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TALAVERA SEVILLA, M.E. 1996. Determinacion de B-glucano en subproductos agricolas

y cvaluacion del efecto de microorganismos glucanoliticos sobre Adycosphaerella

fijiensis en banano.

Palabras claves : Mycosphaerella fijiensis, control bioldgico, B-glucano, microorganismos

antagonistas, Sigatoka negra, banano.
RESUMEN

La Sigatoka negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, es el principal problema
fitopatologico que enfrentan los productores de banano de Centro América y de la mayoria de
paises del tropico donde se produce este cultivo. El manejo tradicional de la enfermedad se ha
llevado a cabo a través de la aplicacién de fungicidas, los cuales, debido a la agresividad del
patdgeno deben ser aplicados frecuentemente, provocando el desarrollo de resistencia por parte
del patégeno, incrementando los costos de produccion y ocasionando serios problemas de
contaminacion ambiental. En los Gltimos afios, el control bioldgico, a través del uso de
microorganismos antagonistas ha surgide como una alternativa de alto potencial. Gonzilez et

al.(1996), obtuvo resultados satisfactorios con el uso de microorganismos quitinoliticos.

Este trabajo tuvo por objetivos identificar una fuente de glucano comin en nuestro medio y
evaluar ¢l efecto de microorganismos glucanoliticos sobre Mycosphaerella fijiensis en banano.
La imvestigacién se llevd a cabo en el CATIE, Turriatba, Costa Rica; en ¢l laboratorio de
diagnostico y en campo, utilizando vitroplantas de la variedad Gran Enano sembradas en

macetas.

Se determiné el contenido de B-glucano en los substratos semolina de arroz, avena comercial,
bagazo de cafia de aziicar, granza de arroz y desecho de levadura de cerveza; seleccionandose
este ltimo, ¢l cual es muy comiin en nuestro medio, es barato y 1indi6 un buen porcentaje de B-
glucano, cuya extraccion se efectud por medio de un método sencillo y barato,

Ciento noventa y seis cepas bacteriales, 37 de las cuales pertenecieron al género Bacillus, se

aislaron de plantas de banano de la variedad Gran Enano. Estos microorganismos fueron



purificados y luego evaluados en medio agar-glucano y agar nuiriente-glucano, seleccionandose
siete cepas, las cuales mostraron la mayor actividad glucanolitica en el menor tiempo. A nivel
de laboratorio, utilizando discos de hoja de banano, cuatro de estas cepas, identificadas con los
codigos GS2, GBC2, G383 y GC1, mostraron un buen efecto antagénico sobre ascosporas de
Mycosphaerella fijiensis, inhibiendo su germinacion en un 25%, !8%, 14% y 9%,
respectivamente y reduciendo la longitud del tubo germinativo en un 47%, 37%, 40% v 38%,
respectivamente. Estas cepas también mostraron, a nivel de laboratorio, buena compatibilidad

con los fungicidas mas usados en banano.

A nivel de campo, se probd el efecto antagonico de las cuatro cepas bacteriales aplicadas con y
sin glucano, al igual que el efecto del glucano aplicado solo, sobre la severidad de la
enfermedad, utilizando plantas de la variedad Gran Enano sembradas en macetas e inoculadas
en forma natural con ¢l patogeno. Todos los tratamienios mostraron diferencias significativas
con respecto al testigo (agua), controlando la enfermedad en un 58.5% en promedio. De
acuerdo a la prueba de contrastes, no se encontraron diferencias significativas entre grupos de
tratamientos, lo cual puede deberse a la doble accién del glucano al incrementar las poblaciones
de otros microorganismos, particularmente glucanoliticos, y la activacién de los mecanismos de
defensa de la planta, especialmente las glucanasas. La prueba de Tukey al 5% detectd
diferencias significativas para los tratamientos GS3 + glucano, GS2 + glucano, la cepa GS2 sola
y el Glucano, los cuales redujeron la severidad de la enfermedad en un 67.0, 66.2, 65.4 y 65.0

porciento, respectivamente.
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TALAVERA SEVILLA, M. E. 1996. Determination of B-glucan in agricultural subproducts

and evaluation of glucanolitic microorganisms on Mycosphaerella fijiensis in bananas.

Key words: Mycosphaerella fijiensis, biological control, B-glucan, antagonistic

microorganisms, black sigatoka, bananas.

SUMMARY

Black sigatoka, caused by the fungus Mycosphaerella fijiensis, is the principal phytopathological
problem faced by banana producers in Central America and in the majority of tropical countries
where this crop is cultivated. The traditional management of the disease has been through the
aplication of fungicides, which, due to the aggresiveness of the pathogen must be applied
frequently, inducing the development of resistance by the pathogen, increasing the costs of
production and causing serious problems of environmental contamination. In the last few years,
biological control, through the use of antagonistic microorganisms, has emerged as a highly
potential alternative. Gonzélez et 4l(1996), obtained satisfactory results using quitinolitic

microorganisms.

This study had as its objective to identify, locally, a common glucan source and to evaluate the
effect of glucanolitic microorganisms on Afycosphaerella fijiensis in bananas. The research was
conducted at CATIE, Turrialba, Costa Rica; in the diagnostic laboratory and in the field, using
vitroplants of the Grand Nain variety planied in pots.

B-glucan content was determined for the substrates; rice bran, commercial oats, sugarcane
bagasse, rice hull and yeast residue of beer processing; the last being selected due to its easy
availability, its low cost and its yield of a good percentage of B-glucan, whose extraction was

accomplished by a economic and simple method.

A hundred and ninety six bacterial lines, of which 37 belonged to the genus Bacillus, were
isolated from plants of the Grand Nain variety. These microorganisms were purified and later
evaluated in agéxwglucan and nutrient agar-glucan medium, resulting in the selection of seven

lines, which showed the major glucanolitic activity in the least time. At laboratory level, using
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banana leaf discs, four of these lines, identified with the codes GS2, GBC2, (3S3 and GCi,
showed good antagonistic effects on M. fijiensis ascospores, inhibiting its germination in a 25%,
18%, 14% and 9% respectively and reducing the lenght of the germinative tube in a 47%, 37%,
40% and 38%, respectively. These lines also exhibited, at laboratory level, good compatibility
with the most utilized fungicides in bananas.

The antagonistic effect of the four bacterial lines applied with or without glucan, and glucan
only on the severity of the discase was ficld tested, using plants of the Grand Nain variety
planted in pots and inoculated naturally with the pathogen. All treatments showed significant
differences with respect to the control (water), controlling the disease on an average of 58.5%.
In accordance with a contrast analysis, there were no significant differences between groups of
treaiments, which could be a result of the double activity of the glucan, increasing the
popuiations of other microorganisms, particularly glucanolitic organisms, and the activation of
defense mechanisms of plants, especially glucanases. The tukey test at 5% detected significant
differences for the GS3 + glucan, GS2 + glucan, (352 line only and the glucan only treatments,
which reduced the severity of the disease on a 67.0, 66.2, 65.4 and 65.0%, respectively.
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DETERMINACION DE GLUCANO EN SUBPRODUCTOS AGRICOLAS Y
EVALUACION DEL EFECTO DE MICROORGANISMOS GLUCANOLITICOS
SOBRE Mycosphaerella fijiensis EN BANAND,

1. INTRODUCCION

El banano es uno de los cultivos mds importantes en Centro América y en general, en la mayoria
de paises del ropico, tanto por la superficie dedicada a su siembra, como por el valor de su
produccion. Genera una entrada alta de divisas, emplea gran cantidad de mano de obra y
promueve una considerable actividad econdmica por ¢l monto de los inswmos vy horas/hombre

dedicados a su produccion, mercadeo v agroindustria,

Sin embargo, el banano enfrenta serios problemas patoldgicos, los cuales reducen de manera
sustancial su rendimiento e incrementan los costos de produccion. La Sigatoka negra, causada
por el hongo Mycosphaerella fijiensis, es en la actualidad la enfermedad de mayor importancia
economica del cultivo. La cual, se encuenira ampliamente diseminada en América Central
(Stover, 1989). Segiin Wilson (1985), el patdgeno es altamente virulento en el tropico hiimedo,

pudiendo causar pérdidas cuantiosas sino se implementan medidas de manejo adecuadas.

La enfermedad provoca un rapido deterioro del drea foliar de la planta cuando no se le combate.
La disminucion de l1a capacidad fotosintética afecta el crecimiento y productividad de las plantas,
vy produce una reduccion de la calidad de la fruta al favorecer la maduracién prematura
(Gonzalez, 1995).

El mangjo de la enfermedad se ha basado en el uso casi exclusivo de fungicidas, los cuales,
debido a su gran agresividad, se aplican con mucha frecuencia. Este tipo de mangjo ha
incrementado los costos de produccion, ademas de estar propiciando ¢l desarrollo de resistencia

del agente causal a dichos productos.



Por otro lado, el uso excesivo de fungicidas representa una seria amenaza para la salud de las
personas involucradas en el proceso productivo y atenta contra la conservacion del ambiente en

las zonas productoras y sus alrededores.

Es necesario buscar nuevas opciones de manejo para su combate de manera que reduzean el uso
indiscriminado de fungicidas. Una alternativa viable al problema es la implementacién del
Control Biologico dentro de un programa de Manejo Integrado. Este no causa contaminacion
ambiental, no representa riesgos para la salud ptblica y podria ser mis rentable que el control

quimico (Hanson e Hilje, 1993), por o que podria ser econdmica y ecoldgicamente deseable,

Dentro del Control Bioldgico de enfermedades de la filosfera, el uso de THCI OO EANISMNOS
antagonistas, capaces de habitar y colonizar el nicho ecoldgico del patdgeno, se presenta como

una opcidén de alto potencial.

Segun Broglie ef al. (1994) uno de los principales constituyentes de la pared celular de los
hongos fitopatogenos es el glucano, un polimero de cadena larga. FEste hecho sugiere la
posibilidad de implementar el uso de substratos con base en glucano para incrementar las
poblaciones de microorganismos glucanoliticos de la filosfera, capaces de reducir la incidencia ¥
el dafio causado por hongos fitopatdgenos tan destructivos como Mycosphaerella fijiensis, lo
cual puede servir como complemento a la ya comprobada habilidad de MICTOOIZAnismos

quitinoliticos (Gonzélez, 1996) en ¢l control de dicho patégeno.

Basados en lo anterior, el presente trabajo tuvo por objetivos principales identificar una fuente
de glucano comiin en nuestro medio, asi como el aislamiento de microorganismos glucanoliticos
y la evaluacion de su capacidad antagénica a Mycosphaerella fijiensis a nivel de laboratorio v

campo,



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades sobre Sigatoka negra y su agente causal,

2.1.1 Distribucién geografica y situacién actual de la enfermedad.

La Sigatoka negra se describié por primera vez como una nueva enfermedad de las musaceas en
Fiji en 1963 (Leach, 1964). Posteriormente fue reportada en otras regiones asiaticas, las islas del
pacifico y Africa (Bureau, et al., 1992); aunque en varios de estos lugares se le conocia como

‘raya negra’.

En el continente americano, la Sigatoka negra fue observada por primera vez en Honduras en e}
afio 1972 (Stover, 1980). La enfermedad se ha diseminado ampliamente desde entonces,
encontrandose actualmente en 1a totalidad del area centroamericana, México, el Caribe v varios
paises de Sur América (Mourichon y Fullerton, 1990); incluyendo Venezuela, pais en ¢l cual se

report6 en 1992 (Haddad et al., citado por Ruiz, 1995).

La enfermedad, por su agresividad y dificultad de control, se¢ ha constituido en el principal
problema fitopatoldgico para la industria agricola bananera. La alta capacidad destructiva de la
enfermedad ha obligado a los productores a modificar las estrategias de combate, aumentando el
namero de aplicaciones de productos fungicidas por afio, lo cual ha originado el desarrollo de
resistencia por parte del patdgeno a varios de estos productos, teniendo entonces que recurrir a
la utilizacion de nuevos productos o a la utilizacién de mezclas mas eficaces para lograr su

control, incrementado substancialmente los costos de produccién.

En Costa Rica, la Sigatoka negra es la principal responsable de la disminucién de los
rendimientos, los cuales pasaron de 2620 cajas por hectarea por afio en 1990 a 1850 cajas en

1994 (Sauma, 1995).



El mangjo de la enfermedad basado en la utilizacién de productos quimicos sintéticos es una
estrategia muy cuestionada en la actualidad y existe un consenso general en que se necesita de

medidas alternativas menos daifiinas al medio ambiente, la biodiversidad v la salud humana.

Actualmente los trabajos de investigacion relacionados con ¢l combate de la enfermedad se
encaminan a la blisqueda de materiales resistentes, el desarrollo de fungicidas mas eficaces v la
implementacion del control biolégico, principalmente a través del uso de microorganismos
anfagonistas al patégeno, los cuales puedan ser incluidos dentro de un programa de manejo

integrado.

2.1.2 Sintomatologia de la enfermedad.

El desarrollo de los sintomas de la Sigatoka negra sobre la planta estd directamente influenciado
por las condiciones climaticas (Fouré, 1992). De acuerdo a las observaciones realizadas por
Bureau et al. (1992), el desarrollo de la enfermedad puede ser dividido en los siguientes seis
estadios:

Estadio 1: En la fase inicial se presenta como una pequefia decoloracién, conocida como pizea,
de aproximadamente 1 mm de largo, de color blanco a amarillo v visible Unicamente en el envés

de 1a hoja. Su observacion requiere de la exposicion del envés de la hoja a la luz.

Estadio 2: La decoloracion se transforma en una estria de 2 a 3 mm de largo, de color rojizo.

Esta puede observarse en ambos lados de 1a hoja.
Estadio 3: Estria mas larga y mas ancha. En este estadio aparecen los conididforos.

Estadio 4: Se presenta como una mancha oval de coloracién marrén a café oscuro en el envés y

negra en ¢l haz de la hoja.

Estadio 5: Se presenta como una mancha totalmente negra, de forma eliptica y rodeada por un

halo amarillo cuyo centro empieza a deprimirse,



Estadio 6: Este es el estadio final del desarrollo de la enfermedad y se caracteriza porque el
centro de la lesién se seca y foma una coloracion blanco-grisiceo, en la que pueden observarse

claramente los peritecios.

Segiin Meredith y Lawrence (1969), la coalescencia de las lesiones sobre la hoja, la cual toma

una coloracién oscura, ocure 3 o 4 semanas despues de que aparecen los primeros sintomas.

