ser un hiperparasito del patégeno o un

13



saprofito agresivo adaptado al tejido enfermo con la habilidad para desplazar el
patogeno o para retardar su esporulacion (Cook y Baker 1996).

La efectividad del control bioldgico depende tanto de la conveniencia del
antagonistas como de los métodos y estrategias para introducirlo y mantener sus
niveles de poblacion y actividad en asocio con los cultivos; requiere del
entendimiento de factores como: sistema de cultivo, epidemiclogia de la enfermedad
a ser controlada, biologia, ecologia y dinamica de poblacién del agente antagonistas
y la interaccion entre ellos (Lo y Harman 1997),

2.2.1. Mecanismos de control biolégico

Los principales mecanismos de control bioldgico son la introduccién de
microorganismos antagonistas, la manipulacion del microambiente fisico o nutricional
y la induccion de resistencia en las plantas (Bravo y Victoria 1981).

2.2.1.1. Infroduccién de microorganismos antagonistas
Un microorganismo antagonista, definido como oponente o adversario es aquel que
. interfiere las actividades de ofro, la estrategia de introduccién se basa en la
r capacidad del antagonista de colonizar el niche ecolégico del patdgeno, por lo que se
| emplean microorganismos residentes que presentan antagonismo al patégeno,
adaptados para sobrevivir y reproducirse en el filoplano, sin embargo, para
. incrementar su efecto sobre el patégeno es necesario implementar estrategias que
permitan aumentar su poblacién a un nivel tal que afecte en forma eficaz la accién
 del patégeno (Séanchez et al. 1998). Blakeman vy Fokkema (1982) recomiendan
~ tealizar la seleccidn de antagonistas preferiblemente en lugares donde el combate
bioldgico natural estd de manifiesto, sin descartar la posible presencia de
antagonistas en otros habitats extrafios al patégeno.

Competencia, antibiosis y depredacion o hiperparasitismo son los tipos de

antagonismo. Los depredadores e hiperparasitos reducen el dafio sin  eliminar el
patégeno. La competencia se da principalmente por nutrientes, sin embargo, la
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competencia por oxigeno y posiblemente por espacio son importantes. La antibiosis
es la inhibicion de un microorganismo por fa accién de un metabolito producido por
otro, como los antibidticos gliotoxin y viridin producidos por Trichoderma viride
antagonista de Rhizoctonia solani (Bravo y Victoria 1981). Para Jijakli ef al (1997),
un antagonista ideal debe presentar estabilidad genética, efectividad a bajas
concentraciones, capacidad de sobrevivir en condiciones ambientales adversas,
poca exigencia en nutrientes, bajo costo de produccién, facil formulacion, larga vida
de almacenamiento, resistencia a pesticidas, compatibilidad con las précticas de
manejo comercial y la no produccion de metabolitos toxicos para el consumidor.

Blakeman (1993) menciona también su capacidad competitiva y habilidad para
multiplicarse y sugiere que estas pueden mejorarse manipulando las condiciones
ambientales del filoplano. Dada la alta competencia por nutrientes entre éstos y los
patdgenos, los sustratos aplicados al follaje son una alternativa para favorecer el
crecimiento de los organismos antagonistas y garantizar su accién sobre los
patogenos (Ruiz ef al. 1997a), existiendo un mayor nimero de microorganismos
como agentes de biocontrol para patégenos que producen enfermedades de
postcosecha bajo condiciones controladas, que bajo condiciones de campo,
principalmente por el efecto negativo de los factores ambientales (rayos ultravioleta y
baja humedad relativa) sobre la supervivencia y efecto de los antagonistas (Jijakli vy
Lepoivre 1997).

Observaciones microscopicas han revelado los principales efectos del antagonista
sobre los propagulos del patdgeno, en cuanto a inhibicion de la germinacion,
desarrolle anormal del tubo germinative e interferencia con el desarrofio de
estructuras infecciosas, sin embargo existen algunas evidencias que demuestran
que la accién del agente inhibidor in vitro es diferente a su accién sobre la superficie
de la hoja (Manners 1891) Pseudomonas spp (aislamiento C148) efectivo en
laboratorio contra Phytophthora infestans en tomate, es incapaz de mantener
poblaciones suficientemente altas en la planta a nivel de campo (Jongebloed ef al
1993).
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0.2.1.2. Manipulacion del ambiente

Consiste en la modificacion de las condiciones fisicas y nutricionales del filoplano
para perjudicar la germinacién y el establecimiento del patdgeno y favorecer al
antagonista. El método requiere un mayor estudio para determinar las variables
nutricionales que favorecen la actividad tanto del antagonista como del patégeno
(Morris y Rouse 1985).

Se ha comprobado que la adicion de quitina a suelos infestados por Fusarium
oxysporum sp cubensi, favorece la presencia de bacterias de los géneros Bacillus sp
y Pseudomonas sp , las cuales controlan el patégeno (Mitchell y Alexander, 1962).
Asi mismo, se encontraron efectos positivos en la supresion de la Sigatoka negra en
banano con aplicaciones foliares de quitina coloidal al §% bajo condiciones de
campo.

. Aislamientos realizados de la hoja de banano permitieron identificar 130 cepas de
microorganismos quitinoliticos; Serratia marcenses, cepas R1 y A23, Bacillus
cereus, cepa A30 y Serratia enfomophyla, cepa A100 presentaron los mejores
resultados a nivel de laboratorio, invernaderc y campo para el control de la
-~ enfermedad. Este polisacarido actia como una barrera fisica contra la germinacion
 de esporas y penetracion de tubos germinativos de Mycosphaerella fijiensis
 (Gonzélez et al. 1996).

Kokalis —Burelle ef al. (1991) también demostraron un cambio altamente significativo
en la poblacion de organismos epifitos con [a aplicacién de una suspensién amorfa
 de quitina al follaje de cacahuate (Arachis hypogea ); los quitinoliticos pasaron de 1%
a mas de 40% de la poblacion total, con una reduccion del 60% de las manchas
: foliares producidas por Cercospora arachidicola. Igualmente, bajo condiciones
controladas de temperatura y humedad la aplicacién de quitina al follaje de tomate,
aumento {a poblacion y supervivencia de microorganismos quitinoliticos reduciendo
de manera significativa el desarrollo del tizén temprano causado por Alfernaria solani
y de la mancha foliar producida por Septoria sp (Ploper et al. 1991).
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£l empleo de B-glucano como sustrato (asociado con genes menores de resistencia
horizontal) promueve el crecimiento y desarrollo de poblaciones de microorganismos
glucanoliicos presentes en la filosfera, mejorando su actividad antagénica vy su
habilidad para persistir en la filosfera; adicionalmente se ha reportado como inductor
de fitoalexinas en la pianta y de resistencia a enfermedades (Lyon ef al. 1995).

2.2.1.3. Factores ambientales limitantes para el desarrolio de microorganismos
epifitos

Los microorganismos a nivel del filoplano estan expuestos al efecio del ambiente
quimice de la superficie y a la influencia de los factores climaticos, especialmente
disponibilidad de agua y radiacion solar. La humedad relativa es el principal factor
que determina el crecimiento y supervivencia de las bacterias antagonistas en este
habitat, a diferencias de las levaduras que resisten condiciones climaticas adversas
en la hoja debido a la produccién de grandes cantidades de polisacaridos
extracelulares que las protegen contra la pérdida de agua, permitiéndoles persistir
ciertos.periodos de baja humedad (Blakeman 1993).

El crecimiento de organismos epifitos en la superficie foliar seria nulo sin la
disponibilidad de nutrientes tanto endbégenos, como exdgenos. El fluido de
gutacion tiene disuelos sustancias organicas e inorganicas, incluyendo nitratos,
fosfatos, amonio y potasio, ademas de elementos menores, vitaminas y minerales
que afectan tanto microorganismos patégenos, como benéficos; la glucosa azlcar
méas comun en el fiuido de la gutacién presenta actividad antifungicida (Frossar
1981).

En las plantas la composicion en cantidad y calidad de los exudados foliares varia
dependiendo de factores que incluyen la planta misma, posicién de la hoja, edad de
la planta, radiacién, temperatura, fertilizacion, pH del medio y dafios sufridos por la
hoja {Rodger y Blakeman 1984). En los estados iniciales del desarrollo de las
plantas, su principal fuente de nutrientes es el tejido foliar y las cantidades de
compuestos de carbono y nitrégeno (azdcares y aminoédcidos) presentes como parte
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integral de la hoja tanto interna como externamente; las bacterias representan el
grupo de microorganismos con mayor capacidad para colonizar el filoplano aun bajo
condiciones de escasez de nutrientes (Blakeman 1985).

Los nutrimentos exdgenos son particulas de suelo, polvo, iones vy solutos del agua
liuvia, polen, deposicién de afidos, microorganismos muertos y excrementos de
insectos y aves. En el tropico humedo las precipitaciones intensas y frecuentes
lavan los nutrientes, convirtiéndose la competencia por éstos en un factor clave en
el tamaho de las poblaciones microbianas para garantizar un efectivo control
(Blakeman 1993),

2.2.1.4. La resistencia inducida

Alternativa promisoria dentro del manejo integrado de plagas, deﬁnida como fa
resastencaa intensificada o fortalecida en una planta con respecto a un patégeno
como resultado de un tratamiento previo con un patégeno un patégeno atenuado o
un producto guimico, no plaguicida. La expresion de la resistencia inducida puede
ser local cuando la respuesta se da en el sitic donde se aplica el tratamiento inductor
y sistémica cuando la respuesta es efectiva en todas o en algunas partes de las
plantas, diferentes al sitio de induccién (Deverall y Dann 1995).
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3. MATERIALES Y METODOS

para el logro de los objetivos la investigacion se dividié en tres fases bien definidas,
la inicial donde se evalué el efecto de la manipulacién del ambiente con la aplicacion
de diferentes sustratos sobre la dinamica poblacional de los microorganismos a nivel
de filoplano vy su posterior efecto en el desarrollo de la enfermedad. La segunda
fase del experimento consistid en la evaluacion de desarrollo de la enfermedad a
nivel de campo en respuesta a la aplicacion de diferentes tratamientos incluidos ios
dos mejores sustratos obtenidos en la primera fase. Finalmente se determino la
viabilidad econdmica de las alternativas de manejo de la enfermedad mediante el
empleo de la tecnica de los presupuestds parciales. Cada una de las fases
mencionadas contd con su metodologia especifica como se detalla a continuacién.

3.1. FASE I: EFECTO DE LA APLICACION DE SUSTRATOS SOBRE LA
DINAMICA DE POBLACION DE MICROORGANISMOS ANTAGONISTAS A
(MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS MORELET) Y SOBRE EL DESARROLLO DE
LA ENFERMEDAD.

3.1.1. Ubicacion geografica

Esta fase de la investigacion fue desarrollada tanto a nivel de invernadero, como de
campo en la estacion experimental “ La Montafia”, ubicada en el Centro Agronémico
Tropical de investigacion y Ensefianza (CATIE), en el canton Turrialba, Costa Rica a
580 ms.nm con 9° 5 Latitud Norte y 83° 38 Longitud Oeste, 2640 mm de
precipitacion anual, temperatura promedio de 21.6° C, 87% de humedad relativa y
una radiacién sofar promedio mensual de 17MJm-? dia”’ (Okumoto 1992). Las
condiciones climaticas presentadas durante la parte del ensayo desarrollado en el
campo seregistran enel Anexo 1.

3.1.2 Disefio experimental
Se empleo un disefio completamente al azar, en arreglo factorial fraccionado,

representado por la ecuacién 2 251 + 4 para un total de veinte tratamientos con
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_ tres replicaciones, generando 60 unidades experimentales. Se definieron dos niveles
 representados en la ausencia o presencia de las fuentes dentro de las posibles
combinaciones y cinco factores dados por las diferentes fuentes. Los tratamientos
seleccionados corresponden a las diferentes combinaciones ubicadas en el
componente positivo del factorial fraccionado (Anexos 2 y 2A), se consideraron
ademés los efectos de cuatro testigos relativos correspondientes  al testigo sin lavar,
~ y a las fuentes individuales representadas por glucano, melaza y leche,
f}f'g respectivamente.

Ademas, fueron mantenidas durante el tiempo del ensayo a nivel del invernadero
cuatro plantulas del mismo material, sin recibir ningtin fratamiento y con la aplicacién
_ del riego dirigido a la maceta, las cuales aportaron informacién importante con
relacion al contenido de nutrientes a nivel del filoplano y su efecto sobre el desarrollo
de ias poblaciones antagonistas en plantas sin exposicion directa a las condiciones
ambientales, especialmente al efecto del lavado por las altas precipitaciones del
- trépico.

~ 3.1.3. Modelo lineal aditivo

- El modelo maternatico lineal que describe el comportamiento de las variables de
respuesta es el siguiente; cada uno de las fuentes dentro del arreglo factorial se
identifico asi: A: Nitrato de calcio, B: Melaza 2%, C: Quitina, D: Glucano y E: Leche,

Yijkim = {1+ Ck+ (A*B)ij+ (A*D)il+(A*E)im+(B*D)jj+(B*E)jm+(D*E)Im+(A*B*C)ijk+
(A*C*D)ikl+(B*C*D)jkl+(A*C*E)ikm+ (B*C*E)jkm +
(C*D*E)KIm+(A*B*D*E)ijim+(A*B*C*D*E)ijkim+ Eijkim.

Donde:
Yijkim: Variable de respuesta.

[ Media general
Ck: Efecto del factor C.

20




(A*B)ij: Efecto interaccidén A*B.

(A*Djil: Efecto interaccién A*D.

(A*E)im: Efecto interaccion A*E.

(B*Djjl: Efecto interaccién B*D.

(B*E)jm: Efecto interaccién B*E.

(D*E)Im: Efecto interaccion D*E.
(A*B*Clijk: Efecto interaccion A*B*C.
(A*C*D)iki: Efecto interaccién A*C*D.
(B*C*D)jkl: Efecto interaccién B*C*D.
(A*C*E)ikm: Efecto interaccién A*C*E.
(B*C*E)jkm: Efecto interaccién B*C*E.
(C*D*E)kim: Efecto interaccion C*D*E.
(A*B*D*E)ijim: Efecto interaccion A*B*D*E.
(A*B*C*D*E)ijkim: Efecto interaccidon A*B*C*D*E.
Eijkim: Error experimental.

3.1.4. Unidad experimental
. Estuvo representada por 60 plantulas del cuitivar “Gran Enano” pertenecientes al
~ subgrupo de los Cavendish, altamente susceptible a Sigatoka negra (Soto 1990).

3.1.5. Seleccidn de sustratos

Los sustratos fueron seleccionados considerando la necesidad de aportar a los
antagonistas una fuente de carbono, en este sentido se ulilizé melaza, la cual
ademés interfiere en los procesos metabdlicos de los hongos y contribuye de
- manera importante con el estado nutricional de las plantas por sus altos contenidos
- de potasio y boro (CORBANA 1996b); asi mismo se empleo leche como fuente
proteica, quitina y glucano como componentes de la pared celular de las hifas de!
hongo y finalmente el nitrato de calcio para contribuir con la neutralizacion del pH de
las mezclas y la consiguiente supervivencia de las bacterias en el filoplano (Ruiz et
al. 1995).
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4.1.6. Tratamientos:

T 1: Testigo.

T 2: Glucano + Leche

T3: Quitina.

T 4: Melaza + Leche.

T 5: Melaza + Glucano

T 6: Melaza + Quitina + Leche.

T 7: Melaza +Quitina + Glucano.

T8: Nitrato de calcio + Leche.

T 9: Nitrato de calcio + Glucano.

T10: Nitrato de calcio + Quitina + Leche.
T11: Nitrato de calcio +Quitina + Glucano.
T12: Nitrato de calcio +Melaza

T13: Nitrato de calcio + Melaza + Glucano + Leche.
T14: Nitrato de calcio + Melaza + Quitina
T15: Nitrato de calcio + Melaza + Glucano + Quitina +Leche.
T16: Quitina + Glucano + Leche.

T17: Glucano

T 18: Leche

T19: Melaza

T20: Testigo sin lavar.

3.1.7. Distribucion espacial de pléntulas durante el ensayo

La disposicion de las unidades experimentales en el invernadero se registra en el
Anexo 3; mediante una tabla de nimeros aleatorios se realizé la asignacion de los
tratamientos.

