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RESUMEN

RUIZ, C. 1995. Efecto de sustratos sobre bacterias antagonistas a Mycosphaerella
fijiensis en banano.

Palabras claves: Mycosphaerella fijiensis, Musa sp; control biologico, bacterias
antagonistas; sustratos, fitoproteccion; sigatoka negra; banano

La produccion de bananos y platanos en América Central, Colombia y Ecuador, asi como
en muchos paises de Africa y Asia, es afectada por la enfermedad conocida como
sigatoka negra. Los fungicidas han sido las principales herramientas de control de su
agente causal, el hongo Mycosphaerella fijiensis Gonzalez (1995) obtuvo resultados
positivos en el contral de la enfermedad en casa de mallas y campo con el uso de
microorganismos. Sin embargo, la aplicacién de estos en forma masiva en los campos
podria tener efectos ambientales no predecibles  Los sustratos aplicados al follaje son
una alternativa para favorecer el crecimiento de los antagonistas, restringiendo su
aplicacion masiva y los riesgos potenciales asociados Este trabajo tuvo por objetivo
determinar el efecto de sustratos sobre organismos antagonistas a M fijiensis en banano
La investigacion se dividio en tres etapas: laboratorio, casa de malias y campo Se
probaron los sustratos leche, abono foliar, melaza y almidén de yuca En laboratorio,
leche y melaza fueron los sustratos comunes en efecto positivo sobre el crecimiento de
los antagonistas a M. fijiensis En casa de mallas, leche y melaza mostraron la mejor
tendencia para la supervivencia de S marcescens R1 MIP-CATIE, y esta bacteria con
melaza fue la mejor combinacién sustrato-bacteria para el contro! de 1a enfermedad. En
la prueba de campo efectuada en una zona productora de banano {EARTH, vertiente
Atiantica de Costa Rica), no se detectaron diferencias estadisticas entre los tratamientos
con sustratos y el testigo sin proteccion. Sin embargo, la densidad de indculo de M
fijiensis en la plantacién comercial vecina bajo aplicacion de fungicidas fue mayor que en
la parcela experimental bajo aplicacion de sustratos



xv

SUMMARY

RUIZ, C. 1995. Effect of substrates on antagonistic bacteria to Mycosphaerella
fijiensis in banana,

Key words: Mycosphaerella fijiensis; Musa sp : biological control; antagonistic bacteria;
substrates; plant protection; black sigatoka; banana

Banana and plantain production in Central América, Colombia, Ecuador and Brasil, as weil
as in many African and Asian countries, is affected by the disease known as black
sigatoka.  Fungicides had been the principal tools used to control the causal agent of the
disease, Mycosphaerella fijiensis. Gonzélez (1995) obtained positive resuits in controlling
the disease using microorganisms under screenhouse and field conditions. The mass
application of bacteria in crop fields could have unpredictable environmental effects
Substrates applied to foliage are an alternative which favor antagonists, while decreasing
their use frecuency and potential risks. This study was conducted to determine the effect
of substrates on antagonistic organisms to M. fifiensis in bananas.

Research was divided in three steps  laboratory, screenhouse and field Substrates
tested were milk, leaf fertilizer, molasses and cassava starch In laboratory test, milk and
molasses were those which showed positive effects on antagonistic bacteria growth. In
the screenhouse, milk and molasses showed the best survival tendency of Serratia
marcescens R1 MIP-CATIE, and this bacteria with molasses was the best bacteria-
substrate combination for disease control. In field test conducted in the bananas-
producing region (EARTH, Aflantic region of Costa Rica), no statistical differences
between treatments with substrates and control were detected. However, higher M
fijiensis ascospores density was detected in commercial plantation using fungicides than
in the experimental plot where substrates were applied.



1. INTRODUCCION

La produccion de bananos' y platanos en América Latina representa una de las
actividades socioeconomicas mas importantes por el aporte de estas en la generacion de
divisas y empleos, y por su importancia como alimento basico, especiaimente el platano
para millones de habitantes en la regién (Bureau et al 1892)

La produccion de estos cultivos involucra diferentes areas, entre las que se
encuentra el manejo de plagas Una de éstas, la sigatoka negra causada por el hongo
Mycosphaerella fijiensis es el principal problema del banano y platano en América Central
Colombia y Ecuador, asi como en muchos paises de Africa y Asia (Marin y Romero 1993)

La enfermedad se presenta en las hojas de las plantas produciendo su rapido
deterioro, cuando no es combatida. El crecimiento y la productividad de las plantas se ve
afectado por disminucién de su capacidad fotosintética, ademas la disminucion de hojas
causa una maduracion prematura de la fruta, lo que representa la mayor pérdida del cultivo
debido a esta enfermedad (CORBANA 1993, Marin y Romero 1893).