2.1.3 Biologia de Mycosphaerella fijiensis y descripcion del proceso
infectivo.

El hongo Mycosphaerella fijiensis periencce a la clase Ascomycetes, subclase

Loculoascomycetidae, orden Dothidiales, familia Dothideaceae, género Mycosphaerella

(Alexopoulus y Mims, 1979).

Este hongo se reproduce en forma sexual y asexual durante su ciclo de vida. La fase asexual se
caracteriza por la formacién de conidiéforos, en cuyas estructuras se producen las esporas
asexuales o conidios. Esta fase se presenta en los primeros estadios de desarrolo de la
enfermedad (pizcas, manchas), durante los cuales los conididforos salen de los estomas,

principalmente en la superficie inferior de la hoja (Marin y Romero, 1992).

La emergencia de conidiéforos es constante hasta el segundo estadio de mancha, a partir del
cual, pocos nuevos conididforos se desarrollan (Meredith y Lawrence, 1969). De acuerdo a
Cervantes et al (1991) se pueden encontrar hasta 33 conidi6foros por mm? de tejido afectado

por sintoma 2 segiin escala de Fouré.

La produccion de conidios es casi continua entre el segundo estado de estria y el segundo gstado
de mancha. Los primeros conidioforos en cesar la produccién de conidios son los situados cerca
del ceniro de la mancha, mientras los situados en la periferia de la misma son los Gltimos en
cesar su produccion. Los conidioforos emergen individualmente o en grupos de 2 a 8
(comfinmente 2, a 4) a través de los estomas situados en la superficie inferior de la hoja,

emergiendo pocos conidiéforos a través de los estomas situados en la superficie superior de la



lesion. Estos conidiéforos emergen a partir de hifas presentes en la cavidad subestomatica

(Meredith y Lawrence, 1969).

Los conididforos tienen forma recta a curva y son raramente ramificados en la base. Su
coloracion va de blanquecino a café oliviceo y pueden tener de cero a cinco septos. Su longitud
y didgmetro promedio son de 32um y 5.5pm respectivamente. Cada conidiéforo presenta una o
mas cicatrices de tamafio medio cerca de su parte terminal, lo cual es una caracteristica
importanie en el diagndstico. Ademas de conidiéforos, en los estadios tempranos de estrias una
0 mas hifas vegetativas pueden emerger a través de los estomas en la superficie inferior de la
lesion, continuando su produccion hasta el estadio de mancha. Los conidios son formados
solitariamente en la punta del conidioforo, volviéndose uego a una posicion lateral (si atin estan
adheridos) debido a los diversos grados de proliferacidn apical del conidiéforo. En el campo,
hasta 4 conidios en c¢stado maduro pueden encontrarse adheridos a un solo conidioforo. Los
conidios son rectos o medianamente curvados, son de un color verdoso palido a oliviceo v con

un namero promedio de septos entre 5y 7 (Meredith y Lawrence, 1969).

La fase sexual del hongo se caracteriza por la formacién de espermogonios v pseudotecios
(peritecios). Las esporas sexuales son las ascosporas, las cuales se producen en gran niimero en

los pseudotecios.

Los espermogonios comienzan a desarrollarse en el segundo estadio de mancha, siendo mas
abundantes en la superficie inferior de Ia lesion. La agregacién de hifas hialinas dentro de la
camara subestomadtica es la primera indicacién de que un espermogonio esitd a punto de
formarse. Los espermogonios estin consistentemente asociados a los conidioforos de M.

fifiensis, provocando su desprendimiento de la hifa madre.

Los peritecios tipicos del hongo son anfigenos, pero més abundantes en la superficie superior de
Ia mancha. se encuentran dispersos e inmersos, perforando la epidermis por un ostiolo papilado
fino o moderadamente grueso. Son globosos, con un didmetro de 50 a 85 pm; su pared esta

compuesta por 3 0 mas capas de células poligonales color café-oscuro.



Las ascas son numerosas, bitunicadas, obclavadas; con 8 ascosporas v carentes de parafisos. Las
ascosporas son biseriadas, uniseptadas, con una ligera constriccién en dicho septo. Son de forma
clavada-fusoide, con la célula mas grande situada en la parte superior del asca; son hialinas y

miden un promedio de 13.7 x 3.7 pm (Meredith v Lawrence, 1969).

Mycosphaerella fijiensis esporula abundantemente sobre hojas infectadas (Leach, 1964,
Meredith y Lawrence, 1969). Durante las etapas tempranas del desarrollo de l1a lesion (pizcas y
esirias) hay una produccién relativamente escasa de conidiéforos y conidios. En posteriores
etapas (manchas) hay una produccidn copiosa de peritscios v ascas. La infeccién primaria en
plantas jovenes de cultivos nuevos ocurre casi exclusivamente debido a ascosporas transportadas
por el viento. En plantaciones vigjas se da la infeccidn tanto por conidios come por ascosporas,

predominando este Gltimo tipo (Meredith y Lawrence, 1973).

La infeccién usualmente comienza en el margen inferior izquierdo de la hoja debido a que esa
area es la que primero se expone al inéeulo en el campo, una vez que la hoja candela o cigarro
se desentolla. Ademas, la morfologia de la hoja sugiere una mayor acumulacion de humedad en
esa drea, una condicion necesaria para el establecimiento y germinacion de las esporas (Stover,
1980).

Una vez que los conidios o ascosporas estin sobre la superficie de la hoja, estos tardan un
periodo aproximado de 6 horas en germinar, si las condiciones de temperatura y humedad son
favorables. Después de su germinacidn los tubos germinativos se alargan y penetran a través de
los poros estomiticos en un periodo de 12 a 15 horas (Vasquez ef al, 1989). Segiin Bureau et al
(1992), en ciertos casos puede darse un periodo de crecimiento epifito de 4 a 6 dias previo a la

penetracién

Una vez que el tubo germinativo logra penctrar a través del estoma, este se ramifica en la
cavidad subestomatica, estableciéndose la infeccion. Posteriormente las hifas del patdgeno
emergen por los estomas, pudiendo desarrollar conidiéforos o crecer sobre la superficie e

infectar estornas adyacentes; este desplazamiento causa el desarrollo de lesiones sobre toda la



hoja (Stover, 1980). El periodo de incubacion y el desarrollo visible de la enfermedad, desde el
primer estadio hasta la necrosis, estn estrechamente relacionados con las condiciones climaticas

prevalecientes (Bureau ef al, 1992).

2.1.4. Diseminacion de la enfermedad.

La diseminacion de la enfermedad se lleva a cabo tanto por medio de las ascosporas como de
los conidios, ya que ambos tienen la capacidad de causar infeccion. En el proceso de
diserninacion se pueden diferenciar dos fases: la primera es la liberacién de las ascosporas y/o
los conidios y la otra consiste en el transporte de dichas estructuras reproductivas (Bureau ef al.,
1992).

Una estria joven, de no mas de 20 mm? es capaz de producir hasta 1200 conidios en su
superficie inferior. Los conidios, cuando estan maduros, son liberados con la ayuda del salpique
del agua y del viento (Stover, 1980). Una vez liberados, el transporte se realiza por medio del
agua v el viento. El transporte por agua es vertical, sobretodo responsable de la infeccion de
plantas vecinas y de los hijos, y también de las reinfecciones (Bureau ef a/., 1992). Seglin Fouré
(1992), el nimero de conidios transportados por el viento es cien veces menor al nimero de

ascosporas transportadas.

Las ascosporas son elementos de mayor importancia que los conidios en la diseminacién de la
enfermedad. En conteos realizados en areas fuertemente infectadas se ha encontrado de 8000 a
33000 ascosporas por metro clibico de aire en un periodo de 24 horas. Bajo condiciones

climaticas favorables las ascosporas maduran 2 semanas después del estado de estria.

Cada pertecio produce una sola cosecha de ascosporas, sin embargo se ha encontrado que las
descargas de ascosporas continian hasta por 23 dias después de que la hoja ha sido cortada y
dejada en el suelo, lo cual indica que los peritecios continttan madurando en el suelo después de

que la hoja ha sido separada de la planta (Stover, 1980).

Cuando el peritecio se moja y las ascosporas estdn maduras, estas son expulsadas y diseminadas

por las corrientes de aire en un transporte lateral v ascendente, el cual es responsable de la



diseminacion de la enfermedad a largas distancias (Bureau et al,, 1992). Segin Fourd (1992),
la [luvia tiene una relacién clara con el vaelo de ascosporas, ya que en el momento en que llueve
o inmediatamente después, se detecta un mayor vuelo de las mismas. Esto se debe, sin duda, a

una mayor liberacién de las ascosporas.

2.1.5. Factores climaticos que afectan el desarrollo de la enfermedad.

La biologia de Mycosphaerella fijiensis y el desarrollo de la Sigatoka negra estan estrechamente

ligados a los factores climaticos del medio ambiente.

La lluvia, la humedad relativa, ¢l rocio y la temperatura son consideradas como las principales
variables climéticas que afectan el desarrollo de esta enfermedad (Marin y Romero, 1992 ;
Gauhl, 1992 ; Stover, 1980 ; Stover, 1983). Estudios realizados por Gonzilez y Jaramillo
(1979), demostraron que las condiciones de tiempo caluroso y lluvioso, asi como una alta
humedad relativa, favorecen la rapida propagacion de la enfermedad y un alto porcentaje de

infeccion.

Tapia y Mata (1993), encontraron que el porcentaje de germinacion de los conidios es mayor a
temperaturas de 27 °C. Mientras tanto, Stover (1983), cita que la temperatura Optima para ¢l
desarrollo del tubo germinativo es de 28 °C. En general, las temperaturas miniras parecen ser
mas limitantes para el establecimiento y desarrollo del patdgeno, mientras que las temperaturas

maximas son rara vez limitantes (Marin v Romero, 1992).

La lluvia posee un papel muy importante en la liberacién del indculo y provee condiciones de
humedad que favorecen la germinacion de las esporas v el desarrollo de las infecciones. Segin
Fouré (1992), la duracién del periodo en que se desarrollan los sintomas estd correlacionada de

manera significativamente positiva con el nimero de horas con humectacién foliar.

Se considera que el rocio también es una variable climatica de mucha importancia en el
desarrollo de las infecciones causadas por M. fijiensis, ya que este provee la humedad necesaria
para que la germinacion de las ascosporas y/o conidios se lleve a cabo, lo cual es muy

importante en ausencia o escasez de precipitacién normal (Stover, 1980).
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2.2 Aspectos de la filosfera.

2.2.1 Elmedio ambiente de la filosfera.

Existen muchas evidencias que demuestran que ¢l conirol bioldgico natural provee proteccién
contra un gran nimero de enfermedades foliares en el campo. La superficie de las partes aéreas
de las plantas proveen un habitat para el desarrollo de un gran niimero de microorganismos,
muchos de los cuales son capaces de influenciar el crecimiento de los microorganismos
patogenos, Estos microorganismos epifitos juegan un papel muy importante en la reduccién de

la incidencia de enfermedades foliares de cultivos en el campo (Blakemnan vy Fokkema, 1982).

El efecto antagénico de microorganismos foliares sobre organismos patégenos, depende en gran
medida de las condiciones climatologicas y quimicas prevalecientes en ¢l microhabitat en el cual
se encuentran ambos organismos. Este microhabitat especializado, usualmente llamado filosfera,
tiende a mantener un balance biolégico natural entre los organismos saprofitos o epifitos y los

patogenos (Blakeman y Fokkema, 1982).

Seglin Windels y Lindow (1985), ¢l control bioldgico de patogenos de la filosfera se ve limitado
debido a que las interacciones bidticas y las condiciones abidticas en dicho microhabitat son

complejas y dificiles de regular.

La filosfera se caracteriza porque las condiciones ambientales en la superficie de las hojas
fluctian mucho mas rapido en relacién a lo que ocurre en la rizosfera. La variacion de la
temperatura dentro de una misma planta o en la superficie de una misma hoja v la variacion en
las ternperaturas diurnas y noctumnas son eventos normales y propios de la filosfera (Blakeman,
19835). Segin Hirano y Upper (1983), la filosfera ha sido frecuentemente vista como un
ambiente hostil ya que sus habitantes estan expuestos a fluctuaciones extrernas de temperatura, a

la radiacion visible y uliravioleta y a periodos de desecacion.

La humedad relativa es ¢l factor de mayor influencia en el crecimiento y sobrevivencia de los
microorganismos en la filosfera. Diferencias de humedad entre la superficie de las hojas y ¢l aire

circundante son ¢l resultado de su continua transpiracion ; un proceso determinado por el
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espesor de la capa limite y la apertura estomatica (Blakeman, 1985). La provisién irregular de
humedad en la superficie de las hojas resulta en un crecimiento intermitente de los
microorganismos, particularmente bacterias y hongos filamentosos, presentandose problemas de

sobrevivencia durante periodos de sequia (Blakeman y Fokkema, 1982).

Por otro lado, la formacion de rocio vy la precipitacion son elementos de mucha importancia en
el crecimiento de los microorganismos foliares, ya que ambos contribuyen a mantener la
superficie foliar mojada y una alta humedad relativa. La presencia de sustancias guimicas
hidrofobicas en la superficie de las hojas y las rugosidades de estas también influyen en la

retencion y distribucidn del agua en la superficie foliar (Blakeman, 1985).

La disponibilidad de nutrientes en ¢l 4rea foliar tiene una marcada influencia en las poblaciones
de microorganismos epifitos. En etapas tempranas del desarrollo vegetal, estos microorganismos
obtienen sus nutrientes principalmente a partir del contenido celular que escapa de los tejidos
foliares. Durante este periodo la disponibilidad de nutrientes es limitada, por lo que la poblacion
microbiana, compuesta principalmente por bacterias, es baja. En etapas mas avanzadas, otros
componentes foraneos como el polen y secreciones de dfidos se encuentran disponibles y es

cuando las poblaciones microbianas se incrementan (Blakeman y Fokkema, 1982).

Otros materiales que llegan a la superficie foliar y que proveen nutrientes para la microfiora
epifita incluyen restos de suelo y particulas de polvo, sustancias liberadas a partir de esporas de
hongos (incluyendo carbohidratos y aminodcidos) y metabolitos microbiales extracelulares. De
igual manera, las ceras de la cuticula son utilizadas por algunas levaduras epifitas (Morris y
Rouse, 1985).