3.1.8. Procedimiento experimental

Las plantulas del material “Gran Enano” provenientes de cultivo in vitro fueron
sembradas a finales del mes de octubre de 1999 en macetas de 2 kg empleando
una mezcla de suelo: materia organica en relacion 1:2. La aplicacion de los
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tratamientos se inicia cuando las plantulas tienen cinco meses de edad. E! riego fue
dirigido a la maceta a excepcion del testigo lavado (T1), el cual 15 dias antes de
darse inicio a la aplicacidn de los tratamientos fue sometido a un riego por aspersion
de 7 mm™” dia™ simulando la precipitacién diaria de la zona, mantenido hasta que
las pléntulas fueron llevadas al campo para ser inoculadas por Mycosphaerella
fiiensis de manera natural. A partir de esta fecha el manejo del ensayo con relacion
a esta variable fue igual para todas las plantulas.

El primer lavado se realizd el 10 de febrero sobre la hoja cuatro de cada pléntula;
esta hoja fue marcada previamente con el fin de cuantificar y determinar la poblacion
de microorganismos habitantes naturales del filoplano sobre la misma hoja durante
toda la investigacion. Posteriormente se procedid a realizar la aplicacion  los
respectivos tratamientos cada ocho dias, empleando un atomizador manual y con
aplicaciones dirigidas a toda la plantula, correspondiendo la primera al dia 15 de
marzo, 48 horas después de cada aplicacion se realizaron los respectivos lavados,
para un total de 4 aplicaciones, dos en invernadero y dos en condiciones de campo y
cinco lavados.

Después de la segunda aplicacién en el invermnadero las plantulas durante 25 dias
fueron dispuestas de manera aleatoria en la estacion experimental “La Montafia”,
especificamente en una plantacion de platano con una alta incidencia de Sigatoka
negra para ser inoculadas de manera natural por Mycosphaerelfa fijiensis. Pasado
este tiempo las plantulas regresaron al invernadero y conservaron su distribucion
espacial inicial.

La caracterizacién de las poblaciones de microorganismos en el filoplano se hizo
mediante la remocion de estos a través del lavado, para su posterior crecimiento en
medio artificial, identificacion y enumeracion. La cuantificacion se realizd en términos
de proporcion o porcentaje de ocurrencia por tipo de colonias (Parbery et al 1981),
Para realizar los lavados se utilizaron 50 ml de solucién amortiguadora fosfatada pH
7, la cual fue recolectada en un beaker estéril, sellado con papel de aluminio en
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similares condiciones y rotulado de manera cuidadosa. De la solucién obtenida a
partir del lavado de las hojas se tomd un miiilitro y se adiciono a un tubo de ensayo
con 8 ml de agua destilada estéril. Este procedimiento se repitié hasta obtener
diluciones de 107, finalmente con una micro pipeta se tomaron 20 microlitros (0.02ml)
y se sembraron de manera repetida en tres platos con agar nutriente para un total de
180 platos por lectura; posteriormente las platos fueron llevados a una incubadora
bioldgica tipo Percival modelo 1-35 a 30° C durante 48 horas. Pasado este tiempo se
procedid a realizar el conteo bajo un contador de colonias Marca Reicheit, modelo
3325. Las unidades formadoras de colonias por plato se obtuvieron con lfa formula
ufc /mi = ( conteo x dilucidn) /0.02 ml. El Anexo 4 muestra el formato disefiado para la
recoleccion de la informacidn.

Dada la necesidad de disponer de una mejor caracterizacidn de las colonias
aisladas, especialmente de su capacidad para producir glucano, quitina vy
fluorescencia, aislamientos con caracteristicas similares fueron sembradas en
platos petri con agar nufriente mas glucano, agar nutriente mas quitina y B de King;
de igual forma se efectué una prueba de KOH para clasificarlas como Gram (+) o
Gram (-). La determinacién de bacterias del género Bacifus sp se realizd
sometiendo las diluciones de 107 al bafio Maria a una temperatura de 80 °C durante
diez minutos. La produccion de glucano y quitina se detecto por la presencia del
halo transparente formado alrededor de las colonias.

Finalmente las cepas glucanoliticas y quitinoliticas fueron seleccionadas y purificadas
mediante la realizacién de cultivos sucesivos hasta obtener colonias relativamente
puras, las cuales fueron transferidas a viales con tapa rosca con agar nutriente
glucano y agar nutriente quitina en posicidn inclinada para su posterior
conservacion. Los medios de cultivo fueron preparados segin recomendaciones
metodoldgicas propuestas por French y Hebert 1982,

24



similares condiciones y rotulado de manera cuidadosa. De la solucién cobtenida a
partir del lavado de las hojas se tomd un mililitro y se adiciono a un tubo de ensayo
con 9 ml de agua destilada esteril. Este procedimiento se repitid hasta obtener
diluciones de 10, finalmente con una micro pipeta se tomaron 20 microlitros (0.02mt)
y se sembraron de manera repetida en tres platos con agar nutriente para un fotal de
180 platos por lectura; posteriormente las platos fueron llevados a una incubadora
biologica tipo Percival modelo 1-35 a 30° C durante 48 horas. Pasado este tiempo se
procedié a realizar el conteo bajo un contador de colonias Marca Reicheit, modelo
3325. Las unidades formadoras de colonias por plato se obtuvieron con la férmula
ufe /ml = ( conteo x ditucidn) /0.02 mi. El Anexo 4 muestra el formato disefiado para la
recoleccion de la informacién.

Dada la necesidad de disponer de una mejor caracterizacion de las colonias
aisladas, especialmente de su capacidad para producir glucano, quitina y
fluorescencia, aislamientos con caracteristicas similares fueron sembradas en
platos petri con agar nutriente mas glucano, agar nutriente mas quitina y B de King;
de igual forma se efectud una prueba de KOH para clasificarlas como Gram (+) o
Gram (-). La determinacién de bacterias del género Bacillus sp se realizd
sometiendo las diluciones de 10™ al bafio Marfa a una temperatura de 80 °C durante
diez minutos. La produccién de glucano y quitina se detecto por la presencia del
halo transparente formado alrededor de las colonias.

Finalmente las cepas glucanoliticas y quitinoliticas fueron seleccionadas y purificadas
mediante la realizacion de cultivos sucesivos hasta obtener colonias relativamente
puras, las cuales fueron transferidas a viales con tapa rosca con agar nutriente
glucano y agar nutriente quitina  en posicion inclinada para su posterior
conservacion. Los medios de cultivo fueron preparados segin recomendaciones
metodoldgicas propuestas por French y Hebert 1982.
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3.1.8.1. Preparacion de sustratos

La extraccion del glucano se hizo a partir de levadura de cerveza suministrada por la
cerveceria Costa Rica. El proceso consistid en su dilucidbn en agua destilada, en
proporcion 1:34, se agitd por tres minutos y se ajusto el pH a 7.0 adicionando NaOH
0.1M. Posteriormente se agregaron 340 ml de alcohol 2- propanol, se agitd
nuevamente por tres minutos y se dejé reposar durante ofros quince; finalmente se
centrifugo veinte minutos a 3000 rpm. El glucano se almaceno en recipientes de
vidrio a 4 °C.

La guitina coloidal se obtuvo mediante el procesamiento de 400 g de quitina sigma y
2.5 litros de acido hidroclorhidrico al 36%, esta mezcla se dej6é en reposo durante
dos horas, seguidamente se aforo con agua hasta completar ocho litros, se agito
fuertemente y se dejd reposar toda la noche; pasado este tiempo se realizaron tres
lavados para eliminar la mayor cantidad de acido, se elimind el sobrenadante, para
posteriormente ser centrifugado a 3000 rpm por veinte minutos; la quitina se
almaceno en recipientes de vidrio a 4° C.

El glucano y la quitina se emplearon al 4.0 y 4.5% ; la melaza de tipo comercial a
razon del 2% y como fuente proteica se adicionaron 40 mg de proteinas /1 de
solucién, obtenidos de la mezcla de 20 gramos de leche entera en polvo (26 g de
proteinas /100 g) con 100 mi de leche descremada (8.3 g de proteina /250 mi) (Ruiz
1985). El nitrato de calcio al 0.3% represento una fuente de minerales y contribuyo
con la estabilizacion del pH; adicionalmente pH de las soluciones en todos los
casos fue ajustado a 7, empleando NaOH al 0.1 M. Finalmente se adiciond Wk,
adherente de tipo comercial producido en Costa Rica por SERACSA, a razén de
0.09%.

3.1.9. Evaluacion de los tratamientos y analisis estadistico

inicialmente se realizd un ensayo de uniformidad o prueba en bianco para determinar
la poblacion natural de micro organismos antagonistas presentes en las plantulas
dentro del invernadero; posteriormente se determind su multiplicacion y dinamica
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por efecto de los tratamientos y se observé su reaccién al ser expuestas a diferentes
pruebas biologicas. Adicionalmente se determiné el efecto de los tratamientos sobre
el desarrolio de la enfermedad y el efecto de las condiciones ambientales sobre la
poblacion de antagonistas.

3.1.9.1. Variables evaluadas
Con relacién a la multiplicacion y dindmica de poblacidén de los antagonistas la .
variable a evaluar fue la cantidad de unidades formadoras de colenias por mililitro |
(ufc /ml) presentes en la solucidn proveniente del lavado de las hojas diluido hasta ;
una concentracion de 107, Las lecturas se hicieron 48 horas después de seri
incubadas en el medio sélido. Para el estudio estadistico del nimero de aisiamientos
por cada tipo de colonia se empleo un andlisis de varianza con un rango deé
probabilidad de error al 5% y la aplicacion de la prueba de rango muiltiple de Duncan:
para detectar los principales tipos de colonias por tratamiento (Parbery ef al 1981). |

Ei efecto de los tratamientos sobre el desarrollo de la enfermedad tuvo como
variable de respuesta e! nimero de lesiones y el estado de desarrollo de las mismas
evaluadas sobre las cuatro primeras hojas de las plantulas de acuerdo con los seis
estadios del desarrollo de los sintomas descritos por Fouré (1985). La evaluacion se
inicié 27 dias después de que las plantulas fueron lHevadas nuevamente al
invernadero, tiempo minimo para que una vez ocurrida la germinacién de las
estructuras reproductivas del hongo aparezcan los primeros sintomas; se realizaron
evaluaciones cada ocho dias durante tres semanas consecutivas, El formato de
recoleccion de datos se presenta en el Anexo §. El andlisis de la informacion se
realizd mediante un ANDEVA, el mejor tratamiento se obtuvo con la prueba de rango
maltiple de Duncan a una probabilidad de error del 5% ( p<0.05).

Se recolecto Informacion refacionada con el nimero de hojas presente al momento

de iniciar el ensayo, asf como del estado de la hoja candela y su posterior desarrolio
(Anexo 6), con el objeto de determinar la frecuencia de emisién foliar tanto para el
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tiempo del ensayo desarrollado en el campo durante el proceso de inoculacion
natural (Anexo 7), como para la totalidad del tiempo (Anexo 8).

La incidencias de las principales variables climatologicas sobre la poblacion de
antagonistas se determind considerando los valores promedios registrados durante el
tiempo franscurrido entre la aplicaciéon del tratamiento y el lavado. El efecto sobre la
capacidad de multiplicacion, estabilidad de las poblaciones en el tiempo, diversidad
de colonias y su facultad de producir enzimas glucanoliticas y quitinoliticas, ademas
del efecto sobre el desarrollo de la enfermedad constituyeron los indicadores para
seleccionar los dos mejores tratamientos.

El contenido de carbohidratos y proteina a nivel del filoplano se determino mediante
el analisis de la solucion proveniente del lavado de las hojas de cuatro plantulas
mantenidas dentro del invernadero y las hojas de plantulas del T1(testigo lavado). El
analisis del contenido de carbohidratos fue realizado en el laboratorio de bioguimica
de la universidad Nacional de Costa Rica mediante el método de carbohidratos
solubles por HPLC (Lim 1986). El contenido de proteina pura se determino en el
laboratorio de nutricion animal del Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y
Enserianza (CATIE) mediante el metodo de micro Kieldhal (CATIE 1998).

3.2. FASE ll: ALTERNATIVAS DE MANEJO PARA EL CONTROL BIOLOGICO DE
LA SIGATOKA NEGRA (MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS MORELET) EN EL
CULTIVO DEL BANANO {(MUSA AAA)

3.2.1. Ubicacion geografica

Esta fase de la investigacion fue desarroliada a nivel de campo en la estacién
experimental * La Montafa®, ubicada en el Ceniro Agronémico Tropical de
Investigacion vy Enseflanza (CATIE) Durante la época de la investigacion se
presentaron ias condiciones climatologicas registradas en el Cuadro 1, para las
variables temperaturas méaximas, medias y minimas, precipitacion, radiacién solar y
humedad relativa media y minima,
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cuadro 1. Datos climaticos registrados en la estacidn experimental “ la
Montafia “ CATIE, Turrialba, Costa Rica durante la investigacion.

Mes Temp max Tempmin. Tmed  Pp(mm) Rad HR HR min
°C) °C) © C) MJ m?dia'  media (%)
(%)

Abril 28.6 17.3 216 148.1 17.6 852 57.4
Mayo 286 18.2 223 232.8 18.1 87.4 61.3
Junio 294 18.0 225 263.5 15.8 87.6 60.6
Julio 28.6 18.4 220 364.6 14.3 87.6 62.0
Agosto 29.0 18.3 22.3 170.8 14.7 88.6 63.4
Promedio 28.8 18.2 22.1 236.3 16.1 87.2 60.9

Fuente: Estacién meterolégica, CATIE

3.2.2. Disefo experimental

La investigacion se realizd bajo un disefio de bloques completos al azar con ocho
tratamientos y cinco repeticiones, recomendado por INIBAP (1998) para evaluacion
de Sigatoka negra, con un total de 40 unidades experimentales representadas cada
una por seis plantas,

3.2.3. Modelo lineal aditivo

Yij = p+Ti+ Bj + Eij
Donde:
Yijkl: Cualquier variable de respuesta
L Media General del experimento

Tii Efecto del tratamiento
Bj Efecto del blogue
Eijk: Error experimental
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f. 3.2.4. Tratamientos

- T1: Testigo

T2: Quimico.

T3: Sustrato A

T4: Sustrato A + Quimico
T5: Sustrato A + Organico.
T6: Sustrato B.

T7: Sustrato B + Quimico.
T8: Sustrato B + Organico.

Los sustratos A y B referidos estan dados por los dos mejores tratamientos
obtenidos en la primera fase de la investigacién, los cuales corresponden a las
mezclas leche, melaza y quitina para el sustrato A y glucano (levadura de cerveza),
quitina y nitrato de calcio para el sustrato B.

3.2.5. Unidad experimental

La unidades experimentales estuvieron representadas en seis plantas del material
“Gran Enano” provenientes de cultivo in vitro, altamente susceptibles a la
enfermedad.

3.2.6. Mapa de campo
La disposicidn de las unidades experimentales a nivel de campo se muestra en el
Anexo 9.

3.2.7. Procedimiento experimental

La investigacion se desarrolio con plantas del material “Gran enano “, sembradas el
dia 30 de junio del afio 1999, a una distancia de 2.0 metros entre plantas y de 3.0
metros entre surco para una densidad de poblacibn de 1333 plantas ha™. Al
momento de la siembra se adicionaron 2 kg de materia organica por planta; un mes
después de la siembra se realizé una fertilizacién edafica con 90 g de 10-30-10;
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posteriormente como parte de los tratamientos 5 y 8 se realizaron aplicaciones de
lombricompuesto proveniente de Lombritica, Costa Rica a razdn de 3 kg por planta
en los meses de Diciembre, Marzo y Junio.

£l control de la enfermedad antes de iniciar con la aplicacién de los tratamientos se
realizd mediante la rotacidon de los fungicidas Tilt, Calixin y Benlate usados
tradicionalmente en Costa Rica, adicionalmente se uso aceite agricola (Agrol) v
Nufiim como coadyudante dentro de las mezcias.