De las numerosas sustancias orgdnicas ¢ inorgénicas presentes en la superficie de la hoja,
incluyendo aminoacidos esenciales, monosacaridos, polisacaridos, dcidos organicos y numerosos
macronutrientes y micronutrientes, una cantidad considerable es perdida debido al efecto de
lavado producido por la Huvia, ¢l rocio, la neblina y la bruma (Blakeman v Fokkema, 1982 ;
Hirano y Upper, 1983).
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Seglin Blakeman y Fokkema (1982), las hojas de ciertas plantas también pueden secretar sobre
su superficie sustancias fendlicas o terpenoides, las cuales inhiben el crecimiento microbial
Algunas levaduras producen 4cidos grasos insaturados que restringen el crecimiento de algunas

bacterias y promueven ¢l crecimiento de otras levaduras (Morris y Rouse, 1983).

2.2.2 Implementacion del control biolégico en la filosfera.

El control bioldgico puede ser definido como la reduccién de la cantidad de indculo o las
actividades de un patdgeno tendientes a causar enfermedad mediante la accién de uno o mas

organismos diferentes al hombre (Cook, 1983).

El control bioldgico de patdgenos foliares es un 4rea de investigacion relativamente reciente y
mucho menos desarrollada en relacion al control bioldgico de patégenos de la rizésfera. Esto se
debe principalmente a la uniformidad del medio ambiente en la rizésfera, lo cual contribuye a
que los microorganismos puedan mantener sus poblaciones mas estables. Los microorganismos
de la filosfera, por el contrario, s¢ ven afectados por un ambiente en el que las condiciones son
cambiantes y aveces impredecibles, lo cual hace que su microhabitat se mantenga en un estado

de continua fluctuacion (Blakeman y Fokkema, 1982).

Otro aspecto que ha contribuido significativamente al poco desarrollo de estrategias de control
biolégico de pat6genos de la filosfera s la disponibilidad constante de productos fungicidas
efectivos, de rdpida accién, relativamente baratos y de ficil aplicacion; lo cual viene a

desincentivar la investigacion en dicha area (Blakeman y Fokkema, 1982).

Una de las tacticas que mas se ha usado en el control biolégico de patdogenos foliares es la
aplicacion a la planta de microorganismos antagonistas. Estos microorganismos deben ser,
preferiblemente, residentes de la superficie aérea de la planta, ya que estos estan adaptados a
sobrevivir y crecer en dicho héabitat, haciendo mas facil Ia colonizacion de 1a planta (Blakeman y
Fokkema, 1982). Otras estrategias , como la manipulacién del ambiente y la induccién de

resistencia, también estan siendo objeto de mucho estudio en la actualidad.
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Para lograr la implementacién exitosa del control biolégico de patégenos foliares es
indigpensable contar con un amplio conocimiento de las condiciones del microambiente de la
filosfera, asi como de las propiedades del patégeno y los microorganismos antagonistas
(Blakeman, 1985).

Un hecho importante es el surgimiento, en los dltimos afios, de politicas ambientalistas
tendientes a reducir el impacto negativo de los productos quimicos sintéticos sobre el medio
ambiente, la biodiversidad y 1a salud humana; con lo cual, el control bioldgico, aplicado dentro
de un programa de manejo integrado, viene a convertirse en una alternativa de mucho potencial

para enfrentar los problemas fitosanitarios.

2.2.2.1. La resistencia inducida.

La utilizacion de los mecanismos de defensa propios de la planta mediante la aplicacién de
tecnologias para inducir resistencia es otra alternativa promisoria que puede reducir el uso
irracional e indiscriminado de pesticidas quimicos en el mangjo de plagas y enfermedades de las

plantas.

La resistencia inducida puede entenderse como una resistencia intensificada o fortalecida en una
planta con respecto a patogenos como resultado de un tratamiento previo con un patégeno, un

patogeno atenuado o un producto quimico que, como tal, no es un pesticida (Deverall y Dann,
1995).

La expresion de la resistencia inducida puede ser local o sistémica. Es localizada cuando la
respuesta se¢ da en el sitio donde se aplica el tratamiento inductor v sistémica cuando la respuesta
es efectiva en todas o algunas parles de la planta, distantes del sitio de induccidén (Deverall y
Dann, 1995).

La resistencia sistémica inducida o resistencia sistémica adquirida (SAR), es en la actualidad de
gran interés ya que es efectiva confra un amplio rango de patégenos, incluyendo virus, bacterias

y hongos; pudiendo durar por periodos de tiempo prolongados (Kombrink y Somssich, 1995).
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La proteccion de algunos cultivos contra ciertas enfermedades a través de la resistencia sistémica
inducida ha sido demostrada bajo condiciones de campo (Heath, 1995). A nivel de laboratorio
s¢ ha logrado demostrar la inmunizacién en mas de 25 cultivos diferentes, incluyendo cereales,
legumbres, cucurbitaceas, solanaceas, arboles vy frutas menores; contra un amplio espectro de

patégenos foliares y radicutares (Tuzun v Kloepper, 1995).

En la actualidad se conocen un gran nimero de organismos, sustancias y productos quimicos
inductores de resistencia. Entre estos estan algunos organismos patogénicos, tal es €l caso de la
proteccion de plantas de tabaco contra la enfermedad del moho azul mediante la aplicacion de
suspensiones de esporangiosporas de Peronospora tabacina, el agente causal de dicha

enfermedad (Tuzun y Kloepper, 1995).

La unlizacién de organismos no patogénicos como inductores de resistencia incluye
suspensiones y/o filtrados de bacterias saprofitas como Bacillus subtilis, B. thuringiensis, B.
pumulis y Erwinia herbicola. Ademés se ha sugerido la induccion de resistencia a través del uso
de micorrizas conira hongos, bacterias v nematodos. Las rizobacterias ademés de haber sido
reconocidas como promotoras del crecimiento (PGPR), juegan un papel importante en la
induccién de resistencia. En el cultivo de fijjol, por gjemplo, el tratamiento de la semilla con una
cepa de Pseudomonas fluorescens redujo los dafios causados por la posterior inoculacién de P.

syringae pv. phaseolicola (Tuzun y Kloepper, 1995).

Algunos materiales derivados de extractos de plantas también han demostrado ser buenos
inductores de resistencia. El dcido oxalico obtenido de plantas de espinaca, por gjemplo, induce
resistencia contra Colletotrichum orbiculare en pepino. De igual manera, una serie de sustancias
quimicas como el sodio dipotasico, fosfato de sodio tripotasico, acidos grasos insaturados, dcido
salicilico, ethaphon, chitosan (Tuzun y Kloepper, 1995); fenilalanina, polimeros de quitina,
glucanos y lipidos provenientes de hongos (Lyon ef al., 1995), tienen la capacidad de inducir

respuestas defensivas en la planta.
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La exposicién a pequefias cantidades de luz ultravioleta (254 nm UV-C) v el tratamiento de
fiutos con CO2? también han demostrado tener un efecto inmunizante en frutas y vegetales,

protegiéndoles de enfermedades post-cosecha (Tuzun y Kloepper, 1995),

Aungue los mejores resultados en el drea de induccién de resistencia a patogenos se han
obtenido principalmente a nivel de laboratorio, no cabe duda de que esta nueva estrategia al ser
segura, efectiva y persistente, puede llegar a convertirse, en el futuro cercano, en una excelente

alternativa al uso indiscriminado de pesticidas para controlar las enfermedades de las plantas.

2.2.2.2. Eluso de microorganismos antagonistas.

Se considera que un microorganismo antagonista es aquel que interfiere con las actividades de

otro microorganismo con el cual comparte un mismo niche ecoldgico.

Generalmente se reconocen tres formas de antagonismo, a saber: competencia, antibiosis y
depredacion o hiperparasitismo. El uso de depredadores e hiperparasitos tiene como objetivo
reducit el dafio y no eliminar el patégeno. Fstos son mas efectivos contra infecciones
secundarias debido a que hay un tiempo de exposicién mayor para que ocura el contacto y
destruccion del patdgeno, requisito indispensable del cual carecen en infecciones primarias. La
competencia de los antagonistas s¢ da principalmente por nutrientes, sin embargo, en el control
biolégico la competencia por oxigeno y posiblemente por espacio es también importante. La
antibiosis se refiere a la inhibicién de un microorganismo por la accién de un metabolito
producido por otro microorganismo. Normalmente los metabolitos son sustancias téxicas, como
los antibidticos gliotoxin y viridin producidos por el hongo Trichoderma viride, un efectivo
antagonista a Rhizoctonia solani. Al contrario de lo que sucede con los organismos
competidores ¢ hiperparasitos, la antibiosis es un mecanismo rapido que generalmente resulta en

endolisis (Baker v Cook, 1982).

El éxito de cualquier microorganismo antagonista depende de su capacidad para multiplicarse

sobre la superficie de la planta y colonizar la misma. De acuerdo a ello, es preferible utilizar
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aquellos microorganismos residentes, los cuales estdn adaptados a las condiciones prevalecientes

en su habitat (Blakeman y Fokkema, 1982).

La gran mayoria de los antagonistas son saprofitos. En el control biolégico de fitopatdgenos se
incluyen antagonistas como bacterias, hongos, virus, protozoarios, nematodos, dcaros y algunos
otros de menor importancia. Las bacterias presentan el mayor potencial en el control biologico
de fitopatdgenos debido sobretodo a que es el grupo mas numeroso, a su rapidez de crecimiento
y multiplicacién y a su habilidad para utilizar diferentes formas de nutrientes bajo un amplio
rango de condiciones. Estas son especialmente importantes como antagonistas de patégenos que

producen tubos germinativos (Baker y Cook, 1982).

Los hongos, por su parte, son el grupo que mas atencién ha recibido como antagonistas,
posiblemente por la facilidad para manipularlos e identificarlos. Estos son altamente efectivos a
través de la competencia y el hiperparasitismo y algunos producen potentes antibidticos, tal es el

caso de Trichoderma y Gliocladium (Baker y Cook, 1982),

El aislamiento de microorganismos antagonistas especificos requiere de la utilizacién de medios
selectivos, y de ser posible, de la aplicacién de enmiendas foliares especiales que promusvan el
crecimiento de las poblaciones de dichos organismos. Bajo ciertas condiciones es posible
favorecer el crecimiento de los antagonistas mediante la manipulacién del ambiente de la
filosfera. Una de las téenicas mas exitosas es la alteracién de las caracteristicas quimicas de la
filosfera mediante la aplicacion de substratos que sirvan como fuente de nutrientes para la

poblacién del antagonista deseado (Blakeman y Fokkema, 1982).

Una primera fase, muy importante en la seleccion de microorganismos antagonistas, es la
comprobacion de su capacidad antagénica. Las pruebas de laboratorio pueden dar alguna
indicacion del mecanismo de interaccidn entre el antagonista y ¢l patogeno (produccién de
antibidticos, hiperparasitismo, etc.), asi como de los efectos morfoldgicos causados por el
antagonista sobre el patdgeno, a saber: inhibicidon de la germinacién, crecimiento anormal del
tubo germinativo e interferencia con el desarrollo normal de estructuras infecciosas (Blakeman y

Fokkema, 1982).



17

Una segunda fase es el estudio de las interacciones entre ¢l antagonista v el patdgeno sobre
plantas hospederas bajo condiciones controladas (invernadero, casa de mallas), en las cuales Ia
densidad poblacional del antagonista debe ser monitoreada v el crecimiento de la poblacion del
patogeno pueda ser comparada con la poblacién presente en plantas no tratadas con el

antagonista (Blakeman y Fokkema, 1982),

A nivel de campo, la determinacién de la microfiora sobre plantas tratadas y no tratadas con el
antagonista es esencial para lograr una adecuada interpretacién de las interacciones antagonista-
patdgeno. Ademds, es esencial comparar los efectos del antagonista sobre el desarrolio del

patogeno y el desarrollo de la enfermedad (Blakeman v Fokkema, 1982).

2.2.2.3 La manipulaciéon del ambiente.

La manipulacion del ambiente se fundamenta en la modificacion o alteracién de las
caracteristicas fisicas y/o nutricionales de la filosfera con el objetivo de proveer condiciones
favorables al desarrollo y establecimiento del microorganismo antagonista y/o desfavorables para

el patogeno.

Modificar el ambiente fisico de la filosfera a nivel de campo es dificil, pudiéndose lograr una
considerable modificacion del microclima de la superficie foliar mediante la alteracién de la
arquitectura de la planta y/o el ajuste de la densidad de siembra. Alternativamente, el ambiente
quimico, especialmente las varables nutricionales, pueden ser manipuladas mas facilmente a

través de la aplicacién de nutrientes apropiados a la filosfera (Morris y Rouse, 1985).

Se ha logrado determinar que la cantidad de nutrientes disponibles para el crecimiento de los
microorganismos epifitos en la filosfera es muy baja, constituyéndose este en un factor limitante;
particularmente al inicio de Ja etapa de crecimiento de la planta, cuando las cantidades de
compuestos contenjendo carbono y nitrdgeno son bajas, lo cual se refleja en una baja poblacion

mucrobial (Blakeman, 1985).
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La aplicacion de substratos al follaje es una estrategia mediante la cual se busca adicionar
nutrientes especiales que vengan a estimular el crecimiento de los microorganismos epifitos
antagonistas y/o inducir una mayor competencia entre los mismos (El Ghaouth et al., 1995),
Esta estrategia requiere de un amplio conocimiento del ecosisterna de la filosfera, siendo
necesaria la correcta identificacién de la variable o variables nutricionales que favorecen o

perjudican la actividad del antagonista o ¢l patdgeno (Mottis y Rouse, 1985).

Mediante esta estrategia es posible estimular un rapido crecimiento inicial de la poblacién de
microorganismos  aniagonistas, tanto residentes como introducidos, lograndose un

establecimiento temprano y una mayor actividad antagdnica sobre el patogeno.

2.3 Estrategias de manejo de Sigatoka negra.

2.3.1 Eluso de fungicidas.

Este ha sido el método tradicional de manejo en las diferentes dreas productoras de banano a
nivel mundial. Los fungicidas utilizados hasta la fecha pueden agruparse en tres categorias: a)
Protectores, como el mancozeb y el clorotalonil; b) De accidn sistémica local, como et
tridemorph; v ¢) Sistémicos, como el Benomil y el propiconazole. Como complemento de los
fungicidas se ha utilizado el aceite agricola, el cual mejora la penetracion, distribucion y
permanencia del fungicida sobre el rea foliar; ademas de tener efecto fungistatico (Marin y
Romero, 1992),

El desarrollo de resistencia de Mycosphaerella fijiensis a varios de estos productos fungicidas ha
sido progresivamente detectado en varios paises. Segtin Fullerton (1991) el potencial de
desarrollo de resistencia del patgeno es bien reconocido, lo cual demanda un uso racional de
estos productos, haciendo uso de rotaciones y estableciendo programas de monitoreo de

resistencia del patdgeno a los mismos.

Debido a la agresividad y al desarrollo de resistencia o tolerancia de A fijiensis a algunos de

estos productos, el nimero de aplicaciones de los mismos ha ido en aumento en los Gltimos



18

afios. De acuerdo a Fouré (1992), en ciertas dreas productoras se hacen un promedio de 50
aplicaciones de fungicidas por afio. En Costa Rica, segiin CORBANA {1993) s¢ hacen un

promedio de 35 aplicaciones por afio.

Este tipo de manejo ha incrementado substancialmente los costos de produccion, ademas de
estar generando un alto nivel de contaminacién ambiental v poner en peligro la salud humana.
Por ello, es de primordial importancia la implementacion de otras estrategias de manejo de la

enfermedad, que vengan a racionalizar el uso de productos quimicos sintéticos.

2.3.2 Priacticas culturales.

Algunas practicas culturales, permiten disminuir la presencia de condiciones microclimaticas
favorables para el desamrollo de Mycosphaerella fijiensis, asi como mantener una adecuada

productividad.

Entre las principales practicas culturales recomendadas para ¢l manejo de la Sigatoka negra

estan:

A) Evitar plantar altas densidades para prevenir el traslape del follaje, lo cual crea un microclima
favorable para el desarrollo de la enfermedad. Ademads, un buen espaciamiento asegura una

distribucién uniforme de las gotas de los fungicidas asperjados sobre el follaje.

B) Remover las hojas enfermas de las plantas infectadas para reducir la fuente de indculo. Se
recomienda cortar toda la hoja cuando el 75% de la misma esta afectada y solamente eliminar
la porcion afectada (despuntar) cuando el 4rea afectada es de un 50% o menos. Se debe
evitar el sobre deshoje, ya que esto afecta seriamente el desarrollo y calidad de la fruta
(Roperos, 1991). Estas operaciones deben ser realizadas una vez cada 10 a 12 dias en época

lluviosa y cada 15 a 20 dias en época seca (Fages y Jiménez, 1995).

C) Evacuar eficientemente las aguas, tanto por escorrentia como por percolacion. Esto permite
disminuir la- humedad presente en el campo y con ello, las condiciones de ambiente

favorables a la enfermedad.
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D) Mantener un buen control de malezas, ya que su proliferacion crea condiciones de

microclima favorables a la enfermedad (Bureau ef al., 1992).

E) Sembrar plantas vigorosas, las cuales son menos susceptibles a la enfermedad. Asi como
mantener un adecuado balance nutricional; sobretodo en lo referente a las relaciones

potasio:magnesio y nitrdgeno:potasio (Roperos, 1991).

2.3.3 El preaviso biolégico y biometeorolégico.

El preaviso es una estrategia de manejo de la enfermedad que permite determinar el momento
mas oportuno para efectuar las aplicaciones de fungicida, con ¢l objeto de racionalizar su uso,

maximizar su efectividad v proteger el ambiente,

El preaviso bioldgico es una metodologia independiente del preaviso biometeorolégico. Este se
fundamenta en el andlisis de descriptores bioldgicos (evolucién de la enfermedad en relacion con
la planta), los cuales permiten concluir en ¢l estado de evolucidn. Para ello, se hacen
observaciones semanales de forma tal que la aparicién de los primeros sintomas de la
enfermedad sobre las hojas jovenes (2, 3 y 4) permiten determinar de forma constante y
contable el desarrollo de la enfermedad (Bureau et al., 1992). De esta forma, utilizando
fungicidas de accion sistémica y curativos que tienen un buen efecto sobre los estadios
tempranos de la enfermedad, se logra detener su desarrollo posterior (Marin y Romero, 1992).
En Costa Rica, a nivel comercial en banano, han sido necesarias finicamente 16 aplicaciones de

fungicidas para mantener un buen estado sanitario en las plantaciones (Jiménez, 1994),

El preaviso biometeorologico se fundamenta en el criterio biologico y el criterio meteorologico.
El sistema toma como base para la decision de hacer o no una aplicacién de fungicida el nivel de
infeccion de la hoja cuatro (NIH4) v la duracion acumulada de 1a lluvia durante las seis semanas

anteriores a la evaluacion del NIH4 .

El NIFH4 se determina semanalmente en 10 plantas, sobre ¢l tercio apical de la cuarta hoja, con

base a Ia escala de sintomas propuesta por Fouré (1982) y modificada por Ternisien (1985).
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Esta variable es a veces denominada suma bruta de la hoja cuatro. La duracién acumulada de Jas
ltuvias se obtiene sumando la duracién de todos los eventos desde el dia 1 al 28 (DLL1), del 8 al
35 (DLL2) y del 15 al 42 (DLL3), de los 42 dias (6 semanas) precedentes a la fecha que es
evaluado el NIH4 (Jiménez, 1994),

La decisién de aplicar o no aplicar se toma de acuerdo a las siguientes reglas:

Efectuar un tratamiento fungicida si han transcurrido mas de dos semanas desde la Gltima

aplicacion y se cumple uno de los dos siguientes punios:
a) El NIH4 aumenta mas de 200 unidades con relacién  la semana anterior

b) La DLL2 aumenta mas de 5 horas con relacién a la DLL1 y la DLL3 aumenta mas de 5

horas con relacion a la DLLY.

Este sistema ha probado ser bastante efectivo tanto en banano como en platano en condiciones
de pequefio agriculior y actualmente se esti probando en diferentes sitios de Costa Rica con
resultados preliminares prometedores, Ambas metodologias deben formar parte de un sistema
integrado de manejo de la enfermedad, tnica via para garantizar la sostenibilidad ecologica y

productiva de estos cultivos (Jiménez, 1994),

2.3.4 Resistencia genética.

Aunque por muchos afios se ha fratado de desarrollar variedades de banano resistentes a
Mycosphaerella fijiensis, esto no ha sido aun posible; quizis debido al poco entendimiento que
se tiene de la genética de resistencia en el hospedante y la diversidad genética del patdgeno.
Varios estudios han demostrado que hay un amplio rango de variabilidad entre las poblaciones
de este microorganismo y que este tiene la capacidad de cambiar. La variabilidad en los hongos
patogénicos puede ser el resultado de una mutacién espontinea, intercambio de material nuclear
como resultado de Ia anastomosis de hyfas o la recombinacién de material genético durante la

reproduccion sexual. Todas estas avenidas estian disponibles para M. fijiensis, pudiéndose
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eventualmente encontrar y seleccionar nuevas cepas dentro de cualquier localidad en la cual se

estén usando cultivares nuevos y resistentes a una cepa anterior (Fullerton y Olsen, 1991).

De acuerdo a Sallé et al (1989), sc requiere de una estrecha cooperacidn entre estudios
estructurales y bioquimicos para encontrar respuestas a los mecanismos involucrados en la
resistencia del género Musa contra M. fijiensis, lo cual seria de mucho valor para los diferentes

programas de mejoramiento genético.

2.3.5 El control biolégico como alternativa.

La bisqueda de alternativas al uso casi unilaieral de productos fungicidas en el mansjo de la
Sigatoka negra en banano y platano ha generado en los Gltimos afios ¢l desarrollo de una serie
de investigaciones, particularmente en el CATIE, enmarcadas dentro del control bioldgico vy

sobretodo dirigidas al uso de microorganismos antagonistas y la manipulacién del ambiente de la
filosfera.

Esquivel (1992) identificé cinco hongos hiperpardsitos de Mycosphaerella fifiensis, de los

cuales el mas comin fue Mansfordia pulvinata, asociado a la fase imperfecta del patégeno.

Gonzalez (1996) identifico 120 cepas de microorganismos quitinoliticos provenientes de hoja de
la banano. De estas, 13 cepas mostraron una buena actividad antagonica sobre el patdgeno. Los
microorganismos Serratia marcescens, cepas R1 y A23, Bacillus cereus, cepa A30 y Serratia
entomophyla, cepa A100; mostraron resultados satisfactorios a nivel de laboratorio, invernadero

y campo, reduciendo la severidad de la enfermedad.

En un estudio posterior, Ruiz (1995) evalud el efecto de los substratos quitina, leche y melaza
sobre la actividad antagénica de la bacteria Serratia marcescens, cepa R1 y sobre la severidad
de la enfermedad, obteniendo buenos resultados con la aplicacion de melaza en casa de mallas.
Sin embargo, no encontrd diferencias significativas entre los tratamientos con substratos v el

tratamiento testigo a nivel de campo.
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Miranda (1995) estudio el efecto de varios microorganismos antagonistas al hongo en
combinacion con agentes tensio activos y aceite agricola, encontrando que Serratia marcescens,
cepa R1, fue la de mayor capacidad antagbnica en plantas desarrolladas en casa de mallas, A
nivel de campo, sin embargo, esta bacteria no mostré diferencias significativas con el
tratamiento testigo. En este estudio también se determiné que algunas bacterias inoculadas a
través de la raiz como Bacillus cereus (cepa A30) y Bacillus sp. (cepa Q2) tuvieron mayor
€xito al ingresar y colonizar el tgjido interno de las plantas tratadas y que Bacillus cereus, cepa

A30, promovié ¢l crecimiento de las plantas en mas del doble con respecto al testigo.

2.3.5.1 Eluso de glucano como sustrato y como activador de las barreras

defensivas de la planta.

El glucano es un polisacarido de cadena larga, con enlaces glicosidicos beta (Clarke v Stone,
1962). Este es un componente estructural de las plantas de la familia Poaceae (Nevins e? al,
1978; McNeil et al, 1984; Stinard y Nevins, 1980) y uno de los principales constifuyentes de la
pared celular de muchos hongos fitopatdgenos (Mauch et al, 1984; Broglie ef al, 1994).

Dentro de las propiedades nutricionales y promotoras de la buena salud que presenta el glucano
(enlaces B-1,3 y B-1,4), se destaca su efecto dafiino ¢n la dieta de animales monogastricos al
decrecer su tasa de crecimiento y su eficiencia de conversién alimenticia (Hesselman, 1983;
Hesselman y Aman, 1986; Pettersson y Aman, 1992). Sin embargo, los efectos del glucano en
la dieta humana son beneficiosos al reducir los niveles de colesterol (Anderson et al, 1984
Klopfenstein, 1988) y los niveles de glucosa en la sangre (Klopfenstein, 1988; Davison er ai,
1991).

El uso de substratos como agentes de enmienda foliar para modificar las condiciones
nutricionales de la filosfera y favorecer el crecimiento y las diferentes actividades de los

microorganismos biocontroladores ha sido bastante investigado en los Giltimos afios.

La aplicacion de substratos como azicares (El Ghaouth ef al, 1995), leche (Okumoto y
Bustamante, 1993a ; Ruiz, 1995), melaza (Ruiz, 1995), almidén de yuca (Calvo y Vargas,
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1989), quitina (Okumoto y Bustamante, 1993 ; Gonzdlez, 1996), quitosan (Benhamou et al.,
1994) y algunos ofros; se ha estudiado con el objetivo de promover el crecimiento selectivo de
antagonistas especificos, mejorar la efectividad de estos o activar mecanismos de defensa de las

plantas.

El B-glucano es un componente principal de la pared celular de una gran cantidad de hongos
fitopatdgenos, lo cual sugiere la posibilidad de implementar el uso de substratos con base en
glucano para incrementar las poblaciones de microorganismos antagonistas glucanoliticos,

capaces de habitar y colonizar el nicho ecolégico del patdgeno y reducir su incidencia y dafio.

El uso de los P-glucanos como agentes de enmienda foliar, sin embargo, ha sido muy poco
estudiado. Una de las principales limitantes para llevar a cabo este tipo de investigacion en
nuestro medio es la falta de informacién relacionada con la disponibilidad de productos o
subproductos que provean cantidades apreciables de glucano, asi como sobre los métodos

adecuados de extraccién y cuantificacion del mismo.

Varias técnicas de extraccion y cuantificacion han sido desarrolladas para la determinacion de B-
glucanos a partir de cercales como la cebada y la avena (Zygmunt and Paisley, 1993; Wood and
Weisz, 1984; McCleary and Glennie-Holmes, 1985; Welch and Lloyd, 1989; Carr ef al, 1990;
Dawking and Nnanna, 1993) y de algunas bebidas alcoholicas (McCleary and Nurthen, 1986).
Sin embargo, los dos primeros materiales no estin disponibles en nuestro medio, mientras que la

utilizacién de una bebida alcohdlica como fuente de glucano implicaria un costo muy elevado.

Kopp ef al. (1989), estudiaron el efecto de una preparacion de glucano obtenida a partir de las
paredes miceliares del hongo Phytophthora megasperma f. sp. glycinea contra la infeccién
causada por diferentes viruses, incluyendo TMYV, alfalfa mosaic virus y tomato black ring virus,
en tabaco y otras especies de la familia Nicotianae. Ellos encontraron que este glucano, aplicado
Yya sea por inyeccion, inoculado o aspetjado sobre la planta protegié ambas superficies de las
hojas confra infecciones virales transmitidas mecanicamente, inhibiendo dramaticamente la

produccion de lesiones necrdticas locales inducidas por los virus.
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Hasta el momento no se ha documentado ¢l uso del B-glucano como sustrato para promover ¢l
crecimiento y desarrollo de las poblaciones de microorganismos glucanoliticos presentes en la
filosfera, mejorar su actividad antagénica a patégenos o su habilidad para persistir en la
superficie foliar. Sin embargo, si se ha documentado el papel de una serie de compuestos
bidticos, entre ellos los B-glucanos, como inductores de fitoalexinas en la planta y ademas como

inductores de resistencia a enfermedades.

Phytophthora megasperma f. sp. sojae, Uromyces phaseoli y Erysiphe graminis f. sp. hordei
son algunos ejemplos de microorganismos de cuyo micelio se ha logrado extraer B-glucano
(Lyon, 1995). Dentro de las fuentes vegetales el glucano ha sido identificado en cafia de azicar
(Neto y Diaz, 1994); arroz (Sauter y Kende, 1992); avena (Miller v Fulcher, 1994) v cebada
(Kahlon ez al. 1993), ademas de estar presente en el extracto de levadura de cerveza (Vargié v
Mirsa, 1994).

Las enzimas glucanasas son consideradas como componentes de un mecanismo general de
defensa contra patégenos en varias especies de plantas, pudiendo actuar sinergisticamente con

las quitinasas (Dumas-Gaudot ef al., 1992).