En total se realizaron 18 evaluaciones del desarrollo de la enfermedad empleando el
método de Stover modificado por Gaulh (CORBANA 1996), estas se hicieron de
manera sistematica cada semana iniciando en el mes de mayo. El ensayo presento
diferencias significativas en cuanto al desarrollo vegetativo y reproductivo de las
plantas, por lo que fue necesario después de la quinta evalvacion dividir la
poblacion en dos grupos, plantas adultas (hasta inicio de paricion) vy plantas hijas.
Los formatos empleados para recolectar la informacion de las variables definidas
tanto para al desarrollo vegetativo y reproductivo, como para el estado de desarrollo
de la enfermedad se presentan en los Anexos 10y 11 respectivamente.

La informacién generada en cada una de las evaluaciones se constituyo en la
herramienta que permitié tomar la decisién de realizar o no la aplicacion de los
respectivos tratamientos, las cuales se realizaron segun cronograma adjunto. El
efecto de bordes se redujo un poco al realizar las aplicaciones en las primeras horas
de la mafiana y a través de la separacion de los tratamientos entre blogues por una
barrera fisica representada por un surco de plantas y entre bloques se mantuvo una
separacion de cuatro metros, con una barrera doble de plantas.
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Sustrato A)

Cuadro 2: Cronograma de aplicacion de los tratamientos

Fecha de aplicacion de los tratamientos

"'f_{émientos 4-May|20-May|26-May2-Jun  |9-dun  |26-Jun|156-Jull22-Juli5-Aug

Quimico) e e Eho Gan

;'_Sustrato A + Quimico)
Sustrato A + Organico)

26-Aug

_;:(Sustrato B)

Sustrato B + Quimico)

(Sustrato B + Organico)

El deshoje fitosanitario fue un labor importante dentro del manejo integrado de la
enfermedad, hojas con mas de un tercio del area foliar manchada se removieron una
vez por semana; desde el punto de vista fitosanitario la practica resultd muy oportuna
dada que la mayor cantidad de indculo (conidias y ascosporas) se producen durante
el tiempo que las hojas manchadas permanecen en la planta verdes y erectas
{(Merchan 1991) El material enfermo fue sacado del lote para disminuir fuente de
indculo, ya que las ascosporas que permanecen en la hojarasca y en las hojas
podridas son expulsadas con la lluvia aumentando la fuente de indculo (Stover
1980).

El deshije se realizd teniendo en cuenta el desarrollo de los hijos, procurando tres
plantas por unidad de produccidn; no se presentd ningdn problema de plagas de
importancia, excepto un comedor de hojas (Colaspis submetalica) durante la etapa
mas seca del ensayo, el cual se controlod de manera natural al aparecer las lluvias. La
poblacién de malezas se controlo con aplicaciones de Roundup a dosis comerciales.

31



3 2.8. Preparacién de los sustratos

El sustrato A esta dado por la mezcla de leche, melaza y quitina, el cual se prepard
segtn el procedimiento descrito en el numeral 3.1.8.1. El sustrato B fo constituy6 la
mezcla de quitina al 4.5%, nitrato de calcio al 0.3% para estabilizar el pH, y la
levadura de cerveza, suministrada por la cerveceria Costa Rica, a una dosis de 80
cc /l, equivalente a la aplicacion del glucano a razén del 4%. La levadura fue
sometida a una temperatura de 80° C durante cinco minutos para inactivarla. La
inclusion de la levadura de cerveza en reemplazo del glucano dentro del sustrato fue
una modificacién realizada a partir de la tercera aplicacion, la cual dada permitio
hacer el proceso mas eficiente y accesible a cualquier tipo de productor. Con el
empleo de la levadura se eliminé el proceso de la extraccidn del glucano descrito.
Se ajusto el pH de la solucidén a 7.0 y se adiciond WK como adherente y dispersante
al 0.9% para todas las aplicaciones. Los sustratos fueron preparados en las horas
de la tarde un dia antes de su aplicacion; en presencia de liuvia al momento de ser
aplicados se mantuvieron refrigerados.

Dentro de los tratamientos T4 (sustrato A + quimico) y T7{(sustrato B + quimico) la
aplicacion del quimico se realizé de manera alternada con el sustrato, la aplicacion
del funguicida se hizo mediante rotacion de productos (Cuadro 2). En los
tratamientos T5 y T8 en los cuales los sustratos se combinan con el abono organico
fueron realizadas tres aplicaciones de este como ya se ha referido.

3.2.9. Variables evaluadas

La evaluacién de la enfermedad se determind empleando la escala de Stover
modificada por Gaulh (CORBANA 1996), estimando visualmente el area foliar
afectada hasta 12 hojas por planta, considerando la hoja uno como la mas cercana a
la hoja candela y realizando el conteo en forma de espiral hacia abajo.

La hoja méas joven manchada (HMJM) fue un indicador del progreso de la

enfermedad, y determino el momento de las aplicaciones de los respectivos
tratamientos. Se evaluaron ademas total de hojas, hojas enfermas, hojas sanas,
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estado de la hoja candela, y grado de desarrolio de la enfermedad. Mediante analisis
de varianza se determind si existia deferencia significativa entre tratamientos vy
mediante la prueba de Duncan se identificaron los mejores tratamientos. E! anélisis
se realizd de manera independiente para plantas adultas y plantas hijas. Con el fin
de no subestimar la severidad de la enfermedad; aquellas hojas que al momento de
ser evaluadas habian sido retiradas de la planta para reducir fuente de indculo fueron
ingresadas en la base de datos con el mayor grado de desarrolio de la enfermedad
(grado 6).

Igual procedimiento estadistico fue realizado para determinar las variables de
respuesta hojas funcionales al momento de floracion y al momento de la cosecha,
indicador de gran relevancia dada su influencia directa tanto sobre el desarrollo del
racimo, como en la vida verde del mismo principalmente cuando el ohjetivo de Ia
produccion es la exportacion. Para efectos de interpretacion de los resultados es
importante aclarar que la cuantificacién de las hojas funcionales tanto al momento de
floracién, como de cosecha fue realizada mediante la sumatoria del &rea
fotosinteéticamente activa para las doce hojas evaluadas por planta. Se valoraron con
grado seis las hojas que ya se habian retirado de la planta y se dieron los maximos
valores dentro de la escala a los grados de desarrollo de la enfermedad para las
hojas presentes al momento de las respectivas evaluaciones, asi por ejemplo, hojas
que presentaron grado cuatro dentro de la escala (entre el 16-33% del area foliar
afectada) fueron ingresadas a la base de datos como hojas con un 33% del area
foliar afectada, correspondiendo de esta manera a plantas con el 77% del area sana,
con capacidad de realizar fotosintesis.

3.3 FASE lil: ANALISIS ECONOMICO DE LAS ALTERNATIVAS DE COMBATE DE
LA SIGATOKA NEGRA EMPLEADAS DURANTE LA INVESTIGACION

3.3.1. El presupuesto parcial

Los presupuestos parciales son recomendados cuando se desea evaluar el efecto
de un cambio tecnolégico a practica alternativa sobre el comportamiento econdmico
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de un sistema de produccion, organizando los datos experimentales con el fin de
obtener tanto los costos adicionales en los cuales se incurre y los beneficios netos
obtenidos por quienes adopten las respectivas técnicas (French 1989). Dentro del
desarrollo de esta fase se consideraron Unicamente los factores de costo y beneficio
que diferenciaron cada uno de los tratamientos aplicados, valorando los insumos
empleados, sin evaluar la rentabilidad total de la actividad, bajo el supuesto de que

ésta es econdémicamente rentable, perc que la adopcién de un tratamiento en -

particular la mejoraria, al disminuir los costos totales de produccion del sistema de
produccion por manejo de la enfermedad (Ramirez 1994).

3.3.2. Procedimiento experimental

La investigacién tuvo en cuenta tanto variables de respuesta para el desarrollo
vegetativo, como para el desarrollo reproductivo, sin embargo es importanie tener en
cuenta al analizar los resultados obtenidos la ausencia de varias practicas de manejo
del cultivo, principalmente en la fase reproductiva realizadas a nivel de las
plantaciones comerciales (despunte, desflore, desmane, etc) y que sin duda alguna
hubieran permitido obtener racimos y frutos individuales de mejor calidad.

3.3.2.1. Variables evaluadas

Altura de la planta vy el diametro del pseudotallo fueron las variables de respuesta
para evaluar el desarrollo vegetativo de la planta, el didmetro fue medido a 45
centimetros de la base del tallo. La evaluacién se hizo cada cinco semanas por cada
grupo de plantas (adultas e hijas). Para el caso de la productividad, fueron
evaluadas peso tofal del racimo en kilogramos, cantidad de manos y cantidad de
dedos; fa evaluacién de los frutos fue realizada tanto para el dedo central de la
segunda mano del racimo, como para el dedo central ubicado en la misma posicién
de la antepenultima mano. Las variables evaluadas en este caso fueron peso del
fruto, longitud de la curvatura exterior del fruto medida desde el extremo distal hasta
el extremo proximal y circunferencia del fruto en centimetros medida en su punto
mas ancho (Dadzie y Orchard 1997).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

se registra a continuacion.

Cuadro 3: Caracterizacion fisica de las colonias

4.1.1. Multiplicacién y dinamica de poblacién de los antagonistas

44. FASE |: EFECTO DE LA APLICACION DE SUSTRATOS SOBRE LA
DINAMICA DE POBLACION DE MICROORGANISMOS ANTAGONISTAS A
(Mycosphaerella fijiensis MORELET) Y SU EFECTO SOBRE LA ENFERMEDAD.

La densidad de poblacion de las colonias sera expresada en términos del nimero de
unidades formadoras de colonias por mililitro  ufe/ ml. El conteo s realizado 48 horas
después de la siembra en el medio sdlido mostré la presencia de varios tipos, con un
incremento en su diversidad a medida que se realizaron las respectivas aplicaciones
de los sustratos; en total de identificaron 12 tipos de colonias; su caracterizacion
fisica de acuerdo con aspectos como color, forma vy tipe de crecimiento, entre otras,

pr

Tamarfio Forma Apariencia Borde  Crecimiento Cantidad
jco mate grande redonda seca y compacta liso aislado pocas
100 nacar mediano redonda humeda ycompacta liso concentrado  muchas
:_:co nacar grande irregular hameda irregular aislado pocas
ico hueso pequefio  redonda hiimeda liso aislado pocas
:'.co hueso mediano redonda hameda irregular aislado medio
Co ostra grande irregular micelio seco liso aislado pocas
Irillo pequefio redonda humeda liso concenfrado  muchas
rilio grande irregular himeda irregular aislado medio
rillo radiante pequefio redonda himeda liso concentrado  muchas
rillo rad. Estr*  mediano clputa estriada regular aislado pocas
ada pequefic  redonda hiumeda liso aislado pocas
inja grande redonda humeda liso aislado medio

* Amarillo radianie estriado.
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La caracterizacion de las colonias por color se realizé mediante el uso de un catalogo
de colores universal; el tipo de crecimiento hace referencia a su disposicion espacial
sobre el medio (agar nutriente); el crecimiento aislado se asocio generatmente con
colonias grandes y de facil identificacion, a excepcién de las colonias rosadas y
blanco hueso, las cuales a pesar de su reducido tamafio crecieron en forma aislada.
Colonias con tendencia a crecer en forma concentrada fueron mas peguefas, y-con-
mayor capacidad para invadir el medio y desplazar a otros fipos. La mayoria de
colonias se observaron como si estuvieran mojadas, definiéndose su apariencia
como himeda, las colonias blanco mate se presentaron secas y compactas. El borde
mediante el cual se delimitaron las colonias fue liso o irregular.

Con el fin de ofrecer una mayor claridad sobre el comportamiento de las poblaciones
de antagonistas en la filosfera tanto en condiciones de invernadero, como bajo
condiciones de campo se ha elaborado el Cuadro 4, y sobre este se realizara toda la
interpretacion de los datos para las variables de respuesta densidad, diversidad y
estabilidad de las mismas.

4.1.1.1. Prueba en blanco o ensayo de uniformidad

El ensayo de uniformidad presentd el menor nimero de ufc /ml y la més baja
diversidad en cuanto a colores y formas. La evaluacién para la prueba en blanco
mostro el crecimiento de colonias blanco mate, blanco nacar, amarilias y rosadas;
aunque todas las plantulas estuvieron expuestas al mismo manejo, a excepcién de
las correspondientes al tratamiento T1 (testigo lavado), ias cuales estuvieron
sometidas a 7 mim de riego por aspersién durante los 15 dias, previo al inicio de la
aplicacion de los sustratos, el ANDEVA realizado para cada uno de los tipos de
colonias presento diferencias significativas. ElI mayor numero de colonias
encontradas fueron las blanco nacar, seguidas por amarillas, blanco mate y rosadas,
sin embargo, la densidad de poblacién de los microorganismos contabilizada en
numero de ufc /ml no fue relevante desde el punto de vista bioldgico.
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invernadero y campo durante la fase de inoculacion,

cuadro 4. Multiplicacion y dindmica de poblacién de los antagonistas a nivel de

Tratamientos Colores Muestreo 1| Muestreo 2 Muestreo 3 | Muestreo 4 | Muestreo 5
T4 Blanco mate 1.7E+02 56E+03 56E+03 5 85E+403
Blanco nacar 21E+02 8 2E+04 1.6E+05 3 1E+05 4 7E+05
Amarillo 1.3E+02 2 7E+05 2 3E+05 1 1E+06 1.5E+05
Rosado 3.3E+01 55E+03 1.2E+04 5 5E+03
Amarilio vivo 8 3E+03 1.1E£+058 4 7E£+04
Blanco hueso 2 0E+04
Amarillo radiante 8 3E+03 3.3E+04
T2 Blanco mate 5 8E+03 2 8E+04
Blanco nacar 2 7E+02 38E+05 1.0E+05 1.9£+05 428404
Amarillo 1 1E+02 3.5E408 2 4E+06 2 BE+05 1.2E+08
Rosado 27E+02 56E+03 74E4+03
Amarillo vivo 1 4E+05 14E+05 5 5E+04
Blanco hueso 3 7E+05 3 8E+04
Amarillo radiante 4 42404
Amaritlo estriado 2 2E+04
T3 Blanco mate 3.5E+01
Blanco nacar 2.5E+02 2 4E+05 1.1E+05 5 0E+04 4 2E+05
Amarillo 4 4E+02 1.7E+08 7 3E+05 2 9E+04 1.8E+05
Rosado 5.6E+03 11E+04 5.6E+03
Amarillo vivo 1.7E+04 4 4E+04 8.9E+03
Blanco hueso 11E+04
Amarillo radiante 1.4E£+04
Amarillo estriado 4 4E+04
T4 Blanco mate 31E+01
Bianco nacar 1 8E+02 7.3E+405 8.2E+04 3.0E+04 216405
Amarillo 1 8E+02 4 0E+05 2 3E+06 4 0E+05 9 B6E+04
Rosado 8 OE+00 11E+04 1.7£+04 56E+03
Amarillo vivo 57404 7 BE+04 1 3E+04
Blanco hueso 57E+04
Amarillo radiante 8 2E+05
Amarillo estriade 9 0E+04
15 Blanco mate 1 6E+01
Blanco nacar 1 BE+02 2 0E+0B 3 2E+05 3 1E+05 9 0E+04
Amarillo 3 3E+Q2 2 3e+05 9 7E+05 1.8E+05 1. QE+05
Rosado 1.1E+01
Amarillo vive 1.4E+05 2 8E+04 3.3E+05
Blanco hueso 19E+05
Amarillo radiante 1 3E+04 28E+04

Amarillo estriado
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Cuadro 4. Continuacidn

T6

17

T8

TS

T10

Blanco mate
Blanco nacar
Amarillo

Rosado

Amarillo vivo
Blanco hueso
Amarillo radiante
Amarillo estriado
Blanco mate
Blanco nacar
Amaritlo

Rosado

Amarillo vivo
Blanco hueso
Amarillo radiante
Amarillo estriado
Blanco mate
Blanco nacar
Amarillo

Rosado

Amarilio vive
Blanco hueso
Amarillo radiante
Amarillo astriado
Blanco mate
Blanco nacar
Amarillo

Rosado

Amarillo vivo
Blanco hueso
Amarilio radiante
Amarillo estriado
Blanco mate
Blanco nacar
Amarillo