Estas enzimas estan presentes en las paredes celulares de las plantas y son las responsables de la
liberacién de los glucanos componentes estructurales del micelio de hongos fitopatégenos que
tratan de penetrar dichas paredes. El grado de degradacién del micelio depende de la actividad
de dichas enzimas y podiia producir una serie de glucanos de diferente peso molecular, siendo
mas facil para la planta tomar aquellos de menor peso molecular a través de la cuticula; toda vez
que los receptores adecuados se encuentren presentes. Los glucanos aplicados exdgenamente
como un protector de la planta pueden similarmente ser modificados por las glucanasas
presentes en la pared celular de las plantas y estimular las mismas respuestas defensivas contra

patdgenos (Lvon, 1993).

Los B-glucanos, al igual que otros activadores de las barreras defensivas de la planta, son
asociados con genes menores o resistencia horizontal, por lo que es poco probable que log

patégenos desarrollen resistencia a dichos compuestos. Estos no tienen actividad antimicrobial
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directa y no tienen ningin efecto conocido sobre otros organismos que no sean las plantas. Su
efecto sobre otros organismos y sobre el medio ambiente es entonces, en general, benigno. En
consecuencia, una de las grandes ventajas de su utilizacién es que podrian ser usados junto con

otros métodos de control bioldgico (Lyon, 1995).

El uso de substratos activadores de mecanismos de defensa es hoy en dia una alternativa al uso
indiscriminado de productos quimicos sintéticos, aun y cuando por el momento aquellos son
menos eficaces. Estos compuestos podrian ser utilizados en mezclas con los productos
quimicos, logrando asi reducir la cantidad que de estos se aplica a los cultivos v al medio
ambiente; o podrian ser aplicados junto con compuestos antimicrobiales de ocurrencia natural

para mejorar su efectividad en la reduccion de las enfermedades (Lyon, 1995).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

La investigacion se llevo a cabo durante los meses de enero a octubre de 1996. Los trabajos de
laboratorio y campo se realizaron en el Centro Agrondmico Tropical de Investigacién v
Ensefanza (CATIE). El CATIE se encuentra localizado en Turrialba, provincia de Cartago,
situada a 602 msnm a 9955’21’ Ny 83°39°40"" W; presentando una temperatura, precipitacion

y humedad relativa promedio anual de 21.7°C, 2065 mm y 87%, respectivamente.

3.2 Extraccion de la goma de Beta-glucano.

3.2.1 Materiales utilizados.

Se usd un “kit” de B-Glucano, conteniendo las enzimas Lichenasa y Beta-glucosidasa en su
estado puro, solucidn estandar de glucosa, muestras estindar de glucano de avena v cebada v la
metodologia propuesta para lievar a cabo la prueba de determinacion de B-glucano, obtenido de
la compatfiia Megazyme (Sydney, Australia). Se obtuvo muestras de semolina y granza de arroz,
asi como de bagazo de caita de azicar y desecho de levadura de cerveza en industrias locales.
La avena comercial y ¢l alcohol 2-propanol fueron adquiridos en establecimientos comerciales

locales. Todos los demas quimicos utilizados fueron grado reactivo, obtenidos en casas locales.

3.2.2 Procedimiento.

Se utilizé el método propuesto por Dawkins y Nnanna (1993), con algunas modificaciones
debido a la naturaleza de los substratos evaluados. Un esquema general del procedimiento de

extraccion es presentado en la figura 1.
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9.17g muestra + 312 ml H20

l

MEZCLA L - - p  Ajustar pH(10.5) y temperatura (55°C) y agitar por 1 br

i « =P Cenfrifugar a 16300 x g por 20 min.

v 4

Residug de Supernatante | -~ - P Ajustar pH a 4.3 (HC1 2M)

almidon L

centrifugar a 16300 x g por 20 min. para

remover residuos de proteina

!

Supernatante | - - p  Ajustar pH a 7.0 (NaOH 2M)

l

Agregar una cantidad igual de

isopropanel (2-propanol)
Agitar vigorosamente y dejar en O
reposo por 15 min.

v
Centrifugar a 3000 rpm por 26 min.

v
GOMA DE 8-GLUCANO

Figura 1. Procedimiento para la extraccién de la goma de B-glucano.

El procedimiento bisico de extraccion consistio de tres etapas: a) tratamiento alcalino de la
muestra en una relacion solido-sclvente 1:34; b) precipitacién isoeléctrica del residuo de

proteina; ¢) precipitacion de la goma de B-glucano con alcohol (2-propanol).
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En el experimento se emplearon como substratos el desecho de levadura de cerveza, bagazo de
cafia de azlicar, granza de arroz, semolina de arroz y avena comercial; realizando un total de tres

repeticiones.

Todos los substratos, exceptuando el desecho de levadura de cerveza el cual fue utilizado en su
estado natural, fueron parcialmente deshidratados colocandolos en horno a temperatura de 60
°C por 4 horas y lievados a un didgmetro de particula de 0.5mm utilizando un molino especial y

luego tamizandolos a través de un mesh # 60.

Posteriormente cada uno de los substratos fue disuelto en agua destilada (1:34) v el pH ¥
temperatura de la mezcla llevados a 10.5 (NaOH 2M) y 55 °C respectivamente. Una vez
estabilizado el pH y la temperatura, la solucién se mantuvo en agitacion constante por 60
minutos. Luego la muestra fue centrifugada a 16300 x g por 20 minutos para lograr precipitar y
remover los residuos de almidones. Seguidamente el pH del supernatante obtenido fue llevado a
4.3 adicionando HCl 2M vy se centrifugd a 16300 x g por 20 minutos para precipitar y remover
las proteinas presentes en el mismo.. El supernatante asi obtenido fue levado a pH 7
adicionando NaOH 2M vy luego se le agregd alcohol 2-propanol (50% v/v). La mezcla fue
agitada vigorosamente y luego dejada en reposo por 15 minutos, al final de los cuales fue

centrifugada a 3000 rpm por 20 minutos para lograr la precipitacién de la goma de B-glucano.

Finalmente cada una de las gomas de B-glucano extraidas fue colocada en viales, los cuales se

taparon y guardaron en cuarto seco hasta el momento de su utilizacion,

3.2.3 Método de extraccion modificado para el desecho de levadura de

cerveza.

La levadura tiene la particularidad de hidrolizarce una vez muerta, liberando luego cantidades
apreciables de B-glucano. Esto es ficilmente detectable al llevar a cabo la tincion del desecho de
levadura de cerveza con azul de algodén (cotton blue) con el cual las particulas dispersas de los

B-glucanos presentes en la misma toman la coloracion azul caracteristica.
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Tomando en consideracion lo anterior se procedi6 a utilizar una metodologia de extraccion mas
corta, mas sencilla y menos costosa. El desecho de levadura de cerveza fue diluido en agua
destilada en una relacion 1:34. La mezcla se agitd vigorosamente por 3 minutos vy luego su pH
fue ajustado a 7.0 adicionando NaOH 2M. Posteriormente se adiciond a la solucidn una
cantidad igual de alcohol 2-propanol, se agité vigorosamente por 3 minutos v luego se dejé en

reposo por 15 minutos. Finalmente la solucién fue centrifugada a 3000 rpm por 20 minutos.

El precipitado conteniendo el B-glucano fue colocado en tubos de polipropileno con tapa de

rosca los cuales se guardaron en cuarto seco hasta ¢l momento de su utilizacion.

3.3 Determinacion del contenido de Beta-glucano.

Se cuantifico el contenido de B-glucano presente en cada uno de los substratos evaluados por
medio de la metodologia propuesta por la compafiia Megazyme (1993) vy desarrollada por
McCleary v Glennie-Holmes (1985) y McCleary y Codd (1991).

El método consistié en un proceso de digestion enzimdtica donde el Beta-glucano fue
hidrolizado a glucosa en 2 etapas mediante tratamiento con dos enzimas: a) Lichenasa; una
endoglucanasa especifica para glucanos con enlaces beta, la cual rompid el polimero,
convirtiéndolo en una mezcla oligosacarida de grado de polimerizacion. Después de remover los
polisacaridos insolubles (almidén v celulosa), se traté con b) Beta-glucosidasa; la cual convirtié
los beta-gluco-oligosacéridos a glucosa. Esta glucosa fue determinada colorimétricamente
utilizando el reactivo glucosa oxidasa/peroxidasa. Finalmente las absorbancias de la muestra y
del estindar de glucosa fueron medidas a 510 nm y el porcentaje de B-glucano fue calculado

(Zygmunt and Paisley, 1993).

3.3.1 Procedimiento.

Se hicieron pruebas de determinacién a parfir de muestras de cada substrato en su estado

original, a partir de la goma de B-glucano obtenida del desecho de levadura de cervezay a partir
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del precipitado de B-glucano obtenido por el método de extraccion modificado para ¢} desecho

de levadura de cerveza.

En el caso de las muestras en su estado original cada substrato fue finamente molido y tamizado
a través de un mesh # 60 para llevarlos a un didmetro de particula de 0.5 mm; excepto el
desecho de levadura de cerveza el cual se utilizd en su estado liquido natural. Para determinar el
contenido de humedad de cada substrato las muestras s¢ colocaron en horno a 105 °C por 6
horas, se tomé su peso fresco inicial v su peso final. Posteriormente se calculd el peso seco

(corregido) de cada muestra mediante la siguiente formula:

Contenido de humedad (%)

Peso seco = Peso frescox 100 -

100

En el caso de la goma de B-glucano obtenida a partir del desecho de levadura de cerveza y del
precipitado de B-glucano obtenido por el método modificado (simple) de extraceién a partir del
desecho de levadura de cerveza, tnicamente fue necesario calcular su contenido de humedad y

peso seco (corregido).

Especificamente el método consisti6 en lo siguiente:

1. Se pesaron, cuidadosamente, muestras de aproximadamente 0.5g de cada uno de los
substratos y se colocaron por separado en tubos de polipropileno.

2. A cada tubo se le adicioné una alicota (0.1 ml) de etanol acuoso (50% v/v) para ayudar a  la
subsecuente dispersion de cada muestra,

3. Se adicionaron 5.0 ml de buffer de fosfato de sodio (20 mM, pH 6.5) a cada muestra y

luego se agitaron en virtex.

4. Se incubaron los tubos en agua hirviendo por 2 min. y luego se agitaron vigorosamente
en un vortex para evitar la formacion de grumos de material gelatinoso. Inmediatamente

despugs los tubos se colocaron de nuevo en agua hirviendo por otros 3 min.
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Se dejaron enfriar los tubos hasta 40 °C y luego se les adiciond 0.2 ml de lichenasa (10},
se taparon, se agitaron en vortex y se incubaron a 40 °C por 60 min. (Ver anexo 1, inciso

4).

El volumen de cada tubo se ajusté a 30 ml adicionando agua destilada (se asume un

volumen de 6.0 ml, por lo que se adicionaron 24 ml.).

Se mezelo completamente el contenido de cada tubo y posteriormente se filiré a través de

papel filtro No. 41.

. Se transfiri6, cuidadosamente, una alicota de exactamente 0.1 ml. de cada filtrado al fondo

de tres tubos de prueba.

Se adiciond una alicota de 0.1 ml de buffer de acetato de sodio (50 mM, pH 4.0) a uno
de los tubos (blanco), mientras a los otros dos se les adiciond 0.1 ml. de beta- glucosidasa

(0.2 u).

10. Posteriormente se adiciond a cada uno de los tres tubos 3.0 ml. del reactivo de glucosa

oxidasa/peroxidasa (GOPOD) y se incubaron a 40 °C por 20 min.

11. Finalmente se midio la absorbancia a 510 nm para cada muestra y se calculo el

porcentaje de f-glucano (ver anexo 1, inciso 2).

Porcentaje de B-glucano (w/w) = AE x F x 300 x 1/1000 x 100/W x 162/180

=AE x F/'W x 27
Donde:
AE = absorbancia de la muestra (reaccién) - absorbancia del blanco
100 {ug de glucosa)
F = { conversion de absorbancia a ug }

absorbancia de 100 pg de glucosa

171600 = conversién de microgramos a miligramos

i
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162/180 = ajuste de la glucosa libre a anhidroglucosa ( como ocurre en el B-giucano )

300 = correccion del volumen ( 0.1 ml tornado de 30 ml )
106/'W = factor para expresar el contenido de B-glucano como porcentaje de la muestra
W = ¢l peso seco calculado (corregido) de la muestra analizada, en miligramos.

3.4 Aislamiento y seleccion de microorganismos glucanoliticos.

3.4.1 Sitios seleccionados para realizar los aislamientos.

Tres sitios con caracteristicas ambientales muy similares fueron seleccionados:

I) Finca La esperanza, propiedad de la Standard Fruit Company; ubicada en Pacuare,

provincia de Limon.

II) Plantacién experimental de banano de la Escuela de Agricultura de la Region del Trépico

Hamedo (EARTH), ubicada en Guapiles, provincia de Limén.

IIT) Plantacion comercial de 1a Escuela de Agricultura de la Region del Trdpico Himedo

(EARTH), ubicada en Guapiles, provincia de Limén.

Los sitios bananeros Iy Il son manejados bajo un sistema de produccién comercial, es decir,
sometidos a un régimen de aplicaciones de productos quimicos para controlar la Sigatoka negra.
El sitio I, no estaba sometido a la aplicacién de productos quimicos y el manegjo de la

enfermedad se estaba llevando a cabo a través de métodos de control biologico.
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3.4.2 Aplicacion de glucano al follaje y procesamiento de muestras,

Con el objeto de incrementar las poblaciones de microorganismos glucanoliticos y facilitar su
aislamiento, se prepard una solucion de glucano mezclando 40g de glucano coloidal al 0.25%
p/v, en un litro de agua destilada, la cual se aplicd a la planta de banano. El pH de la solucién se
1136 entre 7 v 8 utilizando una solucién de 0.1 M NaOH.

Las aplicaciones se hicieron en la cuarta hoja segin escala de Brun (1963), aplicando tres
plantas por sitio. Las hojas tratadas fueron marcadas con cinta plastica v siete dias después de la
aplicacion fueron recolectadas y trasladadas al laboratorio en bolsas plasticas estériles, las cuales
se colocaron en una hielera conteniendo gelatina refrigerante para mantener baja la temperatura

y evitar la desecacion y la pérdida de microorganismos.

En el laboratorio, con un sacabocados de 10 mm de didmetro se obtuvo 5 g de hojas por cada
muestra en forma al azar, seleccionandose aquellas 4reas de la hoja donde la enfermedad,
apareniemente, no estaba presente. Estas muestras fueron colocadas en erlenmeyer de 250 ml

con 30 ml de agua destilada estéril v agitadas por 45 minutos.