Rosado

Amarillo vivo
Blanco hueso
Arnarillo radiante

Amarillo estriado

5.2E+01
1.8E+02
3.2E+02
1.8E+01

1.4E+01
1.8E+02
3.2E+02
6 0E+00

3.0E+02
54E+02
3 0E+02
9.0E+00

1.7E+01
3 0E+02
2 4E+02
1.2E+01

6 SE+01
3. 7E+02
2 B6E+02
9.0E+00

6.5E+05
8.3E+04

8 3£+03
7.7E+05
9 5E+04

8.0E+04
6 2E+05
1.4E+05

5 6E+03
1.1E+05
52E+04

1 1E+04
3 BE+05
1.5E+05

2 9E+05
1.5E+06
58E+03
7 5E+04

7 8E+(05
5.8E+04
1.5E+04
1.8&+05

3.2E+05
6.3E+05
1.1E+04
2.3E+04

2T7E+08
4 2E+05

2. 1E+05
1 4E+06
5 B6E+03
38E+04

1.1E+04
2 2E+04
2. 3E+05
7.4E+03
1.8E+04
7.4E+04

586E+03
6.9E+04
8.1£+04

1.7E+05
56E+03

3.9E+04
1.8E+04
56E+04
1.1E+04
2.8£+04

2 5E+04
5.1E+04
2.4E+05
7.86+03
1 5E+05

5 6E+03
8.3E+03
B6.7E+05
54E+04
7 0E+04

8. 1E+04
2 4E+05
8.8E+03
4.4E+04
3.2E+05
1.1E+05
9 7E+05

82E+04
2.8E+04
4 6E+04
3.0E+04
1.7E+04
1.0E+058
9 6E+04
3 BE+04
4 3E+05
1.2E+05
8 3E+03
8 7£+03
5 0E+04

1.1E+04
5 6E+03
5 B6E+05
7.3E+04
56E+03
5BE+04

3.0E+04
6.6E+05
5 6E+03
9 0E+04
1 5E+05
5 B6E+03
1.7E+04
2 2E+04
5 4E+04
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T11

712

T13

T14

T15

Cuadro 4. Continuacion

Blanco mate
Blanco nacar
Amarilio

Rosado

Amarilio vivo
Blanco hueso
Amarilio radiante
Amarilio estriado
Blanco mate
Blanco nacar
Amarilla

Rosado

Amarillo vivo
Blanco hueso
Amarillo radiante
Amarillo estriado
Blanco mate
Blanco nacar
Amarillo

Rosado

Amarillo vivo
Blanco mate
Amarillo radiante
Arnariflo estriado
Blanco mate
Blanco nacar
Amariilo

Rosado

Amarillo vivo
Blanco hueso
Armarilio radiante
Amarilio estriado
Blanco mate
Blanco nacar
Amarilio

Rosado

Amariilo vivo
Blanco hueso
Amarillo radiante

Amarillo estriado

5 9E+01
4 9E+02
27E+02
8 0E+00

3.3E+01
22B+02
4 4E+02
6 0E+00

1.9E+01
2 9e+02
1 E+D2
1.0E+01

4,9E+01
3 8E+02
3.0E+02
1. 3E+01

2 4E+01
1.6E+02
8 BE+01
9.0E+00

8 0E+05
2.4E+04

1.6E+06
5 8E+04

6 4E+05
6 2E+05

B8 3E+03
8.0E+05
7 8E+04

5 5E+05
2 6E+05

1 3E+05
1.3E+06
5 BE+03
51E+04

1.3E+05
5. 4E+05
1.4E+04
2 4E+04

1.1E+08
2.7E+05
1.8E+04
6.3E+05

5.0E+05
7 8E+05
1.1E+04
3 4E+01

1.6E+05
81E+05

12E+05

1.2E+05
5.3E+05

1.4E+05

1.4E+04
1.6E+05
8.3E+03
8 BE+04

5 6E+03
5 3E+04
5 9E+05
2 4E+04
2 8E+05

2.BE+05
3 1E+05

5. 4E404

2 7E+05
3.3E+05
1.3E+04
1.3E+056

6.8E+04
27E+05
1 2E+05
8 3E+03
1. 5E+05
9 3E+04
2 BE+05
4 4F+056

2.6E+06
1.BE+05
1.1E+04
6 1E+04
31E+04
2.2E+04

3 3E+05
2.8E+05
1.1E£404
1.5E+05

6.5E+04
5.0E+04

3. 7E+05
1 0E+05

2.6E+04

1. 1E+04
2 4E+04

2 3E+05
8 3E+04
2 8E+04
1 5E+05
33E+04
2 DE+05
2.7E+08

38




Cuadro 4. Continuacion

Ti6

T17

T18

T19

T20

Blanco mate
Bilanco nacar
Amarillo

Rosado

Amartlo vivo
Blanco hueso
Amarillo radiante
Amariilo estriado
Blanco mate
Blanco nacar
Amarillo

Rosado

Amarillo vive
Blanco husso
Amarillo radiante
Amarillo estriado
Blanco mate
Blanco nacar
Amarillo

Rosado

Amarilio vivo
Blanco hueso
Amarillo radiante
Amarillo estriado
Blanco mate
Bianco nacar
Amarillo

Rosado

Amarilio vivo
Blanco hueso
Amarillo radiante
Amariito estriado
Blanco mate
Blanco nacar
Amarillo

Rosado

Amarillo vivo
Bianco hueso
Amarillo radiante

Amarillo estriado

2 1E+01
2 1E+02
8 1E+01
9 OE+00

9 3E+00
1 0E+02
7. TE+01
7.0E+00

1.1E+01
7.9E+01
4 5E+01
1. 0E+01

8.9e+00
21E+02
18E+02
4 3E+01

1.8E+01
25E+02
2 3E+02
1.0E+01

1.1E+04
9.3E+05
8.4E+05

1.4E+04
6.0E+02
2.2E+05

2 7TE+05
2 0E+D5

1.6E+05
5 BE+04

56E+03
9 5E+04
5 1E+04

3.8E+05
1.5E4+05
5 6E+05
5.6E+03
3. 2E+05

5.6E+03
2.5E+05
& 6E+05

1.3E+05

5 1E+05

7.4E£403
2 5E+05
1.1E+08

1 BE+05

56E+03
1.8E+05
7.1E405
B 3E+03
1.8E+04

1. 2E+085
4 3E+05
1 4E+04
1.8£+05

85 BE+04
2 5E+05
8 3E+03
5 4E+04

3.2E+04
8 2E+04
9. 7E+03
1,3E+05

51E+05

7.8E+03
7 1E+04
1.3E+06
9 3E+03
2.5E+04

3 8E+04
7.9E+04
5 BE+03
1. 4E+04

9 1E+05
2.7E+05
4 0E+05
2 3e+05

2.0E+04

2 BE+05H
1. 9E+05
11E+04
21E+05
1.8E405
6 7E+04
7 8E+04

2.3E+05
1.3E+06
4 6E+04

56E+03

2. 2E+05
1.6E+05
1.9E+04
2 S5E+Q5

1 1E+05
1.0E+05
18E+05
4 BE+04
6 5k+04
B.3E+03
3.3E+05

7 1E+05
9. 3E+04

21E+05
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4.1.1.2. Segunda evaluacién

Los resultados fueron similares a los arrojados por el ensayo de uniformidad para la
variable de respuesta relacionada con la diversidad, pero presento grandes
diferencias en cuanto fa densidad de poblacién, la cual se incremento de manera
importante. EI ANDEVA para las colonias blanco mate no mostrd diferencia
significativa entre tratamientos, pero el nimero de ufc /ml paso de 43 a 8.04 x 10°
para T8 ( nitrato + leche). La menor densidad de poblacion se presento para los
tratamientos T1(testigo lavado), T9 ( nitrato + glucano) y T20 ( testigo sin lavar) con
56x 107 .

Se registrd diferencia significativa entre tratamientos para colonias blanco nacar
(Anexo 12), siendo los més favorables para su multiplicacién lfos T5 (melaza +
glucano), T12 (nitrato + melaza), T16 (glucano + quitina + leche), T11 ( nitrato +
quitina + glucano), y T7 (melaza + quitina + glucano) con 1.95x 10 % 147 x 10 &,
928x10° 8 x10°%y 7.6 x10° Los menos favorables para el crecimiento de las
colonias blanco nacar fueron los T1, T20, T9, T19 (melaza), T3 (quitina) y el T18
(leche) con 8 x 104 95 x 109 1x10° 4x10°% 24x10°% y27x10°
respectivamente, Las colonias amarillas presentaron diferencias significativas entre
tratamientos (Anexo 13), correspondiendo T16 al mejor con 8.4 x 10 °, seguido por
T13 (nitrato + melaza + glucano + leche) con 6.2 x 10 °y T4 (melaza + leche) con 4 x
10 3 respectivamente. El menor nimero de ufc / mi fue para T11 con 2.3 x 104, T20
con 51x10% y T9con5.1x10“.

La densidad de poblacién para las colonias rosadas fue significativamente menor
comparada con las blanco nacar y las amatrilias; estas estuvieron presentes solo en
seis tratamientos, sin embargo se presentd diferencia significativa entre éstos (Anexo
14), el mejor comportamiento con relacién a la multiplicacion  fue para el T13 con
22 x 10 % sin embargo, la prueba de Duncan no mostré diferencia estadistica
significativa entre T12, con 9 x 10 >y T11, T14 (nitrato +melaza + quitina ),
T15(nitrato + melaza + quitina + glucano + leche) y T17 ( glucano) con 5.5 x 10 3
cada uno.
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Al comparar {os resultados obtenidos para esta evaluacion con los resultados del
ensayo en blanco, se demuestra el efecto directo de los sustratos sobre la
multiplicacién de los antagonistas, a pesar de no haberse favorecido el incremento
en la diversidad de las colonias, conservandose los cuatro tipos hallados
iniciaimente. Es importante ademas referir el efecto de los sustratos sobre la
disminucion de las colonias blanco mate y rosadas, los cuales favorecieron la
multiplicacién a nivel del filoplano de las colonias amarillas y blanco nacar, las
cuales mostraron una aita capacidad de multiplicacion en el filoplano desplazando
las colonias blanco mate y rosadas de menor agresividad; este aspecto es de gran
importancia dentro de una estrategia de manejo integrado de  la enfermedad, ya que
es muy importante contar con un sustrato que estimule la capacidad de
multiplicacién de los antagonistas, siendo esta una de las caracteristicas referidas
por Blakeman 1993, al definir un antagonista ideal.

4.1.1.3. Tercera evaluacién

Al analizar la informacién generada a partir de la tercera evaluacién se tuvo en
cuenta el efecto de las condiciones ambientales (Anexo1) sobre las variables de
respuesta multiplicacion y dinamica de la poblacion de los antagonistas, ya que a
partir de la segunda aplicacién de los sustratos las plantulas fueron trasladadas a la
estacion experimental “La Montafia” para ser inoculadas de manera natural por
Mycosphaerella fijiensis.

£l andlisis de varianza detecto diferencia significativa para las colonias blanco mate
(Anexo 15), sin embargo, la poblacion fue menor comparada con la evaluacion
anterior. El mayor nimero de ufc /mi fue para T16 con 3.8 x 10 *, no se presentd
diferencia significativa entre T18, T1, T17 y T19 con un promedio de 6.02 x 10 *
cada uno.

Condiciones de alta precipitacion con un efecto directo sobre el lavado tanto de
nutrientes como de microorganismos pudieron haber reducido de manera importante
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la poblaciéon de colonias blanco nacar, el ANDEVA regisird diferencias entre
tratamientos (Anexo 18), presentandose las mayores poblaciones para T7 con 7.82
x 10 ° y T14 con 4.96 x 10 S Las menores poblaciones se detectan para T4 con 8.2 x
104 T2con 1.04x10° yel T13 con 1.06 x 10 5.

El ANDEVA para las colonias amarillas (Anexo 17) mostré diferencias significativas,
su densidad de poblacién, a diferencia de las blanco nacar presentd un importante
aumento a pesar de la alta precipitacion registradé, lo cual permite suponer menor
mayor resistencia al lavado y menor susceptibilidad a condiciones de la alta
humedad y menor radiacién solar. T2 presentd 2.37 x 10 ° ufc /ml, seguido de T4 y
T6 con 2.26 x 10 ®y 1.54 x 10 ®. Mostraron un buen comportamiento T10, T11 y
T18. La menor densidad fue para T7 con 5.8x 104 T1con23x10° yT 13 con 2.6
x 10 ° Las colonias rosadas no mostraron diferencias significativas entre
tratamientos, su ndmero se redujo bajo condiciones de campo y continuaron T13 y
T12 favoreciendo su multiplicacién, al igual que T7.

Aparece un nuevo tipo de colonia de color amarifio vivo, presentando diferencias
significativas entre tratamientos (Anexo 18}, correspondiendo T3 al mejor tratamiento
con 6.3 x 10 °, seguido por T16 con 3.18 x 10 °. Se comportaron estadisticamente
igual T20, T7, T18, T9, T2 y T5 con 1.56 x 10 ° en promedio. La menor poblacién se
dio para T1con8.3x10° y 719, T3, T8, T12, T14 y T10 con valores menores a 3.7
x 10 %, Una colonia de color amarillo radiante aparece en T17 con una densidad de
51x10°.

Los resultados registrados para la tercera evaluacion permiten concluir que la
exposicidn de las plantulas a nivel de campo ciertamente tiene un efecto positivo
sobre el incremento en la diversidad de colonias, favoreciendo la presencia de
colonias que no fueron encontradas a nivel del invernadero, aun bajo el efecto de los
diferentes sustratos De igual forma se presentd una gran variabilidad en cuanto a su
dinamica de poblacién tanto entre tratamientos como dentro de estos.
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4.1.1.4. Cuarta evaluacion

Las colonias blanco mate solo estuvieron presentes en siete tratamientos con
diferencia significativa entre estos (Anexo 19); los tratamientos mas favorables para
su desarrolio fueron diferentes a aquellos que las favorecieron en la tercera
evaluacion, siendo comun en ambos T18, el cual ademas presentd un
comportamiento estable en cuanto al nimero de colonias. El mayor nimero de ufc /
ml fue para T8 con 3.8 x 10 % y T9 con 2.5 x 10 °. Con un promedio de 6.1 x 10°
aparecen T18, T7, T13 y T10. Para las colonias blanco nacar se presentd diferencia
significativa (Anexo 20) solo entre T20 con 9 x 10°y el resto de los tratamientos. T1
aparece con una poblacién de 3.1 x 10 5 mientras los tratamientos T10, T12 y Ts,
T10 disminuyen su poblacién de manera drastica.

Nuevamente se presento diferencia significativa entre tratamientos para las colonias
amarillas (Anexo 21), a pesar de haberse detectado una importante disminucion en
su densidad en relaciéon a la tercera evaluacion, pasando de 2,37 x 10 ® para T2 a
6.7 x 10 ° ‘para T10. Los tratamientos T13 y T11 tuvieron un comportamiento
similar con 5.9 x10° y 52 x 10 °. La menor poblacién se presentd para T3, T8y
T19 con 28 x 10 %, 55 x 10 °y 7.9 x 10 ° respectivamente. T20 y T1 encontrados
como los mas favorables para la multiplicacion de las colonias blanco nacar, no
favorecieron la multiplicacién de las amarillas, pasando T20 de 9.0x10°a26x10°
yT1de31x10° a 1.0x 10 %, ubicandose este ultimo como el peor tratarmiento
despues del T7.

El ANDEVA para las colonias rosadas mostrd diferencia significativa (Anexo 22);
T20 incrementa el numero de ufc / mi de 1.1 x 10° a 3.9 x 10 5 El resto no
presentaron diferencias estadisticas; los mayores niveles fueron para 110, T13, T4,
T15, T1, T3y T8 con 2 x 10 *. La poblacién més baja la presentaron T2 y T19 con
56x10“ cada uno,

Las colonias amarillas vivo se reducen drasticamente aunque el ANDEVA mostrd
diferencia entre tratamientos (Anexo 23); T13 se presenta nuevamente con la mayor
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densidad de poblacion, a pesar de haberse disminuido de 625 x 10° a256x 10 % .
Los tratamientos T7, T2, T15, T17 presentaron un comportamiento estable, mientras
T19 continua presentando una de las densidades mas bajos, seguido de T6 y T18.