Este procedimiento se llevd a cabo en dos ocasiones, correspondientes a dos muestreos
diferentes en los mismos tres sitios con el objeto de lograr el aislamiento del mayor ntimero

posible de microorganismos glucanoliticos.

3.4.3 Preparacion de medios de cultivo.

Se prepararon dos tipos de medios, agar nutrienie-glucano (ANG) y agar glucano (AG). El agar
nutriente-glucano se prepard mezclando 15 g de agar nutriente mas 5 g de agar en un litro de
agua destilada en agitacién, a una temperatura de 60 °C. Una vez disuelto el agar nutriente vy el
agar, se agregd 1 % (10 g) del extracto de glucano obtenido a partir del desecho de levadura de
cerveza para promover ¢l crecimiento de los microorganismos ghucanoliticos. Posteriormente, el

pH de la solucién se fij6 entre 7 y 8 agregando una solucion de 0.1 M NaOH. Finalmente, el



35

medio fue esterilizado en autoclave a 15 psi por 30 minutos y luego se chorre6 en platos petr

estériles.

El agar-glucano se prepard mezclando 20 g de agar mas 10 g del extracto de glucano en un litro

de agua destilada utilizando el procedimiento anterior.

3.4.4 Aislamiento de microorganismos glucanoliticos.

Para levar a cabo el aislamiento de microorganismos glucanoliticos se tom6 como referencia In

metodologia utilizada en el aislamiento de microorganismos quitinoliticos (Gonzalez, 1995},

De cada una de las soluciones preparadas (inciso 3.4.2) se tomé 1 ml el cual se colocd en un
tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril. De esta nueva solucion se prepataron
diluciones decimales hasta 10 . Seguidamente, con una micropipeta se tomé una gota de 20
microlitros (0.02 ml) de la dilucién y se colocé en un plato petri conteniendo agar nutriente-
glucano. Este procedimiento se repitié para cada una de las muestras, las cuales también fueron
colocadas en medio agar-glucano. Los platos petri inoculados fueron incubados a 28 °C hasta

obtener las cepas de microorganismos glucanoliticos.

Para obtener las cepas de Bacillus glucanoliticos cada dilucién se colocé en bafio maria a una
temperatura de 80 °C por 10 minutos, eliminando asi, microorganismos que no tienen esporas
resistentes al calor. Posteriormente, siguiendo la metodologia anterior se sembraron platos con

agar nutriente-glucano y se incubaron a 28 °C hasta obtener las cepas glucanoliticas.

Las lecturas se tomaron entre las 24 y 96 horas después de sembrados los microorganismos. Se
considerd como reaccién positiva el borde transparente de la colonia, lo cual fue un indicativo

de que ¢l glucano del medio estaba siendo metabolizado por los microorganismos.

Las cepas glucanoliticas observadas fueron seleccionadas y purificadas haciendo cultivos
sucesivos hasta tener colonias aparentemente puras. Estas cepas fueron luego transferidas a

viales con tapa de rosca conteniendo ANG en posicidn inclinada. Una vez crecidos los
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Microorganismos y para minimizar su crecimiento posterior, los viales fueron sellados con aceite

mineral estéril y colocados a temperatura de 10 °C.

3.4.5 Seleccion de cepas glucanoliticas.

Las cepas glucanoliticas aisladas fueron cultivadas en agar nuiriente-glucano v agar-glucano,
selecciondndose aquellas en las cuales se observé una mayor produccion de glucanasa en ambos
medios. Para ello, se midié la longitud {radio) del halo transparente formado alrededor de la
colonia a las 12, 24, 36, 48 y 96 horas después de su siembra. También se considero el tamafio

de la colonia como parametro importante en la seleccién.

3.5 Prueba de antagonismo en laboratorio.

3.5.1 Procedimiento para la obtencion de descarga de ascosporas.

Para llevar a cabo esta prucba se signié la metodologia propuesta por la compatfiia Dupont

(1982).

El material ulilizado para la descarga se seleccionéd a partir de hojas jovenes con tejidos
nectdticos recolectadas en el campo. Este matetial fue trasladado al laboratorio v colocado en
camara himeda por 48 horas para lograr la maduracion del mayor nimero posible de peritecios
Y ascosporas. Posteriormente, el tejido necrosado fue observado a través de un estereoscopio v
se seleccionaron aquellas areas con peritecios abundantes. De este material se cortaron trozos de
aproximadamente 4 cm? vy con la ayuda de grapas se pegaron 5 trozos por cada disco de papel
filtro de 9 cm de didmetro, con el haz hacia arriba. Estos discos con el material de descarga
fueron luego sumergidos en agua destilada por 5 minutos, luego de lo cual, se extrajeron, se les
elimind ¢l exceso de agua y se colocaron en las tapas de platos petri listos para iniciar la

descarga de ascosporas sobre discos de hoja.
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3.5.2 Preparacion de discos de hoja.

Se selecciono y recolectd la hoja 2 de plantas de banano de una zona en la cual no se habian
hecho aplicaciones de fungicidas. De estas hojas se cortaron discos de 9 em de didmetro los
cuales, en la camara de flujo laminar, fueron desinfectados sumergiéndolos en alcohol al 70%
por un minuto, Para eliminar los residuos de alcohol, los discos fueron sumergidos, en forma
sucesiva, en tres recipientes con agua destilada estéril, un minuto en cada uno de ellos.

Finalmente los discos fueron colocados sobre papel filtro estéril para eliminar el exceso de agua,

3.3.3 Multiplicacion y aplicacion de microorganismos glucanoliticos.

Dos dias antes de la inoculacion del patégeno los microorganismos antagonistas glucanoliticos
seleccionados fueron puestos a crecer en plaios petri con medio agar nutriente-glucano, los

cuales se incubaron a 28 °C,

Los microorganismos ya crecidos fueron colectados del medio de cultivo lavando la superficie
del mismo con agua destilada estéril, ajustandose sus concentraciones a 10° células bacteriales
por ml. Luego, cada una de las soluciones de los microorganismos fue colocada en platos petri,
en los cuales se sumergieron los discos de hoja previamente desinfectados. Posteriormente, los
discos fueron colocados con el envés hacia aniba en la base de platos petri, la cual se cubrid

previamente con papel filtro estéril hamedo.

3.5.4 Prueba de antagonismo.

Sobre la base de los platos petri conteniendo los discos de hoja aplicados con los
microorganismos glucanoliticos se colocd la tapa de los platos con el material de descarga de
ascosporas, El material se dejo descargando por un periodo de 3 horas, luego de las cuales se
marcaron las zonas de descarga y se retiro el papel filtro con los trozos de tejido necrosado. Los

platos petri fueron nuevamente tapados e incubados a 28 °C por 48 horas.
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Posteriormente, los discos de hoja fueron identificados y sumergidos por 2 ocasiones sucesivas
en barniz transparente marca Glidden pro 100. Luego, con la ayuda de clips, los discos fueron
colgados en un cordel y dejados asi por 24 horas a temperatura ambiente con el objetivo de
eliminar el excedente de barniz y lograr ¢l secado de los mismos. Una vez seco el bamiz, las
zonas de tejido previamente marcadas fueron cortadas y la capa de barniz retirada. Esta capa de
barniz fue inmediatamente colocada sobre un portaobjetos previamente identificado, se le
colocé un cubreobjeto y luego se tifié con azil de algodén para finalmente Hevar a cabo las

evaluaciones al microscopio.

3.5.5 Evaluacion de los tratamientos y analisis estadistico.

Se determind la capacidad antagonica de los microorganismos glucanoliticos seleccionados
sobre ascosporas. Las variables evaluadas fueron el niimero de ascosporas germinadas v el
porcentaje de inhibicion del tubo germinativo de 150 ascosporas por disco de hoja en 4
repeticiones. Para cada repeticion se utilizaron cinco campos visuales los cuales se compararon

con un testigo absoluto.

La inhibicién del tubo germinativo se determing midiendo su longitud con un microscopio
calibrado a 40 X y con un lente microméirico dentro de un ocular calibrado previamente con un

micrémetro de platina.

Se uiilizd un disefio experimental de bloques completamente al azar v la informacion obtenida se
analizo a través de un analisis de varianza y la aplicacién de la prueba de Dunnett (Steel y
Torrie, 1985), para comparar cada uno de los tratamientos con el testigo absoluto (agua), de

acuerdo a cada categoria de medicién.

3.6 Compatibilidad de las cepas glucanoliticas seleccionadas a fungicidas.

Se determind la compatibilidad de los microorganismos seleccionados a los fungicidas mas

utilizados en ¢l control de 1a Sigatoka negra del banano.
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Se sembraron los microorganismos antagonistas seleccionados en medio agar nutriente-glucano
48 horas antes de iniciar la prueba. Posteriormente, se cortaron discos de papel filtro de 6 mm
de diametro y se esterilizaron. Luego se prepararon soluciones madies a 1000 ppm en agua

destitada estéril de los signientes fungicidas:

Benomil 50% PM, a una concentracién de 0.02 g en 10 mi de agua.
Propiconazole 25.3% EC, a una concentracion de 0.04 g en 10 ml de agua.
Tridemorf 75% EC, a una concentracién de 0.013 g en 10 ml de agua.

Mancozeb 80% PM, a una concentracién de 0.013 g en 10 ml de agua.

El agri-mycin 500 44.3% PM se¢ utiizé como testigo, a una concentracion de 0.02 g en 10 ml de
agua. Mediante diluciones decimales se prepararon soluctones a 100, 10 vy 0 ppm de cada uno

de los productos evaluados.

Con un marcador especial para vidrio se marcaron los platos petri conteniendo los
microorganismos con ¢l fungicida a evaluar y se dividieron en 4 partes iguales, marcando en
cada una de ellas la concentracion a aplicar. Con la ayuda de pinzas estériles se tomo cada uno
de los discos de papel filtro estéril y con una micropipeta estéril en el aire se les colocd en ¢l
centro una gota de 0.05 mi del fungicida a evaluar en la concentracion requerida, procurando
que los discos quedaran bien impregnados de producto, pero siempre ¢vitando los excedentes.
Finalmente, los discos fueron colocados sobre los microoiganismos v los platos petri fueron

sellados ¢ incubados a 28 °C por 48 horas.

3.6.1 Variable evaluada.

Se evalud la zona de inhibicion de los microorganismos causada por los fungicidas, la cual se
manifesté como un halo transparente que rodea el disco de papel filtro impregnado con el
fungicida. Para ello, se midi6 la distancia (ram) desde el borde del disco hasta el borde de la

zona de inhibicion.



40

3.7 Prueba de antagonismo en campo utilizando plantas en macetas.

3.7.1 Localizacion del experimento.

La prusba se realizé en los predios del area de fitoproteccion del CATIE, en plantas sembradas
en macetas. Los datos climatologicos se tomaron de la estacion meteoroldgica del CATIE,
ubicada a 200 m del lugar del ensayo. Esta prueba se llevo a cabo desde el 7 de agosto hasta el

23 de septiembre de 1996.

3.7.2 Preparacion del material vegetal.

Se utilizaron plantas de banano de la variedad Gran Enano obtenidas de cultivo de tejidos. Estas
plantas fueron sembradas en macetas plasticas polyplast de 2 Kg, utilizando suelo esterilizado

con basamid (35 g/m® de suelo).

Se fertilizaron 30 dias después del trasplante con urea (NPK. 46-0-0) a una dosis de 10 g por
planta. Se mantuvo el riego regularmente y se les eliminé la hoja bajera en senescencia hasta el

inicio del ensayo.

Las plantas se mantuvieron en casa de mallas por un periodo de cuatro meses y medio y
posteriormente fueron sacadas al campo donde permanecieron en aclimatacién por un periodo

de 15 dias, previo al inicio de la prueba.

3.7.3 Preparacion del material experimental.

Con base en los resultados obtenidos a partir de la prucba de antagonismo en laboratorio se
seleccionaron 4 cepas bacteriales, las cuales se identificaron con los codigos GC1, GBC2, G52
y GS3, de los cuales el microorganismo GBC2 pertenece al género Bacillus. Estos

microorganismos fueron puestos a crecer en medio agar nutriente-glucano 48 horas antes de
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iniciar la prueba. Como sustrato se utiliz6 una solucién de glucano al 1% (w/v) en agua
destilada.

3.7.4 Tratamientos evaluados y disefio experimental.

Se evaluaron 10 tratamientos los cuales incluyeron la aplicacion de los microorganismos con y

sin glucano, glucano solo y agua como testigo absoluto. La descripeion de los tratamientos es la

siguiente:
1. Testigo 3. GC1 + glucano
2. Glucano 4. GBC2 + glucano
5. GS2 + glucano 6. GS3 + glucano
7. Cepa GC1 8. Cepa GBC2
9. Cepa GS2 10. Cepa GS3

Se utilizé un disefio en bloques completamente al azar (DBCA) con 35 repeticiones por

tratamniento en los cuales la parcela experimental correspondié a una planta.

3.7.5 Procedimiento general.

Para la aplicacion de los tratamientos se selecciond la hoja uno de cada planta, la cual fue
marcada con cinta plastica y asperjada con atomizadores manuales tanto por el haz como por ¢l

’ ,o f s 8
enves. Las cepas glucanoliticas asperjadas se prepararon a una concentracion de 10° ufc/ml en

agua destilada estéril.

Se hicieron tres aplicaciones de los iratamientos a intervalos de 48 horas cada una. En el caso
que correspondi6 aplicar el microorganismo mas el glucano, este fue aplicado primero v el

microorganismo 10 minutos después para permitir el escurrimiento del exceso del sustrato.
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Para lograr la inoculacion natural del patdgeno, las plantas fueron trasladadas dos horas después
de la tercera aplicacion de los tratamientos a la finca experimental La Montafia, propiedad del

CATIE, a una plantacion de banano fuertemente atacada por Mycosphaerella fijiensis.

Luego de 4 dias de exposicion al indeulo natural, las plantas fueron nuevamente trasladadas al
lugar donde se encontraban, quedando expuestas a las condiciones climaticas prevalecientes en

espera del desamrollo de los sintomas de la enfermedad para llevar a cabo las evaluaciones

respectivas,

3.7.6 Evaluacién de tratamientos y analisis estadistico.

La evaluacion se llevo a cabo 24 dias después de la inoculacién con ¢l patogeno. Se evalué la
severidad de la enfermedad por medio de la cuantificacion del total de estrias en el envés de la
hoja aplicada con cada uno de los tratamientos. Para Hevar a cabo la cuantificacion se utilizoé un

marco de 3 em®, el cual se coloco en el area apical y en la parte media del margen derecho de la

hoja vista de frente.