Las colonias de color amarillo radiante aparecen en cuatro de los tratamientos con
diferencia significativa entre éstos (Anexo 24), siendo T17 con 51 x 10 ° el mas
favorable para su desarrollo, manteniendo su poblacidn estable comparada con la
tercera evaluacion y desplazando los otros tipos de colonias, los cuales disminuyeron
su poblacion significativamente. Aparece un nuevo tipo de colonia de color blanco
hueso en T11, T8, T2, T1, T10 y T9, sin presentarse diferencia significativa entre
éstos, sin embargo, T11 presenté la mayor densidad de poblacién con 6.9 x 104 ufe
/ ml, seguido de T8 con 3.8x10“y T2con2.7x 10 *

4.1.1.5. Quinta evaluacion

No se presentd diferencia significativa entre tratamientos para las colonias blanco
mate las cuales aparecen solo en seis de la totalidad de los tratamientos, sin
embargo, T11 presenta la mayor poblacién con 6.9 x 10 *, T8 y T10 contintian
estables con relacién a la evaluacion anterior con 56 x 10 ® . Segdn el Anexo 25
hay diferencia significativa entre tratamientos para las colonias blanco nacar, T20
aparece una vez mas con el mayor nimero de colonias, aunque reduce su poblacion
con relacion a la cuarta evaluacion, seguido en orden de importancia los tratamientos
T9, T1, T8 y T3. En este muestreo se da un incremento significativo del nimero de
colonias blanco nacar para todos los tratamientos, excepto para T20y T2.

Las colonias amarillas presentaron poca variabilidad entre tratamientos (Anexo 26),

T2 presento un incremento importante en su densidad, pasando de 279x10° a
115 x 10 ® ; presentaron un comportamiento estable T5y T8, sin embargo, es
importante resaltar como a diferencia de las colonias blanco nacar |, las cuales se
incrementaron de manera significativa las colonias amarillas sufrieron una
disminucion de su poblacion bastante fuerte. EI menor nimero de colonias fue para
T7 con2.9x10*, seguido de T9, T15, T20y T4.
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No existi6é diferencia significativa para las rosadas, desaparecen en T20 y la mayor
poblacion se presento para T17 y T16 con 4.6 x 10 * y 27 x 10* respectivaments;
iguaimente se presento un incremento T18, T12 y T16. El menor nimero de colonias
fue para T9, T3, T4 y T10 con 5.5 x 10? cada uno .

Se presento diferencia significativa entre tratamientos para las colonias amarilio vivo
(Anexo 27), se comportan de manera estable el T20, T15, T11, desapareciendo en
17y T17; el mayor nimero de colonias aparece en T5 con 3.28 x 10 >, seguido del
§ T18, T20 y T16 con 2.2 x 10 ®en promedio; se comportan de manera similar T15,
L T11y T13 con 1.4 x 10 ° . Incrementan su poblacion T18, T16 y T6. Los mas bajos
valores los presentan T3, T8 y T4,

- El Anexo 28 registra diferencia para las colonias amarillo radiante; aparecen en 17
de los tratamientos y en mayor densidad comparadas con la evaluacién cuaria,
desaparecen en T20 y T17 presenta el menor ndmero con 55 x 10 4 . T4
corresponde al mejor con 8.2 x 10 ° ,seguido por T11 con 2.5 x 10°. También fueron
registrados como favorables para su crecimiento T15, T6, T18 y T7.

No se registra diferencia significativa entre tratamientos para las blanco hueso,
presentes en frece de ellos, siendo T6 el que presentd el mayor nimero de ufc / ml
con 32x10° seguidode T16y T11con 1.8x10° y 92x 107 Los tratamientos
menos favorables T3, T7 y T1 con poblaciones inferiores a 2 x10 *.

Una nueva colonia amarilla, con apariencia de clpula v estrias bien definidas
aparece para la mayoria los {ratamientos presentando diferencias significativas entre

éstos (Anexo 29). T6, T9 y T11 presentaron las mayores poblaciones con 87 x 10 %,
6.6 x10° y 4.4 x 10° respectivamente, T8, T2, T14 y T13 con rangos desde 5 x10*
a 1.1 x 10 Y presentaron las poblaciones mas bajas.
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4.1.2. Reaccion de los tipos de colonias a las diferentes pruebas quimico bioldgicas.
La reaccion de las colonias a las diversas pruebas quimico biclégicas se presenta a
continuacion; su habifidad para producir enzimas quitinoliticas y glucanoliticas para
cada tipo se detecto a través de la presencia del halo trasparente alrededor de las
mismas.

Cuadro 5: Reaccion de las colonias a las diferentes pruebas quimico bioldgicas.

Consumo Reaccion Supervivencia
Tipode colonia  Glucano Quitha KOH B de KING 80°C
Amarilla* o ** - - -
Blanca mate * - + - -
Blanco nacar * * - - +
Rosada * - - - .
Amarillo vivo* * - - - -
Bianco hueso - - - - .
Amarillo radiante ** - . + -
Amarillo estriado ** * - - -
Naranja * - - - .

* Consumo regular  ** Alto consumo a las 48 horas

Los resultados anteriores muestran a la mayoria de las colonias reaccionando de
manera negativa a la prueba del KOH, excepto las colonias blancas mate
clasificadas como Gram negativas y como Bacillus spp al sobrevivir a 80 °C durante
10 minutos; solo las colonias amarillo radiante presentaron fluorescencia y todas
presentaron algun nivel de actividad glucanolitica a excepcion de las blanco hueso:
tres de ellas presentaron habilidad para producir quitinasas; las colonias amarillas y
las amarilio vivo registraron la mayor capacidad para consumir el medio en
presencia de glucano; las colonias amarillas también consumieron el medio de
manera eficiente en presencia de quitina, siendo la capacidad de los sustratos para
favorecer la multiplicacion de este tipo de colonias uno de los principales indicadores
al momento de seleccionar los dos que serian empleados en la fase de campo, dada
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la importancia de contar con a nivel del filoplano con antagonistas con habilidad para
producir enzimas tanto glucanoliticas, como quitinoliticas que digieran la pared
celular de las hifas de Mycosphaerella fijiensis Morelet.

4.1.3. Efecto de los sustratos sobre el desarrollo de la enfermedad

El Analisis de varianza realizado para evaluar tanto la cantidad de lesiones, como el
estado de desarrollo de los sintomas seglin la escala de Fouré 1985, mostré
diferencia altamente significativa entre tratamientos a una probabilidad de error
menor al 5% (Anexo 30); al realizar el analisis de comparacién de medias T6 registré
el menor nimero de lesiones presentando en promedio menos de 50 estrias, seguido
por T10, T20, T2, T11 y T7 los cuales presentaron un niimero mayor sin coalescer.

El tratamiento con el estado més avanzado de los sintomas correspondié a T17 con
mas de 50 estrias coalescentes, seguido por T8, TS5 y T16 los cuales presentaron un
menor numero. Para el resto de los tratamientos se detecto un comportamiento
intermedio.

Durante el tiempo de permanencia de las plantulas en el campo (25 dias), se
desarrollaron en promedic 2.13 hojas, con una frecuencia de emision foliar de una
hoja por cada 10.86 dias, lo cual significa que estas estuvieron expuestas fodo el
tiempo al efecto de los sustratos, los cuales de hecho le proporcionaron proteccién
contra la enfermedad dado el estado inicial de los sintomas encontrados para la
totalidad de los tratamientos al realizar las evaluaciones; es imporiante tener en
cuenta que entre el traslado de las plantulas al campo para ser inoculadas de
manera natural y el inicio de la evaluacién transcurrieron 52 dias, 68 dias al final de
la misma, tiempo mas que suficiente para que se hubiesen presentado sintomas en
grado 6, segun Fouré 1985,
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41.4. Efecto de las condiciones climaticas sobre el comportamiento de los
anfagonistas durante la fase de campo

Para el analisis del efecto de las condiciones ambientales sobre los antagonistas
fueron considerados los valores promedios registrados entre la aplicacion y el
lavado de las hojas para las principales variables climatoldgicas, registrandose los
siguientes valores.

Cuadro 6: Condiciones climaticas promedio registradas entre aplicacion del sustrato-
y el favado de la hoja bajo condiciones de campo

Humedad relativa (%)

Evaluacion T max°C Precipitacién ( mm) Radiacidon  Media Minima
3 21.9 69.5 8.28 .90“2 70.3
4 271 3.4 13.6 837 57
5 26.5 13.8 11.2 88.2 65

Con base en la informacién registrada en los Cuadros 4 y 6 se analizd el
comportamiento de los diferentes tipos de colonias, detectandose una mayor
sensibilidad de las colonias de color amarilio a condiciones de alta temperatura y
radiacion solar, lo cual se refiejo en el menor nimero de ufc / ml presentes para la
gran mayoria de los tratamientos para la cuarta evaluacion en comparacion con la
poblacion registrada para la tercera evaluacion.

Las colonias blanco nacar, clasificadas como Bacillus spp presentaron mayor
tolerancia a condiciones de alta temperatura y radiacién solar, presentando una
disminucién menos drastica de su poblacién comparadas con las colonias amarillas;
iguaimente colonias de tonalidades oscuras como son las rosadas y las amarillo vivo
presentan los mayores niveles de resistencia a condiciones de alta temperaturas y
radiacion solar
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Se detectd claramente la disminucion del nimero de colonias blanco nacar para la
mayoria de los tratamientos al presentarse un incremento en la precipitacion,
mientras las amarillas incrementaron su poblacibn de manera significativa,
demostrando ser mas resistentes a condiciones de aita precipitacion y alta humedad
refativa.

Con relacibn a la precipitacidn es importante tener en cuenta que esta variable
climatica en condiciones del trépico himedo se convierte en una de las principales
fimitantes para el desarrollo de una estrategia de control biolégico a nivel del filoplano
debido a que las altas precipitaciones tienen un efecto directo sobre el lavado de los
nutrientes, generando competencia por éstos tanto entre antagonistas, como entre
antagonistas y patégenos. El efecto del lavado por causa de la precipitacion se
redujo a través de la aplicacion del adherente WK al 0.3%.

La alta variabilidad y dinamica de la poblacién de los microorganismos antagonistas
cuando las plantulas son expuestas a las condiciones de campo, para la totalidad de
los tratamientos evaluados supone una relacién directa de las condiciones climaticas
sobre su comportamiento, ademas de corroborar la existencia de una cantidad de
nutrientes enddgenos, ausentes bajo condiciones de invernadero, que son altamente
favorables para variar la ecologia microbial a nivel del filoplano, ain sin la aplicacién
de los sustratos como se pudo comprobar con los resuitados obtenidos al evaluar los
tratamientos T1y T20 los cuales no estuvieron bajo el efecto de ningln tratamiento.

Los resultados anteriores demuestran la importancia de implementar estrategias que
favorezcan la mayor diversidad de colonias a nivel del filoplano, dada las diferentes
respuestas de las mismas frente a las variadas condiciones climaticas registradas en
el tropico; lo anterior permitiria obtener una mayor efectividad del control bioldgico de
la enfermedad dado el efecto de complementariedad de las mismas.
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4.1.5. Efecto de la fuentes individuales sobre la densidad y dinamica de poblacion de
los microorganismos.

Las fuentes individuales estuvieron dadas dentro del disefio por los tratamientos T3
(quitina), T17(glucano), T18 (leche) y T19 (melaza) y aunque el objetivo de la
investigacion no considerd su posible seleccidn como uno o dos de los mejores
tratamientos y su posterior aplicacion el campo, independiente de su respuesta con
relacién a las variables analizadas, se considero el andlisis individual de su
comportamiento.

Las aplicacion de quitina presento poca estabilidad en cuanto a su densidad de
poblacion entre una evaluacién y ofra, sin embargo favorecio el crecimiento de las
colonias amarillas, blanco nacar y amarillo estriado clasificadas como quitinoliticas.
Es importante anotar el incremento en la diversidad de colonias a medida que se
realizaron las aplicaciones; aunque desaparecieron las colonias blanco mate se
paso de cuatro tipos en [a primera evaluacion a siete al finalizar el ensayo. Al
evaluar su efecto sobre el desarrollo de la enfermedad presento menos de 50 estrias
coalescentes, seglin la escala de Fouré (1985).

El glucano fue menos eficiente que la quitina para todas las variables de respuesta
evaluadas, favoreci6 la estabilidad de las colonias amarillas; asi mismo, fue la fuente
mas favorable para el desarrollo de una bacteria de tipo fluorescente con alta
capacidad de consumir el medio. Represento el sustrato con menor diversidad de
colonias al final del ensayo con solo cuatro tipos y registré el peor comportamiento al
- ser evaluado su efecto sobre el desarrollo de la enfermedad,

La leche mostrd un comportamiento mas estable con respecto a la densidad
poblacion de las colonias blanco nacar y amarillas, ain en presencia de condiciones
de alta precipitacion; registré al final del ensayo un incremento en la diversidad de
colonias con una densidad de poblacién importante para cada una de ellas, Con
base en el desarrollo de los sintomas de la Sigatoka negra se ubica en el puesto 7
entre los 20 sustratos evaluados, lugar asignado en orden descendente a partir de
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T17 evaluado como el peor de los tratamientos. La efectividad de la leche se atribuyd
posiblemente a una mayor persistencia de esta a nivel de la hoja, y & la presencia de
una mayor cantidad de elementos nutricionales que estimularon la multiplicacién de
los antagonistas: asf mismo, se observo una especie de pelicula sobre las hojas de
las plantas que fueron tratadas con leche, la cual actud posiblemente como una
barrera fisica que impidié ta penetracion del patégeno (Ruiz et a/. 1997b).

Aplicaciones repetidas de melaza al follaje de las pléntulas favorecieron la diversidad
de colonias; se presentd un incremento importante en el tipo y numero en el
momento de la maxima precipitacion; al igual que la leche la melaza al ser aplicada
sobre la hoja produjo 6 una especie de pelicula, la cual complementada con la
accion adherente del WK disminuyé tanto el lavado de nutrientes como de
microorganismos. Al ser evaluada por su efecto con relacién a la enfermedad tuvo
un mejor comportamiento comparado con las otras fuentes individuales; tanto la
leche como la melaza presentaron un efecto positivo sobre la muitiplicacién vy

supervivencia en condicones in vitro de antagonistas a Mycosphaerella fijiensis (Ruiz
et al. 1997b).

4.1.6. Seieccion de los dos mejores sustratos

Los tratamientos T6 (quitina + melaza + leche) y el T11 ( quitina + glucano + nitrato
de calcio) aun bajo la alta variabilidad de respuestas encontradas tanto dentro, como
entre tratamientos fueron seleccionados como los dos mejores sustratos; la seleccion
se realizd considerando el efecto de los diferentes sustratos sobre las variables de
respuesta densidad de poblacién, estabilidad, diversidad, y habilidad de los
antagonistas para producir enzimas giucanoliticas y quitinoliticas durante la fase del
experimento  desarrollada a nivel de campo. El efecto de los sustrato sobre el

desarrollo de la enfermedad represento otro indicador tenido en cuenta al momento
de hacer la seleccion.

Es asi, como a pesar de la alta variabilidad en la densidad de las poblaciones de
antagonistas en el tiempo como respuesta a su gran sensibilidad a cambios, aun
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minimos, en las condiciones ambientales, se detecto un mejor comportamiento para
T6 y T11. Asi mismo, aungue T6 y T11 no presentaron los mayores niveles de
pablacion por tipo de colonias, fueron muy importantes al estimular su diversidad en
el tiempo, considerada esta como una caracteristica de gran importancia dado el
efecto de complementariedad entre antagonistas al momento de presentarse
condiciones ambientales y nutricionales adversas para determinado grupo.

Adicionalmente T6 y T11 presentaron una gran capacidad de multiplicar y mantener
las poblaciones de colonias amarillas, importantes dentro de un programa de control
biolégico de Sigatoka negra por su gran habilidad para favorecer la multiplicacién
de antagonistas con capacidad de producir tanto enzimas glucanoliticas, como
quitinoliticas.

Adicionalmente, como un mecanismo que ayudara a aclarar e ilustrar de una mejor
manera el efecto de las condiciones ambientales sobre el comportamiento de los
antagonistas, aln sin estar bajo el efecto de los sustratos se presenta la Figura 3 en
la cual se comparan las respuestas de los tratamientos T6 y T11 frente a los
tratamientos T1 y T20 para las variables densidad de poblacién, diversidad de
antagonistas y estabilidad de los mismos través de las diferentes evaluaciones.

Es importante resaltar como la densidad de poblacién general, sin clasificarlas por
tipo, no presentd diferencias biologicas significativas, encontréndose un namero
importante de colonias en todos los tratamientos, aun para T1 y T20 que nunca
estuvieron expuestos al efecto de los sustratos. Igualmente se encontré un numero
importante de tipos de colonias, aunque favorecieron mas la presencia de colonias
blanco nacar, a diferencia de los tratamientos 16 y T11 que fueron muy favorables
para el desarrollo delas colonias amarillas.
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Figura 3: Efecto de T1, 76, T11 y T20 sobre la densidad, diversidad y estabilidad
de los antagonistas

54




4.1.7. Efecto del lavado sobre la dindmica de poblacién de los microorganismos.

Los resultados obtenidos del producto del lavado de las hojas las plantulas
mantenidas bajo condiciones de invernadero durante todo el tiempo del ensayo
demostraron la importancia de la manipulacion del ambiente a nivel del filoplano, sea
a través de la adicion de diferentes sustratos o exponiendo las plantas al efecto de
los nutrientes exégenos presentes bajo condiciones de campo (Anexo 31).

Se determind una baja densidad de poblacién de microorganismos, y no se presento
un incremento en el tipo de colonias a medida que se realizaron las diferentes
evaluaciones; al comparar estos resultados con los obtenidos para el tratamiento
T20, al cual tampoco se le aplicd ningtin sustrato, pero que fue mantenido bajo
condiciones de campo por 25 dias, se detectdé una mayor dindmica y su densidad de
poblacion de los antagonistas para T20, igual situacion se registrd para T1, aunque
su comportamiento con relacion a las mismas variables de respuesta se considero
menor comparado con el tratamiento T20.,

4.1.8. Analisis de carbohidratos y proteinas.

El analisis realizado del producto del lavado de las hojas de las plantulas mantenidas
dentro del invernadero mostro la no existencia de carbohidratos a nivel del filoplano,
tanto para plantulas bajo condiciones de invernadero, como para las del tratamiento
T1, que estuvieron en el campo durante un periodo de 25 dias; con relacion a la
concentracion de proteinas se encontré un contenido promedio de 4.55% para
plantulas expuestas a condiciones de invernadero, mientras que para las plantulas
de T1 se registré un 4.9 %.

Los datos obtenidos de la solucién proveniente del lavado difieren significativamente
de los datos obtenidos al analizar las mismas variables pero con base al peso seco
de la muestra, encontrandose un promedio de proteina 15.8% para las plantulas bajo
condiciones de invernadero y de 18 1% para aquellas expuestas a condiciones de
campo. Asi mismo, se encuentran niveles de fructuosa, glucosa y sacarosa de 45.5,
344y 263 mg /g para plantulas expuestas a condiciones de campo y de 59.3, 21.37
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y 21.22 mg /g sin exposicion. La informacion generada a partir de este andlisis es
contraria a lo reportado por (Chet ef al. 1973) quienes afirman que los contenidos de
azucares para algunos cultivos son de 1.2 a 1.5 veces mayores que los contenidos
de aminoacidos a nivel del filoplano.

4.2. FASE IIl: ALTERNATIVAS DE MANEJO PARA EL CONTROL BIOLOGICO DE
LA SIGATOKA NEGRA (Mycosphaerella fijiensis MORELET) EN EL CULTIVO
DEL BANANO (Musa AAA) '

4.2.1. Desarrollo de la enfermedad

Previo al inicio de la aplicacién de los tratamientos el manejo de la enfermedad se
realizd mediante el deshoje sanitario y las aplicaciones alternadas de fungicidas de
tipo comercial como ya se refiri6, las cuales se suspendieron 30 dia antes de iniciar
las aplicaciones de los tratamientos.

Al evaluar la severidad de la enfermedad en el ensayo de uniformidad el analisis de
varianza no mostié diferencia estadistica significativa entre tratamientos (p= 0.2332),
comprobandose de esta manera la homogeneidad en cuanto al desarrolio de la
enfermedad en cada una de las unidades experimentales.

Asi mismo al analizar las variables hojas limpias ( p= 0.1473) y hojas enfermas (p=
0.2805) no se detecto diferencia estadistica significativa entre tratamientos; sin
embargo, al analizar hoja mas joven manchada (HMJM) se determiné diferencia
significativa entre ellos, correspondiendo al inicio del ensayo los tratamientos T1(
testigo) al grupo de plantas més sanas y T7 (sustrato B + quimico) al grupo de
plantas mas enfermas.

Las evaluaciones para conocer el desarnolio de la enfermedad se realizaron de

manera sistematica cada ocho dias, realizando en total 18 evaluaciones, la HMJM
fue un indicador importante para tomar la decisién de aplicar o no los respectivos
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tratamientos. A partir de la cuarta evaluacion se observé superioridad estadistica del
tratamiento T2 (quimico) con relacion a los demas.

A partir de la séptima evaluacion se obtienen datos suficientes para analizar de
manera independiente los dos grupos de plantas identificados. Se presentaron
diferencias significativas entre tratamientos para el grupo de plantas adultas con
respecto a todas las variables de respuesta evaluadas. Continud el tratamiento T2
con el mejor comportamiento en cuanto al control de la enfermedad , seguido de T7
y T4 (sustrato A + quimico). Presentaron el peor comportamiento para las variables
de respuesta evaluadas TS5 (Sustrato A + orgénico) y T8 (sustrato B + organico). En
esta evaluacion solo cinco tratamientos presentaron plantas hijas; el efecto de T2 y
T5 en cuanto al desarrollo de la enfermedad fue similar al registrado para las plantas
adultas.

L.a octava evaluacion registré diferencias significativas para todas las variables en los
dos grupos; para las plantas adultas T5 presenta la mayor severidad de la
enfermedad seguida de T8 (sustrato B) y T1, las plantas mas sanas corresponden a
T2, T7 y T4. Para las hijas continian T2, T7 y T4 los mejores, sin embargo, es
importante resaltar en este grupo de plantas un mejor comportamiento con relacién
a las todas las variables de respuesta evaluadas en comparacién con las plantas
adultas.

El tratamiento T2 después de la décima evaluacion varia su comportamiento en
relacién a la variable HMJM, presentandose un mejor comportamiento para los
tratamientos T4 y T7 respectivamente. El comportamiento para las hijas sigue siendo
similar al referido anteriormente, con T7, T4 y T2 como los mejores y T8, T6y T3
(sustrato A) registrando los mayores indices de la enfermedad E| efecto de los
tratamientos sobre la enfermedad continud siendo estable, las adultas registraron
sistematicamente a T2, T4 y T7 como los mejores y T1, T5 y T8 presentaron los
peores indicadores con respecto al desarrollo de la enfermedad. Asi mismo, para las
plantas hijas aunque no existieron diferencias significativas T4, T2 y T7 fueron los
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gue mejor se comportaron; T4 presentd superioridad en relacion a T2 para todas las
variables evaluadas. La Ultima evaluacion para las plantas aduitas mostro diferencia
significativa entre tratamientos con relacién al grado de desarrollo de la enfermedad
siendo T2, T4 y T7 los cuales presentaron los mejores indices comparados con el
testigo T1 el cual registrd el mayor grado de severidad de la enfermedad seguido de
los tratamientos T3 y T6. Los resultados obtenidos para las variables de respuesta
hojas limpias, enfermas y HMJM no presentaron diferencia significativa entre
tratamientos (Figura 4)

Hojas

L A 3 PP T SRR A

Testigo Quimice  SustA Sust Sust Sust B Sust Sust
A+Qco AsDrg B+Qco B+Org

Tratamientos
EEEI Grado @ Himpia 07 Henferma 03 HVUM I

G A B s e

Figura 4. Efecto de los tratamientos sobre el comportamiento de |la
enfermedad en la ditima evaluacién para plantas adultas

Los datos obtenidos para las plantas hijas mostraron diferencias estadistica
significativa entre tratamientos para las variables grado de desarrollo de la
enfermedad, hojas limpias, hojas enfermas y HMJM a una probabilidad de error de
1% (p<0.01). Al someter los datos a comparacion de medias mediante la prueba de
Duncan se constatd la superioridad de los tratamientos T2, T4 y T7 para el control
de la enfermedad (Figura 5).
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Figura 5: Efecto de los tratamientos sobre el comportamiento de la enfermedad
en la ultima evaluacién para plantas hijas.

E! analisis realizado para evaluar el comportamiento general del efecto de los
diferentes tratamientos sobre el desarrolio de la enfermedad para los dos grupos
de plantas definidos en la investigacidon demostrd diferencias significativa entre
tratamientos para el grupo de la planias hijas con relacion a las variables hojas
limpias y HMJM a una probabilidad de error de 1% (p<0.01); asi mismo al realizar la
prueba de Duncan se detecto la superioridad estadistica de los tratamientos T2, T4y
T7 comparados con los tratamientos T1 (Testigo ) y T5 (Sustrato A + abono orgénico)
(Figura 8).
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Figura 6. Efecto de ios tratamientos sobre el comportamiento de la enfermedad
para piantas hijas durante el desarrollo de la investigacion

Los resultados obtenidos en el grupo de plantas adulias como se refiri6 en el
parégrafo anterior presentan una tendencia similar la grupo de las plantas hijas,
aunque se observd una mayor severidad de la enfermedad para éste grupo de
plantas. El ANDEVA mostré a T2, T4 y T7 con superioridad estadistica tanto para la
variable hoja limpia, como la variable HMJM. Los tratamientos T1, 76 y T3 se
ubican dentro de los peores evaluados con relacion al control de la enfermedad .
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Figura 7. Efecto de los tratamientos sobre el comportamiento de la enfermedad
para plantas adultas durante el desarrollo de la investigacion

A pesar de que el comportamiento con respecto al desarrollo de la enfermedad tuvo
la misma tendencia para los dos grupos de plantas, es importante resaltar una menor
severidad de la Sigatoka negra en términos generales para el grupo de plantas hijas
bajo el efecto de los tratamientos T4 y T7, atribuible posiblemente a su exposicion a
estos durante todo su ciclo de vida, mientras que las plantas adultas iniciaron su
exposicion dos meses antes del belloteo para la mayoria de las plantas. Las plantas
hijas presentaron 9.7 hojas limpias y su HMJM correspondié a la 9.54 para el
tratamiento T4, mientras las plantas adultas registraron 7.47 hojas limpias y su
HMJM fue la 6.2 para el tratamiento quimico.

También es importante resaltar la baja efectividad de los tratamientos T5 y T8,
correspondientes a los sustratos A y B mas la aplicacion de materia organica al
evaluar la diferentes variables; los resultados obtenidos en Ia investigacion no
coinciden con lo reportado en la literatura en relacién al efecto de las enmiendas
organicas sobre el fomento de la multiplicacién y la diversidad de microorganismos
antagonistas.
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4.2 2. Efecto de fas condiciones climaticas en el desarrollo de la enfermedad

Las variables climatologicas presentadas durante el tiempo de la investigacién
mostraron un comportamiento estable y favorable para el desarrollo de la
enfermedad con temperaturas maxima, minima y media promedio de 28.84, 1824 y
22.14 °C, precipitacién promedio de 236.23 mm mensuales y una humedad relativa
media y minima de 87.28 y 60.94% (Cuadro 1),

4.2.3. Efecto de los tratamientos sobre el nimero de hojas funcionales a cosechay a
floracion.

Se detecto diferencia significativa en el analisis de varianza para las variables de
respuesta hojas funcionaies al momento de floracion y de cosecha (Anexos 32y 33);
mediante una prueba de Duncan se determinaron los mejores tratamientos. La
Figura 8 muestra una gran supericridad de los tratamientos T7, T2 y T4 para las dos
variables analizadas con respecto a los demas tratamientos.
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Figura 8 : Efecto de los tratamientos sobre el nimero de hojas funcionales a
floracidon y cosecha.
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los tratamientos T7, T2 y T4 muestran 11.3 , 11.04 y 10.8 hojas funcionales al
momento de floracién frente a los tratamientos T5, T8 y T1 con 8.1, 8.4 y 8.6 hojas
funcionales respectivamente. Para el nlmero de hojas funcionales al momento de
cosecha  también se registraron diferencias significativas entre tratamientos,
correspondiendo nuevamente los mejor evaluados al T7, T4y T2 con 6.17, 5.72 y
5.07 hojas funcionales respectivamente.

Para el resto de los tratamientos no se observé diferencia significativa llegando al
momento de la cosecha practicamente sin hojas, produciendo un racimo que en
condiciones de una plantacién destinada para la exportacion perderia todo su valor
comercial, ya que plantas con menos de cuatro hojas al momento de la cosecha
presentan maduracion prematura en transito (Serrano y Marin 1998).

4.2.4. Poblacion de microorganismos antagonistas a nivel de campo.

La informacion registrada en el Anexo 34 vy en la Figura 9 muestran el
comportamiento de las variables densidad y diversidad de colonias obtenidas del
lavado de la hoja cuatro de las plantas de banano expuestas durante todo el ensayo
a las condiciones de campo y al efecto de los diferentes tratamientos.

El analisis de varianza para las colonias blanco mate presentd diferencias
significativas (Anexo 35), T4 registro el mayor nimero de ufc /ml con 1.6 x 10° y T3,
TS, T7, T1 y T6 con un promedio de 2.1 x 10* . Este tipo de colonia no fue
favorecida por los tratamientos T2 y T8.

Las colonias blanco mate registraron diferencia entre tratamientos, T4 presento el
mayor nimero, y los tratamientos T5, T6 y T7 no presentaron diferencia estadistica
entre ellos (Anexo 35). Al realizar andlisis de varianza para las colonias amarillas se
encontro diferencias entre tratamientos (Anexo 36) siendo el T5 el tratamiento que
presento el mayor nlimero de colonias.
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Las colonias amarillo vivo no registraron diferencia significativa entre tratamientos,
con rangos desde 7. x 10 * para T4 hasta 1.6 x 10*para T1 y T2; Igual situacion se
presentd para las colonias rosadas, sin embargo, T7 presentd el mayor nimero de
ufe / ml con 5 x 10°, mientras la menor poblacion se registré para el T8 con 2.5 x
10° yT5con 2.7 x 10 9.

Las colonias naranja, no significativas en la fase Il de la investigacién, aparecieron
en el campo aunque sin diferencia significativa entre tratamientos, T4 presento la
mayor poblacién con 2 x 10° , seguido de los tratamientos T5 y T6 con 6.6 x 10°
cada uno. Las colonias amarillas con estrias no mostraron diferencias estadisticas
significativas aunque estuvieron presentes en todos los tratamientos.

Con base en los resultados anteriores T4 aparece como el tratamiento con la mayor
capacidad de favorecer tanto la multiplicacién, como la diversidad de colonias a nive!
del filoplano, siendo importante resaltar ademds la compatibilidad de las colonias
favorecidas con los diferentes productos quimicos utilizados para el control de la
Sigatoka negra en el cultivo del banano. Estd caracteristica mide la capacidad del
microorganismo para resistir aplicaciones de fungicidas en el campo, sin disminuir su
poblacidn, especialmente cuando las condiciones favorecen la enfermedad e impiden
la accidén antagbnica (Gonzalez ef a/. 1996) La baja o casi nula poblacién de
antagonistas registrada en las plantas correspondientes al tratamiento T2 demuestra
el efecto detrimental que tiene la aplicacidn de quimicos sobre la ecologia microbial
a nivel del filoplano.
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4.3. FASE Hll : ANALISIS ECONOMICO DE LAS ALTERNATIVAS DE COMBATE
DE LA SIGATOKA NEGRA

4.3.1. Desarroflo vegetativo de la planta

Ei andlisis de varianza para las plantas adultas mostré diferencias significativas entre
tratamientos (Anexo 37) para la variable diametro del pseudotallo. El tratamiento T1
tuvo el mayor grosor con §5.156 em, seguido de T2 con 53.76 y T8 con 53.02 cm
respectivamente; el menor valor es reportado para T6 con 48.71 y T3 con 48.97; T7,
TS5, T4 se comportan de manera intermedia con un promedio de 51.18 cm cada uno.

Las plantas hijas no registraron diferencia significativa entre tratamientos; los
mayores valores para esta variable fueron registrados para T3 con 44.11, T8 con
44.27 y T4 con 42.27 cm respectivamente; se comportaron de manera intermedia T5,
T1y T6 con 41,53 cm en promedio y los menores valores los presentaron T7, T2
con 38.30 y 40.52 cm. La altura de las plantas para ninguno de los grupos de
plantas definidos dentro de la investigacién; los rangos fueron de 2.26 para T7
hasta 2.14 m para T3 en el grupo de plantas adultas y entre 44.50 para T3 a 39.3 m
para T7 en el grupo de las plantas hijas.