Para lograr una mayor precisién en la toma y cuantificacion de los datos se procedié a registrar
los sintomas observados utilizando material pléstico transparente, ¢l cual se colocé en el centro
del marco de cartén (anexo 5). De esta forma se dispuso de mas tiempo para Hevar a cabo la

cuantificacién de los sintomas presentes en la hoja.

Los registros obtenidos de cada planta fueron promediados para cada tratamiento. Los datos se
analizaron por medio de un andlisis de varianza, una prueba de contrastes ortogonales para
determinar si habian diferencias significativas entre grupos de tratamientos y una prucba de

Tukey para determinar diferencias entre los tratamientos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Extraccion de -glucano.

De los cinco substratos analizados, el extracto obtenido a partir de la avena comercial yde la
semolina de arroz presentaron la consistencia de goma, mientras el obtenido de la granza de
arroz, bagazo de cafia y desecho de levadura de cerveza (Leva. 1) presentaban una consistencia

coloidal, poco pegajosa.

Se observo que la semolina de arroz y la avena comercial rindieron la mayor cantidad de goma
de B-glucano (cuadro 1), con porcentajes de 15.68 v 11.92 respectivamente, con respecto al

total de la muestra analizada.

Al llevar a cabo la extraccién a partir del desecho de levadura de cerveza por el método
modificado (leva. 2), se encontrd un rendimiento del 34.96% con respecto a la muestra

analizada (fig. 2).

El precipitado obtenido de cada una de las muestras analizadas es en esencia una mezcla
coloidal oligosacarida en la cual estd contenido el B-glucano. Sin embargo, de acuerdo a las
metodologias de extraccion utilizadas, el precipitado obtenido a partir del desecho de levadura
de cerveza por el método modificado posee cantidades mas altas de almidones v proteinas en
solucién y no presenté apariencia de goma . Por otro lado, no puede asumirse una relacion
directa entre la cantidad de goma de B-glucano obtenida y la cantidad de B-glucano puro

presente en la muestra.
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Cuadro 1. Porcentaje de goma de B-glucano obtenida a partir de los substratos

evaluados.
Substrato Muestra (g) *  pHinicial  Extracto obtenido % de goma en la
(mg) muestra
Avena 9.17 6.1 1438.5 15.68
Semolina 9.17 6.6 1093 .4 11.92
Bagazo cafia azicar 9.17 6.5 696.2 7.59
Granza de arroz 9.17 6.9 396.9 4.33
Leva. 1 9.17 5.9 326.6 3.56
Leva. 2 9.17 59 3206.0 3496

* Disuelta en 312 mi de agua destilada

Porcentiaje
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Figura 2. Porcentaje de goma de 8-glucano en los substratos evaluados.
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4.2 Determinacion de B-glucano.

Al analizar cada substrato en su estado original se observé que la avena comercial v 1a seinolina
de arroz presentaron el mayor contenido de B-glucane con 1,.94% y 0.28% respectivamente, El
bagazc de cafia de azcar presentd un contenido de fS-glucano del 0.114%, el desecho de

levadura de cerveza 0.104% v la granza de arroz 0.073% (fig. 3).

Dawkins y Nnanna (1993) en un analisis similar al presente, informaron un contenido de B-
glucano de 3.79% para la avena. Esa diferencia puede deberse al hecho de haber utilizado, en
este caso, avena comercial, la cual es mezclada con otros compuestos antes de comercializarce,
conteniendo asi un porcentaje neto inferior de avena pura, lo cual se refleja en un contenido

inferior de B-glucano.

El analisis del precipitado del desecho de levadura de cerveza obtenido por el método
modificado (leva2) dio como resultado un contenido de B-glucano de 0.249% (fig. 3), es decir,
139% mas en relacién al obtenido a partir de la muestra original. Esto demuestra que con el
método modificado se elimina una considerable cantidad de los almidones y proteinas presentes
en el desecho de levadura de cerveza v se concentra el B-glucano libre a través de su

precipitacion con alcohol 2-propanol.

También se determind el porcentaje de S~glucano presente en la goma de B-glucano extraida a
partiv del desecho de levadura de cerveza v se encontrd un valor de 2.067%, lo cual es ldgico ya
que el metodo de extraccidn de la goma de B-glucano elimina la mayor parte de almidones v

proteinas presentes en la muestra, concentrando e B-glucano en el precipitado final.

Este contenido puede considerarse bajo si se¢ compara con resultados obtenidos a partir de
fuentes vegetales como la cebada y la avena (Dawkins y Nnanna, 1993). Sin embargo, debe
considerarse que el desecho de levadura de cerveza utilizado pasd por un proceso industrial en
¢l cual un porcentaje considerable del B-glucano, originalmente presente en la levadura, es
enzimaticamente degradado o perdido por causas afines a dicho proceso. Ademas, ¢s imporianie
tomar en cuenta que a diferencia de los demds substratos, este no requiere de equipo especial

para lograr la extraccion del glucano.
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Tomando en consideracion la apreciable cantidad de B-glucano obtenido del desecho de
levadura de cerveza por medio del método de extraccidn modificado, Ja alta disponibilidad y
bajo costo de dicho substrato en nuestro medio, asi como el bajo costo v simplicidad de este
método en relacion al método original, al no requerir de equipo v técnicas sofisticadas; se
decidid trabajar en las pruebas sucesivas con el desecho de levadura de cerveza como substrato

y con el método de extraceidn modificado.

Porcentaje de glucano
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Figura 3. Porcentaje de B-glucano en los substratos evaluados en su estado original.
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4.3 Aislamiento de microorganismos glucanoliticos.

A partir de las extracciones realizadas de hoja (4) de banano se aislaron un total de 196
microorganismos que presentaron actividad glucanolitica. De estos, 39 fueron Bacillus y 157
fueron oftras bacterias. Aunque no se usaron medios especificos, estos resultados confirman el
hecho de que son las bacterias quienes colonizan las primeras hojas casi inmediatamente
después de emergidas, gracias a su capacidad para aprovechar los nutrientes provenientes de los
exudados de los tejidos foliares (Blakeman, 1985). El 91% de los aislamientos fueron obtenidos

a partir de las diluciones 107 vy el restante 9% a partir de las diluciones 107,

En cuanto a la distribucion de estos microorganismos de acuerdo al sitio de recoleccion, el sitio
I (libre de la aplicacién de productos quimicos) presentd la mayor poblacién de
microorganistnos glucanoliticos con un 53% del total de aislamientos; mientras los sitios I y I
(sometidos a la aplicacion de productos quimicos) presentaron poblaciones mas bajas, 23 y 24%
del total de aislamientos, respectivamente (cuadro 2). Segian Blakeman (1985), las aplicaciones
de productos quimicos disturban los patrones naturales de colonizacion del filoplano va que
estos reducen las poblaciones de microorganismos epifitos residentes, lo cual puede explicar los

resultados obtenidos.

Cuadro 2. Niumero y porcentaje de aislamientos de organismos glucanoliticos de acuerdo

al sitio de seleccion.

Sitio No. de aislamientos Porcentaje del total
I 45 23
14| 104 53
i1 47 24

Total 196 100
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4.4 Seleccion de microorganismos glucanoliticos.

Los 196 microorganismos aislados fueron purificados y evaluados en medio agar-glucano v agar
nutriente-glucano con ¢l objeto de seleccionar cepas con la capacidad de sobrevivir y
reproducirse tanto en medios ricos, como en medios pobres. Para cada cepa bacterial se evalud
el tamafio del halo transparente formado a partir del borde de la colonia, asi como su capacidad

y/o rapidez de crecimiento.

El tamafio de la transparencia formada es importante ya que demuestra la capacidad del
microorganismo para metabolizar el glucano, mientras la capacidad de multiplicacién es muy
importante desde el punto de vista de colonizacién del filoplano (Gonzélez, 1995), va que una

alta masa bacterial es indispensable para lograr dicho propésito.

Las evaluaciones se llevaron a cabo a las 16, 24, 32, 48 v 96 horas después de sembrados los
microorganismos. Siete bacterias, entre ellas dos Bacillus, mostraron la mayor actividad
glucanolitica en el menor tiempo (cuadro 3) y el mayor crecimiento a lo largo del periodo de

evaluaciones.

Caracteristicas de la colonia como superficie plana, forma redonda v borde liso fueron comunes
para los 7 microorganismos. La pigmentacion varié de blanco-crema para los Bacillus a
amarillo, naranja y rojo-rosado para las demais cepas. Los 7 microorganismos fueron

identificados con los cadigos GC1, GS2, GS3, GS4, GE1, GBC1 y GBC2 (cuadro 3).
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Cuadro 3. Procedencia y tiempo al cual se dio la actividad glucanolitica de las cepas

seleccionadas.
Microorganismo Procedencia Expresion de actividad glucanolitica (Hrs.)

16 24 36 48 96

GBC2 Sitio I1I + + + o +
GC1 Sitio I11 - + + + +

GS2 Sitio 11 - + + + +

GS3 Sitio 11 - + 4 + +

GS4 Sitio II - + + + +

GE1 Sitio ¥ - - + + +
GBC1 Sitio III - - + + +

+ = Reaceidn positiva

Las 7 cepas seleccionadas presentaron actividad glucanolitica despusds de un petiodo de tiempo
bastante corto , lo cual es una caracteristica deseable y muy importante en la seleccion de
microorganismos antagonistas ya que ello puede asegurar una accion rapida de estos sobre el
patogeno. En el caso de antagonismo a Mycosphaerella fijiensis esta caracteristica es de mucho
valor ya que un efecto antagdnico temprano puede reducir la germinacion de sus estructuras
reproductivas, ademds de interferir en el crecimiento del tubo germinativo, reduciendo asi la

capacidad del patdgeno para penetrar a través de los estomas.
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4.5 Prueba de antagonismo a Mycosphaerelia fijiensis en laboratorio.

Esta prueba se desamollé con el objeto de evaluar el efecto antagénico de las cepas

glucanoliticas previamente seleccionadas sobre ascosporas de M. fijiensis in vivo.

De acuerdo al andlisis de varianza se encontraron diferencias altamente significativas entre

tratamientos para la variable germinacién de ascosporas (Cuadro 4). La prueba de Dunnett al

5% de significancia, detectd diferencias significativas entre el testigo v los tratamientos GS2,

GBC2, GS83, GC1 y GBC1 para la variable germinacion de ascosporas (Anexo3).

Cuadro 4. Andlisis de varianza para el efecto antagénico de cepas glucanoliticas sobre la
germinacion de ascosporas de Mycosphaerella fijiensis.

527.2077

17.5086

BV G.L 5.C
Tratamientos 7 3690.4542
Error experimental 24 420,2057
Total 31 4110.6599

** = Altamente significativo al 1%
* = gipnificativo al 3%

ns = no significative

La cepa (GS2 inhibi6 la germinacion en un 25.05 %, 17.57 % para la cepa GBC2. 13.87 % para

la cepa (GS3, 8.95 % para la cepa GC1 v 4.58 % para la cepa GBC1 (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de cepas glucanoliticas sobre la germinacion de ascosporas de

Mycosphaerella fifiensis.

El analisis de varianza también detectd diferencias altamente significativas entre tratamientos
para la variable inhibicion del crecimiento del tubo germinativo (Cuadro 5). Se encontraron

diferencias significativas entre el testigo v las cepas evaluadas, excepto la cepa GE1, de acuerdo

a la prueba de Dunnett al 5% de significancia (Anexo 2).

La evaluacion de la longitud del tubo germinativo mostrd que los tratamientos GS2, GS3, GC1
y GBC2 con porcentajes de inhibicion del mismo de 47, 40, 38 v 37, respectivamente, fueron

las mejores cepas antagénicas dentro de las evaluadas (Figura 5).
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Cuadro 5. Analisis de varianza para el efecto antagonico de cepas glucanoliticas sobre la

longitud del tubo germinativo de ascosporas de Mycosphaerella fijiensis.

F.V. G. L. S. C. C M Pr>F
Tratamientos 7 2846.0671 407,0095 0.00071 %
Error experimental 24 206.6605 8.6108
Total 31 3055.7276 R*=0.93 C.V.=29344

** = altarmente significativo al 1%
* = significativo al 5%
ns = no significativo
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Figura §. Efecto de cepas glucanoliticas sobre la longitud del tubo germinativo de

ascoéporas de Mycosphaerella fijiensis.
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De acuerdo al porcentaje de inhibicién de la germinacion y la inhibicion del crecimiento del tubo
germinativo, se¢ seleccionaron las cepas GS2, GS3, GBC2 y GC1 para llevar a cabo la siguiente
prueba de antagonismo a M. fijiensis ¢n campo utilizando plantas en macetas. Esta seleccion fue
debidamente corroborada mediante la aplicacién de pruebas Dunnett sucesivas, al 3% de

significancia, con las cuales se fue comparando cada uno de los tratamientos que mostraron

significancia.

Es importante sefialar que las cepas GBC2 y GC1 fueron aisladas de una plantacion sometida a
la aplicacidn de productos fungicidas, lo cual representa una ventaja muy importante ya que
podrian presentar cierta compatibilidad con estos productos al tratar de implementar su uso a

nivel comercial dentro de un programa de mangjo integrado.

4.6 Compatibilidad de cepas glucanoliticas a fungicidas.

A nivel de laboratorio, las cepas bacteriales GC1, GBC2, G52 v GS3 mostraron ser totalmente
compatibles con los fungicidas benomyl 50%, tridemorf 75%, propiconazole 25.3% vy
mancozeb 80%; en cuyos tratamientos no se observd zona de inhibicidn del crecimiento

(Cuadro 6).

También se observo la incompatibilidad de las cepas bacteriales con el agri-mycin 500 44.3%,
unt bactericida utilizado como testigo. En este caso, la zona de inhibicion del crecimiento
bacterial se hizo notar en las primeras 24 horas, incrementandose considerablemente a las 48

horas (Cuadro 6).