4.3.2. Desarrolio reproductivo de la planta

Al evaluar productividad se encontré diferencia significativa entre tratamientos para la
variable peso del racimo (Anexo 38). Los tratamientos T2, T4 y T7 presentan los
racimos de mayor peso con 21.68, 19.75 y 18.66 kg respectivamente. T6, T1 y T3
reportaron los menores pesos 14.46, 15.23 y 15.3 kg respectivamente; presentaron
un comportamiento intermedio T8 con 17.43, T5 con 17.12y T3 con 15.3 kg.

No se registré diferencia significativa entre tratamientos para el niimero de manos, ni
para el nimero de dedos, presentandose un promedio de ocho manos por planta y
un rango de numero de dedos entre 143.3 para T5 y 124 para T1. El fruto central de
la antepenultima mano presentd diferencia significativa para las variables peso,
longitud, y circunferencia del fruto (Anexos 39, 40 y 41). Los tratamientos T2, T7 y
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T4 mostraron los mayores valores en cuanto al peso con 129.54, 120.32 y 118 g
cada uno; los menores pesos los registran T5, T6 y T3 respectivamente con 86.2,
89.25 y 90.18 ¢. El testigo T1 presentd un peso de 92.1 g.

Para la variables longitud del fruto T2, T7 con 21.25 cm y T4 con 20.68 presentan los
valores mas altos; se comportaron de manera similar el resto de los tratamientos
presentando en promedio una circunferencia de 197 c¢m. En cuanto a la
circunferencia del fruto T2 con 11.89, T7 con 11.58 y T4 con 11,46 presentan los
maximos valores, correspondiendo a TS y T1 los menores con 10.59 y 10.75 cm
cada uno.

La evaluacion del fruto central de la segunda mano mostré diferencias significativas
para las variables de respuesta peso y circunferencia del fruto (Anexos 42 y 43); T2,
T7 y T4 presentaron nuevamente los mayores valores para peso del fruto con
14475, 132 y 121.37 g respectivamente; los menores pesos del fruto los presentaron
T6, TS5 y T3 con 97.15, 101.54 y 105,93 g. respectivamente. Para la variable
circunferencia del fruto aparecen nuevamente T7, T4 y T2 registrando los mayores
valores con 13.19, 13.06 y 12.5 cm; T5, T6 y T1 aparecen como los peor evaluados
con 11, 11,17 y 11.37 cm respectivamente.

La superioridad de los tratamientos T2, T4 y T7 con relacion a los indicadores de
produccién, se refleja en la obtencién de los mejores rendimientos (Cuadro 7) y en
los mejores indicadores de cosecha; el célculo de los rendimientos se hizo teniendo
en cuenta las caracteristicas del fruto evaluadas, bajo el supuesto que frutos
provenientes del T1 por presentar una menor calidad presentaran un 30 % de fruto
de desecho, asi mismo para los tratamientos T3, T5, T6 y T8 tuvieran un 25% y que
para los tratamientos T2,T4 y T7 por presentar las mejores caracteristicas del fruto
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solo se rechazara un 17% del fruto que es en promedio el porcentaje de fruta
descartado por las compafias bananeras. ”

Consecuente con lo anterior se detecto a T2 con 1820 cajas por ha como el
tratamiento de mayor productividad , seguido por T4 y T7 con 1463 y 1394, frente al
testigo con 959. Asi mismo los tratamientos T5 y T8 a pesar de haber presentado una
mayor severidad de la enfermedad presentaron un buen comportamiento para la
variable de respuesta rendimiento con 11156 y 1177 cajas respectivamente
presumiblemente por efecto de la materia organica dentro del tratamiento, aungue
las dosis aplicadas fueron relativamente bajas; asi mismo, la melaza tuvo un efecto
favorable sobre la nutricion de las plantas expuestas a ésta por sus altos niveles de
potasio y zinc, lo cual se refleja ademas en la diferencia existente entre el
rendimiento de T3 (sustrato A) con 1033 cajas, frente a 976 caja por ha obtenidas
para el T6 (sustrato B).

El comportamiento de T1 se debe sin duda al subsidio recibido de los otros
tratamientos por efecto de deriva; igual situacién se presenta para el resto de los
tratamientos siendo mas evidente para el tratamiento quimico en el cual se logrd una
reduccion importante en el nimero de aplicaciones.

Cuadro 7. Analisis econémico para las diferentes alternativas del control de la
Sigatoka negra utilizando la técnica de los presupuestos parciales.

Concepto T T2 T3 T4 T5 T8 T7 T8
Rend kg ha™ 958 1620 1033 1463 1156 976 1394 1177
Precio kg™’ 860 550 660 605 660 6,60 6,06 6,60
Beneficios brutos 6320 8910 6818 8851 7630 6442 8434 7768
Costos variables 279 1747 691 2365 1403 582 2003

Beneficios netos 6329 8631 5071 8160 5265 5038 7852 5765

) Marin, D. 2000 Productividad del cultivo de banano. DEL MONTE. Comunicacion
Personal
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

La manipulacion del ambiente a nivel del filoplano mediante la aplicacion de
sustratos estimula la multiplicacién, el establecimiento vy la diversidad de
poblaciones de antagonistas las cuales se ven aliamente favorecidas al ser
expuestas las plantulas a condiciones de campo, aun sin la aplicacién de estos
sustratos como ocurrio para T1y T20.

A medida que se realizan las diferentes aplicaciones de los sustratos en el tiempo
se presenta un mejor comportamiento de los antagonistas frente a las diferentes
variables evaluadas, lo cual supone en alguna forma un efecto acumulativo de los
mismos, siendo las colonias amarillas y blanco nacar las que presentaron la mejor
respuesta.

El mejor comportamiento de los antagonistas para las variables de respuesta
capacidad de multiplicacion, diversidad de colonias, habilidad para producir enzimas
quitinoliticas y glucanoliticas y efecto sobre el desarrollo de la enfermedad fue para
los suatratos correspondientes a los tratamientos T6 (melaza + quitina + leche) y T11
(quitina +gucano + nitrato de calcio).

La manipulacidn del ambiente a nivel del filoplano como estrategia de control
biologico requiere de la disponibilidad de un sustrato que permita la mayor
estabilidad de ias poblaciones de antagonistas en el tiempo, aun bajo condiciones
adversas y que promueva la presencia de una mayor diversidad de colonias para que
ejerzan una funcién de complementariedad.

La utilizacion de los sustratos (melaza + quitina + leche) y (quitina +gucano + nitrato

de calcio) alternados con la aplicacion de los funguicidas usados de manera
tradicional para el control de la enfermedad a nivel de la investigacién permitieron
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una reduccion del 40% en la aplicacién de estos, convirtiéndose en una alternativa
de gran potencial para el combate de la enfermedad.

La exposicion del grupo de las plantas hijas al efecto de los sustratos desde sus
etapas iniciales permitid un mejor comportamiento con relacién a las variables de
respuesta HMJM, grado de desarrolio de la enfermedad y total de hojas limpias, en
comparacion con el grupo de las plantas aduitas.

Los resultados obtenidos para los tratamientos T5(sustrato A + orgénico) y T8
(sustrato B + organico) suponen un manejo inadecuado en cuanto a dosis y época
de aplicacion dado el efecto positivo que tienen las enmiendas organicas en la
disminucion y regulacion de las poblaciones de patégenos.

Existe compatibilidad entre los diferentes tipos de antagonistas favorecidos con la
aplicacion de los sustratos y los fungicidas empleados en el control de la sigatoka
negra empleados a dosis comerciales.

5.2, RECOMENDACIONES

Realizar ensayos de validacion a nivel comercial donde sea posible eliminar los
subsidios de un tratamiento a otro por efecto de la deriva dada la proximidad entre
parcelas y asi poder generar informacion de mayor confiabilidad con relacién al
efecto individual de cada uno de ellos.

Realizar investigacion mas detallada para determinar la cantidad y tipo de nutrientes
presentes en la filosfera y su efecto real sobre la multiplicacion de los antagonistas.

Evaluar a nivel de campo la multiplicacion y dinamica de poblacion de los

microorganismos antagonistas utilizando diferentes intervalos de tiempo entre las
aplicaciones de estos y el lavado de la hoja.
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Realizar caracterizacién mas profunda de los antagonistas aislados y pruebas a
nivel de laboratorio para determinar su efecto sobre el desarrollo de la enfermedad.

Incluir el control biologico de la enfermedad mediante la aplicacion de los sustratos
dentro de un paquete tecnoldgico a nivel comercial que incluya todas las practicas
agricolas recomendadas para el éptimo desarrolio del cultivo.

Realizar ensayos utilizando diferentes fuentes, dosis y épocas de aplicacion de
enmiendas organicas, aplicadas conjuntamente con los sustratos referidos para
evaluar sus efectos sobre el desarrollo de la enfermedad.

Investigar sobre fuentes mas baratas de quitina y equipos de aspersién adecuados
para su  aplicacibn  buscando que la alternativa ademas de ser viable
ecologicamente, lo sea también desde el punto de vista econémico.

Gran aversion al riesgo por parte de los productores y una gran seguridad conferida
por los funguicidas frente al manejo de la enfermedad requieren el desarrollo de

proyectos con la participacion de ellos para la transferencia de la tecnologia fimpia .

Realizar trabajos sobre formulacion de los sustratos para darles mayor estabilidad
en condiciones de campo.
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Anexo 1. Datos climaticos diarios registrados en la estacion experimental “La
Montana”, CATIE, Turrialba, Costa Rica, durante la fase | de la investigacion.

Humedad
Ano Mes Dia | temp. | Temp. Temp. Radiacion Reslive
Méaxima | Minima | Media | Precip. | Solar | Media | Minima
(*C) (°C) (°C) | (mm) | (MJ/m2)| (%) (%)
2000 2 220 204 163 181 439 548 975 91
2000 2 23 227 163 181 256 465 90 64
2000 2 24 277 149 197 o| 1473 833 54
2000 2 25 262 167 197 1.2 831 858 59
2000 2 26 261 152 193 39 1423 881 60
2000 2 27, 253 169 193 0.3 921 865 64
2000 2 28 266 18 197 15 1198 84 51
- 2000 2 29, 261 153 199 34/ 1385 845 59
2000 3 1 272 152 202 o| 1356 834 56
E 2000 3 2l 287 157 196 o| 13370 833 55
. 2000 3 3 280 167 205 0 1523 822 53
o 2000 3 4 2720 168 204 o 1581 868 64
: 2000 3 5 281 17¢ 204 0.3 146| 876 61
; 2000 3 6| 278 154 21 106 156/ 884 57
1 2000 3 71 269 187 212 22 1409 88 61
2000 3 8| 266 17.8 20 76| 1167 896 69
2000 3 9 2570 1786 20 4 8.03 87 64
2000 3 10| 286 163 212 o 1975 801 52
2000 3 1] 282 134 207 0| 2394 818 49
2000 3 120 287 158 217 ol 2188 813 58
2000 3 131 302 174 212 0.1 11.8] 841 50
: 2000 3 14,  286| 169 198 4.8 851 898 65
20000 - 3 15, 291 18] 222 02 1925 823 55
: 2000 3 16 281 182 2158 12, 16.07 86 65
2000 3 17| 286] 184 213 0.8  11.51] 848 56
/
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~ Anexo 3. Distribucién espacial de las plantulas en el invernadero

\tm/\tz/\t?/\io_/\m/\m/
\t2/ A\ /N /N6 /\u/\ st/

\ta/\ms/\ts/\m/\ts/\ﬁ/

\ t14 / \t13/\t10/\_ﬂ§_/\t16 / \i/
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Anexo 4. Formato para evaluar el niimero de colonias por muestreo.

85

Fecha:
Ri Ril Rill
plato 1 plato 2 plate 3 plate 1 plato2 plato 3 plato 1 plate 2 plate 3

lrat | #Col. | Color [ # Col, | Color | # Col.  Color | # Col. | Color | # Col,  Color | # Col, | Color | # Col. | Cotor | # Col. | Color | # Col. | Color

# Col: Namero de colonias R: Repeticion

Anexo 5:-Formato para evaluar la enfermedad negra segun la escala de Foure

985.
Fecha Fecha Fecha

Repelicion {|Regpeticion ll| Repeticion |Il | Repeticion | |Repeticion || |Repeticion li| Repeticién | | Repeticién il |Repeticion 1l

No [GIVINo:G|V | No |GriVI|No[Gr|[VI|No|GriVIINo[Gr|ViiNo!lGriVI|NoiGr|VI{No|Gr|Wi
N

No= Nimero de hoja Gr= Grado V= Valor



Anexo 6. Formato para registrar informacion relacionada con numero de hoja y
estado de hoja candela.

Trat Rep Plan M1 Cigarro M2 Cigarro, M3 Cigatro M4 Cigarro total
N No No Mo No

M: Muestreo No: Numero de hoja
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Anexo 7. Frecuencia de emision foliar durante el periodo de inoculacién natural

Tratamientos Datos Total | Prom Hoj nuev

1 Lectura 1 21 7.0 2.3
Lectura 2 24 80
Lectura 3 27 g0
Lectura 4 28 93

2 Lectura 1 21 70 2.7
Lectura 2 24 80
Lectura 3 27 90
Lectura 4 29 9.7

3 Lectura 1 20 6.7 2.0
Lectura 2 23 7.7
Lectura 3 24 80
Lectura 4 25 87

4 Lectura 1 22 73 2.3
Lectura2 25 83
Lectura3 27 8.0
Lectura 4 29 97

5 Lectura 1 21 7.0 2.3
Lectura 2 24 80
Lectura 3 27 a0
Lectura 4 28 93

6 Lectura 1 22 73 2.0
Lectura 2 24 80
Lectura 3 25 83
Lectura 4 28 93

7 Lectura 1 21 7.0 2.0
Lectura 2 23 77
Lectura 3 26 87
Lectura 4 27 90

8 Lectura 1 22 73 2.0
Lectura 2 24 80
{ectura 3 25 83
Lectura 4 28 83

] Lactura 1 20 67 2.0
Lectura 2 22 7.3
Lectura 3 23 77
Lectura 4 28 87

10 Lectura 1 21 70 2.3
Lectura 2 23 77
Lectura 3 25 83
Lectura 4 28 g3

11 Lectura 1 20 67 2.0
Lectura 2 22 73
Lectura 3 24 80
Lectura 4 26 87

12 Lectura 1 21 70 2.0
Lectura 2 23 77
Lectura 3 26 87
Lectura 4 27 9.0

Prom: Promedio

Hoj nuev: Hojas nuevas
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Anexo 7. Continuacion

Tratamientos Datos Total | Prom,. Hoj nuev
13 Lectura 1 21 7.0 2.0
Lectura 2 22 7.3
Lectura 3 24 80
Lectura 4 27 90
14 Lectura 1 22 73 2.0
Lectura 2 23 7.7
Lectura 3 25 83
Lectura 4 28 9.3
15 Lectura 1 21 7.0 2.0
Lectura 2 22 7.3
Lectura 3 24 80
Lectura 4 27 80
16 Lectura 1 21 7.0 23
Lectura 2 23 7.7
Lectura 3 26 87
Lectura 4 28 83
17 Lectura 1 21 7.0 2.0
Lectura 2 24 8.0
lLectura 3 26 8.7
Lectura 4 27 9.0
18 Lectura 1 20 8.7 2.0
Lectura 2 21 7.0
Lectura 3 24 8.0
Lectura 4 26 87
19 Lectura 1 21 7.0 2.0
Lectura 2 23 7.7
Lectura 3 24 8.0
Lectura 4 27 9.0
20 Lectura 1 21 70 2.0
Lectura 2 23 7.7
Lectura 3 26 87
Lectura 4 27 90
Total Lectura 1 420 |7.0 2.1
Total Lectura 2 462 |77
Total Lectura 3 506 |84
Total Lectura 4 547 191
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{5 Anexo 8. Frecuencia de emision foliar durante el tiempo del ensayo.

Tratamiento Datos Total | Prom | Hnuev
1 Lectura 1 17 57 3.7
Lectura 2 18 6.0
Lectura 3 21 7.0
Lectura 4 24 80
Lectura 5 27 g0
Lectura 6 28 83
2 {ectura 1 18 6.0 .7
Lectura 2 20 6.7
Lectura 3 21 70
Lectura 4 24 8.0
Lectura &5 27 90
lectura 6 29 Q7
3 Lectura 1 15 50 3.7
Lectura 2 17 57
Lectura 3 20 67
Lectura 4 23 7.7
Lectura 5 24 8.0
Lectura 6 26 87
4 Lectura 1 19 6.3 3.3
Lectura 2 21 7.0
lectura 3 22 73
Lectura 4 25 83
lectura 27 80
Lectura 6 29 97
5 Lectura 1 17 57 3.7
lLectura?2 19 63
Lectura 3 21 70
Lectura 4 24 8.0
lLectura s 27 90
Lectura 6 28 83
6 Lectura 1 18 80 3.3
Lectura 2 19 6.3
Lectura 3 22 73
Lectura 4 24 80
Lectura 25 B3
Lecturag 28 93
7 Lectura 1 16 53 3.7
Lectura 2 18 8.0
Lectura 3 21 7.0
Lectura 4 23 77
Lectura 5 26 87
Lectura 6 27 90
8 Lectura 1 17 57 3.7
Lectura 2 19 6.3
Lectura 3 22 73
Lectura 4 24 80
Lectura 5 25 83
Lectura s 28 9.3
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Anexo 8. Continuacién

9 Lectura 1 16 53 3.3
Lectura 2 17 87
Lectura 3 20 67
Lectura 4 22 73
Lectura 5 23 77
Leciura 6 26 87
10 Lectura 1 18 6.0 3.3
lectura 2 18 60
Lectura 3 21 7.0
Leclura 4 23 7.7
Lectura s 25 83
Leclura 6 28 93
11 Lectura 1 16 53 3.3
Lectura 2 17 57
Lectura 3 20 8.7
Lectura 4 22 73
Lectura 5 24 8.0
Lectura 6 26 87
12 Lectura 1 16 53 3.7
Lectura 2 18 60
lectura 3 21 70
Lectura 4 23 77
Lectura 26 87
Lectura 6 27 8.0
13 Lectura 1 16 53 3.7
Lectura 2 18 60
Lectura 3 21 7.0
Lectura 4 22 7.3
Lectura 5 24 80
Lectura 6 27 9.0
14 Lectura 1 18 53 4.0
Lectura 2 19 63
Lectura 3 22 73
Lectura 4 23 77
Lectura 5 25 83
Lectura 6 28 93
15 Lectura 1 16 53 3.7
Leciura 2 18 6.0
Lectura 3 21 70
Lectura 4 22 73
Lectura 5 24 80
Lectura 6 27 90
16 Lectura 1 17 57 3.7
Lectura 2 18 80
Lectura 3 21 70
lLectura 4 23 17
lectura 5 26 87
Lectura 6 28 9.3
a0




Anexo 8. Continuacion

17

18

19

20

Totat Lectura 1
Total Lectura 2
Total Lectura 3
Total Lectura 4
Total Lectura 5
Total Lectura 6

Lectura 1
Lectura 2
Lectura 3
Lectura 4
Lectura 5
Lectura g
Lectura 1
Lectura 2
Lectura 3
Lectura 4
Lectura 5
Lectura 6
Lectura 1
[ectura 2
Leciura 3
Lectura 4
Lectura 5
lectura B
Lectura 1
Lectura 2
Lectura 3
Lectura 4
Lectura
Lectura 8

3.0

3.3

3.7

3.0

3.5
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Anexo 9. Disposicidn espacial de las unidades experimentales en el campo
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Anexo 10. Formato para evaluacion de Sigatoka negra a nivel de campo

Fecha:

Finca: Estaclén experimental "La

Montajiia",

# hoja

B (/P11 2 3 4 5 6789 10 11 12|C| UMM [ TH [HL|THE| 0 [1 ]2} 23

B: Blogue
C: Cigarro

T: Tratamiento P: Planta

TH: Total de hojas

THE: Total hojas enfermas

HMJM: Hoja mas joven manchada

HL: Hojas limpias

Anexo 11: Formato para registrar datos relacionados con el desarrolio de la planta

may-02 may-30 in-25 Jul-25 ago-22
ffecha de # hojaa
Iniclo |# hojas alFecha de a
B [T |P CIHIEIJDIHI|E HIE|D|H|E|D}H]|E [floracidnifloracién|cosecha |cosecha
B: Blogue T: Tratamiento P Planta
D Diametro H: Altura E: * Planta aduita
** Planta hija
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Anexo 12. Andlisis de varianza para las colonias blanco nacar (segundo muestreo)

FV GL SC CM F Prob>F
Tratamiento 19 339x10™ 1 178x 10" 8.29 0.0001
Error 148 318x10™[215x 10"

Total 167 657 x10 "

Anexo 13. Analisis de varianza para las colonia amarillas (segundo muestreo)

FV Gl sC CM F Prob>F
Tratamiento 19 514x10%|270x 10" 5.02 0.0001
Eror 120 648x 10 2!539x10"

Total 139 1.16x10™

Anexo 14. Analisis de varianza para las colonias rosadas (segundo muestreo)

EvV GL 8C CM F Prob>F
Tratamiento 5 485x10°% | 970x10°% 8.24 0.0008
Error 14 165x10°% | 12x10%

Total 9 6.5x10°%

Anexo 15. Analisis de varianza para las colonias blanco mate (tercer muestreo)

FV GL SC CM F Prob>F
Tratamiento 4 9x10® {226x10°%| 2214 0.0437
Errar 2 2x107 | 1.02 x107

Total 6 9.26x 10 °

Anexo 16. Analisis de varianza para las colonias blanco nacar (tercer muestreo)

Fv GL SC CM F Prob>F
Tratamiento 19 436x10 "% |229x10 " 202 0.0104
Eror 156 177x 10 ®*M.14x 101"

Total 175 2.21x10 "7
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Anexo 17. Andlisis de varianza para las colonias amarillas (tercer muestreo)

FV GL 5C CM F Prob>F
Tratamiento 19 6.62x 10| 3.48x 102 474 0.0001
Error 156 114x10™|7.35x 10"

Total 175 1.81 x 10"

Anexo 18. Analisis de varianza para las colonias amarillo vivo (tercer muestreo)

FV GL sC CM F Prob >F
Tratamiento 19 204x10™ {15 x10™ 833 0.0001
Error 113 21x 10" [ 1.86x10'°

Total 132 5x 10"

Anexo 19. Andlisis de varianza para las colonias blanco mate (cuarto muestreo)

FV GL SC CM F Prob>F
Tratamiento 8 126x10°%| 21x10°8 20.07 0.0024
Error 5 525x107 | 1x 107

Total 11 1.3x10°

Anexo 20. Analisis de varianza para las colonias blanco nacar (cuarto muestreo)

FV GL 8C CM F Prob>F
Tratamiento 19 61x10"% | 32x10" 6.06 0.0001
Error 112 59x10% |53 x101°

Total 131 12x10"

Anexo 21. Analisis de varianza para las colonias amarillas (cuarto muestreo)

Fv GL SC CM F Prob >F
Tratamiento 19 489x10%|257 x10'"| 318 0.0001
Error 134 1x 10" | B1x10"

Total 153 157 x 10 *°
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Anexo 22. Andlisis de varianza para las colonias rosadas (cuarto muestreo)

Fv GL SC CM F Prob>F
Tratamiento 15 42x10" [281x10"° 353 0.0008
Eror 38 302x 10| 7.95x%x 10°

Total 53 7.23x10"

Anexo 23. Analisis de varianza para las colonias amarillo vivo (cuarto muestreo)

FV GL 8C CM F Prob>F
Tratamiento 19 669x10'"i352x10" 264 0.0007
Error 118 167x10"211.33 x 107

Total 137 224x10 "

Anexo 24. Analisis de varianza para las colonias amarillo radiante (cuarto

muestreo)
FV GL sSC CM F Prob >F
Tratamiento 3 219x10"73 x10"%| 8887 0.0001
Efror 5 425x 10%18851x 107
Total 8 2.19x10 ™M

Anexo 25. Analisis de varianza para las colonias blanco nacar (quinto muestreo)

FvV GL SC CM F Prob >F
Tratamiento 19 471x10" 248 x 10" 273 0.0004
Error 147 133x 107 |g08x 10"

Total 166 1.8x10"

Anexo 26. Analisis de varianza para las colonias amarillas (quinto muestreo)

FV GL SC CM F Prob>F
Tratamiento 19 733x10" i3ssx 10" 222 0.0046
Error 133 231x 101 73x 10"

Total 152 3.04x 10"
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Anexo 27. Analisis de varianza para ias colonias amarillo vivo (quinto muestreo)

FV GL SC CM F Prob =F
Tratamiento 18 118x10% |65 x10"° 3.44 0.0001
Error 112 213x 10" 19x 10

Total 130 332x10™

Anexo 28. Anélisis de varianza para las colonias amarilio radiante (quinto

muestreo)
FV L sC CM F Prob>F
Tratamiento 17 134x10"2|788x10 " 236 0.01041
Error 47 157x 10 (334x 10
Total 64 2.91x10™

Anexo 29. Andlisis de varianza para las colonias amarilio estriado (quinto

muestreo)
FV GL SC CM F Prob>F
Tratamiento 13 264x10"% |204x10™ 237 00357
Error 22 1.88x 10 |856x 10 ™
Total 35 45 x10"

Anexo 30. Andlisis de varianza para la evaluacidn del desarrollo de la enfermedad
a nivel de invernadero.

FV GL SC CM F Prob>F

Tratamiento 19 43321.7 228000 3.56 0.0001
Hoja 3l 184158172 613839.07 957 46 0 0001
Muestreo 2 181623 3 95811.65 149 45 0.0001
Tratamiento*hoja 87 728272 1277 67 1.99 0 0001
Tratamiento*muestreo 38 15576 7 403 91 064 0.9546
Hoja*muestreo 6 57274 4 954573 14 89 00001
Tratamiento*hoja*muestreo 114 38281 1 33580 052 1 0000
Frror 480; 30773333 641 11

Total 719; 2568154.03
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Anexo 31. Comportamiento y dindmica de poblacién de los microorganismos
bajo condiciones de invernadero.

Evaluacion Planta 1 Planta 2 Planta 3 Planta 4
# color # color # color # color
1 4400 b 5650 b 3800 b 6800 b
8650 ¢ 5650 c 3350 ¢ 2850 c
1650 a 2200 a 900 a 2700 a
80 r 200 r . . . ,
2 1600 b 2850 b 2200 b 3800 b
15650 ¢ 700 ¢ 2600 ¢ 1700 c
50 a 250 a 400 a 650 a
2560 r . . 200 r ‘ .
3 1150 b 550 b 2150 b 350 b
1850 ¢ 1700 c 2050 ¢ 1150 C
800 a 600 a 1150 = 650 a
100 r 100 r } . . ,
4 3700 b 2150 b 1600 b 150 b
2100 ¢ 850 c 800 [ 300 c
400 a 150 a 650 a 350 a
150 r 250 r 100 r 50 r
5 1200 b 1150 b 2200 b 500 b
700 ¢ 750 c 350 c 400 c
700 a 550 a 250 a 450 a-
50 r . . 150 r
b’ blanco mate ¢: blanco nacar a: amarillo  r: rosado

Anexo 32. Andlisis de varianza para hojas funcionales al momento de la floracion

EV GL SC CM F Prob>F
Repeticion 4 1.2885 0.3221 051186 07277
Tratamiento 7 57.6760 B.2394 13.0848 0 0001
Emor 28 17 6315 0 6297
Total 39 76,5860
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axo 33. Andlisis de varianza para hojas funcionales al momento de la cosecha

FvV GL SC M F Prob>F
Repeticion 3 8 5475 28492 1.7594 0.1857
Tratamiento 7 1889250 26,9893 16.6662 0.0001
Emor 21 34,0075 16194
Total 31 231.4800

2x0 34, Poblacion y diversidad de colonias a nivel de campo.

Tratamientos! Colonias Campo

™ Blanco mate 2.E+04
Blanco nacar 3,E+04
Amarilio 3,E+04
Rosado 4 E+04
Amaritlo vivo 2,6404
Naranja 3,E+04

T2 Blanco nacar 2,E+04
Amariflo vivo 2.E+04
Naranja 3,E+04

T3 Blanco mate 3.E+04
Blanco nacar 1,E+05
Amarillo 2,E+05
Rosado 6,E+04
Amarillo vivo 7,E+04
Naranja 4 E+04

T4 Blanco mate 2,E+05
Blanco nacar 2, E+06
Amarillo 2,E+05
Rosado 4, E+04
Amarillo vivo B,E+04
Naranja 2 E+05

TS Blanco mate 2,E+04
Blanco nacar 4 E+05
Amarillo 5 E+05
Rosado 3,E+04
Amarillo vivo 3,E+04
Naranja 7.E+04
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Anexo 34, Continuacion

T6 Blanco mate 2,E+04
Blanco nacar 4 E+05
Amarillo 1,E+05
Rosado 9,E+04
Amarillo vivo 3,404
Naranja 7.E+04
T7 Blanco mate 2,E+04
Blanco nacar 4,E+05
Amariflo 4, E+05
Rosado 5,E+08
T8 Blanco nacar 2 E+05
Amarillo 2, E+05
Rosado 3,E+04
Amarillo vivo 2.E+04

Anexo 35. Analisis de varianza para las colonias blance mate (muestreo a nivel de

campo)

FV GL SC CM F Prob>F
Repeticién 4 2.24E+08 5 58E+07 029 08793
Tratamiento 5 1.71E+10 3. 42E+09 17 63 0.0001
Emor 10{ 1 94E+09 1,94E+08
Total 19]  1.93E+10

Anexo 38. Analisis de varianza para las colonias amarillas (muestreo a nivel de

campo)

FvV GL sC CM F Prob>F
Repeticion 4 5.680E+11 1.40E+11 172 0.1688
Tratamiento 6 1 34E+12 2 23E+11 274 00274
Error 35 2 85E+12 8 14E+10
Total 45 4.75E+12
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Anexo 37. Anélisis de varianza para la variable diametro del pseudota!lo en s

plantas adulias
Fv GL sC CM £ Prob>F
Repeticién 4 3592300  89.8075 85797 00001
Tratamiento 7 1754000 @ 250571 23938 0.0472
Error 28 293.0880 10.4674
Total 39  827.7180

Anexo 38. Analisis de varianza para la variable peso total del racimo

FV GL SC CM F Prob>F
Repeticion 3 72.8846 24.2949 11386 0.3391| -
Tratamiento 7 4941681 70.5954 3.3085 0.0040
Error 75 1600.3343 21.3378
Total 85 2167.3870

Anexo 39. Andlisis de varianza para la variable peso del fruto medio de la
antepentltima mano

FvV GL SC CM F Prob>F
Repeticién 3 2827.2463 942 4154 1.8108 01351
Tratamiento 7 217967352 3113.8193 63134 00001
Error 75 369806106 4932081
Total 85 61614.5021

Anexo 40. Analisis de varianza para la variable fongitud del fruto central de Ia
antepenultima mano

EV GL sC CM F Prob>F
Repeticion 3 26454 0 8818 05370 0.6584
Tratamiento 7 44 6262 6.3752 38826 0.0012
Emor 75 123.1504 1.6420 o
Total 85 170.4220
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Anexo 41. Analisis de varianza para la variable circunferencia del fruto central de
la antepentiltima mano

FV GL SC CM F Prob>F
Repeticion 3 0.1106 0.0369 0.0646 09784
Tratamiento 7 16.0870 2.2981 4.0266 0.0009
Ermror 75 42 8081 0.5707
Total 85 59.0037

Anexo 42. Andlisis de varianza para la variable peso del fruto central de la
segunda mano

Fv GL 5C CM F Prob>F
Repeticidn 3 31488618 10496206 1.4274 0.2415
Tratamisnto 7 198492652 28356093 3.8562 0.0012
Error 75 551504526  735.3394
Total 85 78148.5798

Anexo 43. Andlisis de varianza para la variable circunferencia del fruto central de
la segunda mano

FvV GL SC CM F Prab>F
Repeticidn 3 4 5121 1.5040 04130 0.7442
Tratamiento 7 54,6435 7.8062 2.1434 0.0491
Error 75 2731530 3.6420
Total 85 332.3086
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