Estos resultados son muy importantes ya que la introduccidn de pricticas de control bioldgico de
la Sigatoka negra, como el uso de microorganismos antagonistas, dentro de un programa de
manejo integrado es una alternativa para reducir el uso indiscriminado de productos fungicidas y
uno de los principales problemas del uso de estos microorganismos es su incompatibilidad con

los productos quimicos.
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Cuadro 6. Efecto de inhibicion de productos quimicos sobre la zona de crecimiento de las
cepas glucanoliticas seleccionadas,

J

PLAGUICIDA CEPA BACTERIAL 24 HORAS 48 HORAS
CONCENTRACION" CONCENTRACION

0 10 100 1000 O 10 100 1000

Benomil
GC1 0° 0 0 0 0 0 0 0
GBC?2 0 0 0 0 0 0 0 0
GS2 0 0 0 0 0 0 0 0
GS3 0 0 0 0 0 0 0 0
Tridemorf
GC1 0 0 0 0 0 0 0 0
GBC2 0 0 0 0 0 0 0 0
GS2 0 0 0 0 0 0 0 0
GS3 0 0 0 0 0 0 0 0
Propiconazole
GC1 0 0 0 0 0 0 0 0
GBC2 0 0 0 0 0 0 0 0
GS2 0 0 0 0 0 0 0 0
GS3 0 0 0 0 0 0 0 0
Mancozeb
GC1 0 0 0 0 0 0 0 0
GBC2 0 0 0 0 0 0 0 0
GS2 0 0 0 0 0 0 0 0
GS3 0 0 0 0 0 0 0 0
Agri-mycin
GC1 0 1.0 20 40 0 1.5 35 30
GBC2 0 1.0 2.0 40 0 1.5 3.0 5.0
GS2 0 1.0 20 35 0 1.0 3.0 45
GS3 0 1.0 20 40 0O 1.5 3.0 4.5

a = Zona medida en mm

b = Partes por millon

Estos resultados indican que los microorganismos aqui evaluados podrian ser utilizados en

combinacioén con los fungicidas mas comiinmente usados en el control de la Sigatoka negra.
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4.7 Efecto de microorganismos antagonistas glucanoliticos sobre la

severidad de la enfermedad en campe utilizando plantas en macetas.

4.7.1 Condiciones climaticas.

La época en que se desarrollo el presente experimento se caracterizd por presentar una
alternancia de tiempo caluroso v lluvieso y una alta humedad relativa, condiciones que son

altamente favorables para el desanollo de la Sigatoka negra (Gonzélez y Jaramillo, 1979).

La temperatura promedio semanal fue de 22.4 °C, con una temperatura maxima promedio de
29.8°C v una minima de 18.2 °C (Figura 6). La precipitacion promedio semanal fus de 46 mm,
con un rango diario que varid desde O hasta 77 mm. (Figura 7). La humedad relativa se

mantuvo en un promedio semanal de 89.6% (Figura 8).

Temperatura (oC

Semanas

Figura 6. Comportamiento semanal de la temperatura durante el periodo en que se
desarrolia el experimento.
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Precipitacion {mm)

Semanas

Figura 7. Comportamiento semanal de la precipitacion durante el periodo en que se
desarrollo el experimento.

Humedad relativa %

Semanas

Figura 8. Comportamiento semanal de la humedad relativa durante el periodo en que se
desarrollo el experimento.

Estas condiciones meteoroldgicas sin duda favorecieron al patogeno, lo cual se expres6 en el

nivel de infeccion observado en las planias inoculadas con el mismo.
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4.7.2 Prueba de antagonismo.

Los tratarnientos controlaron la enfermedad en un 38.5% en promedio. De acuerdo al analisis
de los datos a través de la prueba de contrastes, existieron diferencias altamente significativas al
5% entre ¢l testigo y todos los tratamientos, entre el testigo y el glucano aplicado solo v entre el

testigo v los microorganismos aplicados con v/o sin glucano.

No se encontraron diferencias significativas entre el glucano aplicado solo y los demas
tratamientos, ni entre los tratamientos aplicados con glucano v los aplicados sin glucano {(cuadro
7).

La prueba de Tukey al 5% detectd diferencias significativas para los tratamientos GS3 +
glucano, GS2 + glucano, cepa GS2 sola y Glucano solo(Cuadro 8), los cuales redujeron la
severidad de la enfermedad en un 67, 66.2, 65.4 y 65 porciento, respectivamente, siendo estos

los mejores tratamientos (Figura 9),

Cuadro 7. Andlisis del efecto antagonico de los tratamientos sobre Mycosphaerella
Jfijiensis en campo utilizando plantas en macetas, segiin prueba de contrastes

ortogonales.

MMMMMMMMMMMMMM Contraste ... Pr=¥F
Testigo Vis Tratamientos 0.0002°#*

Testigo Vs Glucano 0.0014%*

Testigo Vis MCG 0.0002k*

Testigo Vis MSG 0.00074*

Glucano Vrs Tratamientos 0.6190ns

Glucano Vs MCG 0.7694ns

Glucano Vrs MSG 0.5157ns

MCG Vs MSG 0.5716ns

!

** = altamente significativo al 1%
ns = no significativo
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Cuadro 8. Resuitadoes de Ia prueba de Tukey para el efecto antagonico

de fos tratamientos sobre la severidad de la enfermedad.

Tratamiento - Media

Testigo 0.1540  A*
GCl1 + G 0.1180 A B
GC1 0.1100 A B
GBC2 0.1040 A B
GS2 0.0920 A B
GBC2 + G 0.0900 A B
Glucano 0.0880 B
(353 0.0880 B
GS2+ G 0.0840 B
GS3+ G 0.0760 B

* Tratamientos con la misma letra no presentaron diferencia significativa

Ei hecho de no haber encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos aplicados con y/o sin glucano y entre el glucano aplicado solo y el resto de los

tratamientos puede atribuirse principalmente a dos causas:

El glucano aplicado pudo haber estimulado el crecimiento rapido de la poblacién de los
microorganismos presentes en la  filosfera, principalmente de aquellos con actividad
glucanolitica, provocando una mayor competencia para los microorganismos aplicados, pero a la
vez, ejerciendo un buen efecto antagonico sobre el desarrollo de Mycosphaerelia fijiensis. Por
otro lado, el B-glucano es un inductor de fitoalexinas ¢n la planta y se ha comprobado su efecto
como inductor de resistencia a varias enfermedades cuando es aplicado exégenamente (Lyon et
al., 1995). También se ha documentado que la aplicacién de B-glucano activa e induce la

produccion de B-glucanasas (Sirvan y Chet, 1989), enzimas que degradan el glucano y que estin
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presentes en un gran numero de plantas, tanto monocotileddneas como dicotiledéneas (Clarke y

Stone, 1962).

Estos hechos sugieren la posibilidad de que el glucano aplicado solo pudo haber estimulado las
defensas de la planta, especialmente la produccion de B-glucanasas capaces de metabolizar el
glucano presente en las paredes celulares del patdgeno y de esa forma haber ejercido un buen

control de la enfermedad.

Porcentaje de drea afectada
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Figura 9. Efecto promedio de los tratamientos sobre la severidad de la enfermedad
en campo utilizando plantas en macetas.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se conciuyd o siguiente:

I.

]

Al analizar cada subsirato en su estado original, se encontrd que la avena comercial posee el

mayor contenido de B-glucano.

. El desecho de levadura de cerveza posee un contenido apreciable de B-glucano, lo cual

aunado a su amplia disponibilidad en nuestro medio, facilidad de manejo v bajo costo, lo
convierten en una excelente fuente de glucano para cubrir los requerimientos en el desarrollo

de investigaciones relacionadas con microorganismos glucanoliticos.

. El método de extraccion modificado para el desecho de levadura de cerveza, por su

simplicidad, bajo costo y eficiencia en la recuperacion de B-glucano, es el procedimiento

adecuado a wtilizar en nuestro medio.

El sitio II (libre de la aplicacidn de productos quimicos) presentd la mayor poblacién de
microorganismos glucanoliticos con un 53% del total de aislamientos, en contraste con los
sitios I y II (sometidos a la aplicacién de productos quimicos) los cuales presentaron

poblaciones mas bajas, aportando el 23 y 24% del total de aislamientos, respectivamente.

Los microorganismos seleccionados (GC1, GBC2, GS2 v GS3) producen glucanasas antes
de las 24 horas, presentando ademas una rapida multiplicacion y en consecuencia un buen

crecimiento de la colonia.

Las cuatro cepas bacteriales evaluadas mostraron un alto antagonismo a ascosporas de AL

fifiensis, in vftro, reduciendo su germinacion v 1a longitud del tubo germinativo.
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7. En pruebas de laboratorio, los microorganismos evaluados son compatibles con los
principales fungicidas (hasta 1000 ppm) utilizados en la actualidad para el control de la

Sigatoka negra.

8. A mivel de campo, utilizando plantas en macetas, todos los tratamientos mostraron un buen
nivel de control de la enfermedad, siendo significativamente superiores al testigo. Sin
embargo, no se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre grupos de

tratamientos.

9. El glucano solo, aplicado como substrato, ejercid un buen control de la enfermedad en

campo, reduciendo en un 65% el area afectada.

10. Los tratamientos GS3 + glucano, GS2 + glucano, la cepa GS2 aplicada sola v el glucano
aplicado solo fueron los mejores tratamientos a nivel de campo, reduciendo el nivel de

infeccion en un 67.0, 66.2, 65.4 v 65.0 porciento, respectivamente.
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6. RECOMENDACIONES

. Llevar a cabo estudios destinados a la identificacién de otras posibles v mejores fuentes de

glucano, de ocurrencia comun en nuestro medio,

Repetir la investigacién en condiciones de invernadero para comprobar la efectividad de los

microorganismos aislados vy el glucano en ¢l control de la enfermedad.

. Bvaluar a nivel de campo la persistencia de los microorganismos sobre el tejido foliar cuando

estos son sometidos a las condiciones naturales del medioc ambiente.

Realizar pruebas adecuadas para determinar con precision el posible efecto de induccion de

resistencia del glucano a la Sigatoka negra.

. Probar la efectividad de tratamientos que incluyan la mezcla de los microorganismos

evaluados para fratar de aprovechar un posible efecto sinergistico entre los mismos.

Desarrollar ensayos que permitan definir adecuadamente las dosis y frecuencia de aplicacion

de los diferentes tratamientos.

Efectuar la investigacion a nivel de campo para comprobar la efectividad de los tratamientos
haciendo uso de aplicaciones sucesivas de los mismos a lo largo del periodo productivo del

cuitivo.

. Probar, a nivel de campo, la efectividad de los microorganismos antagonistas glucanoliticos

evaluados dentro de un programa de mangjo integrado, que incluya la aplicacion de los

fungicidas mas usados en banano.
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ANEXO 1. Recomendaciones a considerar en el proceso de determinacién de

B-glucano.

A) Con cada serie de determinaciones debe incluirse por duplicado el blanco (testigo) v ¢l

estandar de glucosa de 50ug v/o 100
B) Con cada serie de determinaciones, al menos un estindar de beta-glucano debe ser inchuido.

C) El estandar de glucosa consiste de 0.1 ml de buffer de acetato de sodio mas 0.1 m! del
estandar de glucosa (50ug/0.1 ml o 100ug/0.1 ml)y mas 3 ml del reactivo glucosa
oxidasa/peroxidasa (GOPOD).

D) Se debe evitar el contaminar la preparacion de la enzima lichenasa con la preparacion de la

beta-glucosidasa (lo contrario no es problema).



ANEXO 2. Resultados de la prueba de Dunnett para el efecto antagonico de cepas
glucanoliticas sobre la longitud del tubo germinativo de ascosporas de

Mpycosphaerella  fijiensis.

Tratamiento Diferencia significativa con relacion al
testigo”
Cepa GS3 o
Cepa GBC2 i
Cepa G82 o x
Cepa GBC1 oS
Cepa GS4 X A
Cepa GC1 o
Cepa GE1 ns

a > Testigo = agua destilada estéril
**E = gignificativo al 5%

ns = no significativo



Anexo 3. Resultados de la prueba de Dunnett para el efecto antagonico de cepas
glucanoliticas sobre la germinacién de ascosporas de

Mpycosphaerella fijiensis.

Tratamiento Nivel de significancia con respecto al
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm testigo™
Cepa GS3 .

Cepa GBC2 e

Cepa GS2 e

Cepa GBC1 o

Cepa GS4 ns

Cepa GC1 ok

Cepa GE1 ns

a —» Testigo = agua destilada estéril
“** = gignificativo al 3%

ns = no significativo
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ANEXO 4. Método de preparacion del estandar de beta- glucano (cebada).

Método enzimitico de McCleary, compaiiia Megazyme (1996).

1. Disolver la muestra (1g) en agua destilada (2 mg/ml), en un recipiente con tapa,

2. Tapar el recipiente v agitar la mezcla en forma vigorosa por 2 min. para dispersar el

contenido,

3. Destapar el vial y calentarlo en un plato caliente a 150 °C hasta que la solucion tome un color

claro (aproximadamente 2 min), la solucion alcanza unos 60°C de temperatura.

4. Tapar inmediatamente el recipiente para minimizar la evaporacién vy dejar enfriar a

temperatira ambiente.

». La concentracion de beta-glucano en la solucién estandar se determinara de [a siguiente

forma:
A) Diluir una alicota de la solucién estindar en un volumen igual de agua destilada,

B) Colocar alicotas (0.1 ml) de la solucién estandar diluida en el fondo de tres tubos  de

prucba.

C) Agregar 0.1 ml (5 U) de lichenasa a cada uno de los tubos e incubarlos por 10 min. a
4Q0°C.

D) A dos de los tubos agregar 0.1 mi (0.2U) de beta-glucosidasa e incubarlos a 40°C  por 15
min. Al tercer tubo (blanco) agregar buffer de acetato de sodio (0.1 ml, 100mM, pH 4) e

incubar de la misma forma.

E) A cada tubo agregar 3 ml de glucosa oxidasa/peroxidasa e incubarlos a 40°C por 20 min.

Incluir en este paso los estandar de glucosa (1001e) y el blanco.

F) Leer la absorbancia 2 510 nm y calcular la concentracion de beta-glucano usando la

siguiente ecuacion:
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Concentracion de beta-glucano (mg/ml) ;
=AE x Fx 162/180 x 10 x 1/1000 x dilucidn
=AFE x F x 0.018
donde:
AE = Absorbancia muestra - absorbancia blanco
F = 100 (ug de glucosa)/absorbancia de 100 pg de glucosa
162/180 = Ajuste de la glucosa libre a la anhydroglucosa (como ocurre en el beta-
glucano).
10 = Conversion de 0.1 ml (como en la prueba) a 1.0 ml.
17100 = conversion de g a miligramos.

Dilucion = 2 (la alicota original se disolvio en una cantidad igual de agua destilada).
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