La base del control de la sigatoka la han constituido los fungicidas sintéticos, de los
cuales ya se ha documentado la evolucion de resistencia por poblaciones del hongo {Stover
1989) El aumento en el numero de aplicaciones, ademas de! deterioro acelerado del medio
ambiente, ha incrementado la probabilidad de resistencia del hongo con graves
consecuencias econdmicas para los productores

El control de la enfermedad deberia sustentarse en un manejo integral de la
plantacion (Bureau ef al 1992), que permita inciuir practicas de control bioldgico como parte
de un programa de manejo, por los beneficios que representaria su aplicacion y su bajo
impacto ambiental

Recientemnente (Gonzalez 1995), evalud el potencial del uso de microorganismos
quitinoliticos en el control de la sigatoka negra con resultados promisorios para su aplicacion
£n campo.

Los sustratos o enmiendas aplicados al follaje podrian actuar en favor de la
supervivencia de los antagonistas sobre las hojas como mecanismo de accion primario y

por fo tanto en el control de la enfermedad. Esta practica se presenta como una alternativa

! cambures en Venezuela
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para mejorar la efectividad de los antagonistas a M fiiensis, y disminuir los riesgos

potenciales que representaria para los humanos su aplicacion masiva
Con base en lo anterior, este trabajo tuvo por objetivos principales determinar el
efecto de diferentes sustratos sobre las poblaciones de microorganismos antagonistas a M

fijiensis en banano y sobre la severidad de la enfermedad en campo.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas relevantes de la sigatoka negra

2.1.1. Situacién actual de la enferrnedad

La sigatoka negra es una enfermedad de amplia diseminacion en la mayoria de las
zonas productoras de banano y platano de América La cronologia de su dispersion en el
continente es' Honduras, 1972; Belize, 1975, Guatemala, 1977; Nicaragua y Costa Rica,
1979, México, 1980, Panama y Colombia, 1981; Ecuador, 1987 y Cuba, 1991 (Bureau et
al 1992),

En Venezuela, se detectd un foco de la enfermedad extendido en un radio de 50 km
en la zona fronteriza con Colombia, siendo esta la primera confirmacion de la introduccién
de ia enfermedad a dicho pais (Haddad et af 1992)

La importancia econdmica de la sigatoka negra radica en que su control constituye
un rubro importante en la estructura de costos de produccién del banano, el cual puede ser
sufragado por ser un cultivo de alto valor comercial.

La disminucion en la efectividad de las medidas de control aplicadas en forma
periodica y cambios en las perspectivas econédmicas de los productores por las condiciones
del mercado han llevado a una situacion de crisis con relacion al manejo de la enfermedad
(Marin y Romero 1993)

En Costa Rica, uno de los palses con mayor productividad bananera en América, los
rendimientos han disminuido de 2731" cajas/ha/afio en 1989 a 1850 cajas en 1994 (Sauma
1995), lo que se atfribuye a la depresidn internacional de los precios del banano con pocos
incentivos para los productores y al efecto de la sigatoka negra en los campos.

La disminucién en los rendimientos contrasta con el nimero de aplicaciones de
fungicidas por hectarea por afio, las cuales han aumentado hasta ubicarse en 1993 en un
promedio de 35 aplicaciones (CORBANA 1993).

' Una caja equivale a 18,14 kg de fruta
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La Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA) ha iniciado la
comercializacion de los materiales tetraploides FHIA-01, FHIA-03 y FHIA-21 seleccionados
por resistencia a la sigatoka negra (Rowe y Rosales 1994), estableciéndose ya la

multiplicacion de estos materiales en algunos paises (Panfilo Tabora, EARTH, 19985, com
pers.)

2.1.2. Sintomas y signos de la enfermedad

Los sintomas se asocian con diferentes etapas o estados de la enfermedad en la
planta (Meredith y Lawrence 1969, Fouré 1985)

Posterior al periodo de incubacion se presenta el desarrollo visible de la enfermedad
que comprende desde pequenas decoloraciones hasta la necrosis (Bureau et al 1992) El
tiempo de este proceso depende de las condiciones climaticas y podria variar entre los 15 ¥
30 dias después que aparecen los primeros sintomas.

Tomando como referencia las obsarvaciones de Bureau et af (1992) el desarrollo de
la enfermedad se ha dividido en seis estados con las siguientes caracteristicas’

- Estado 1° pequena decoloracién de aproximadamente 1 mm de largo, blanca o
amarilla en fase inicial y visible Unicamente en el envés de la hoja Para observarla, debe
exponerse el envés de la hoja a la luz

- Estado 2: la decoloracidn se convierte en una estria de 2 a 3 mm de largo y rojiza,
que puede ser observada tanto en el envés como en el haz de la hoja

- bstado 3. la estria aumenta sus dimensiones, haciéndose mas larga y ancha A
partir de este estado aparecen los conididforos que producen los conidios.

- Estado 4: se presenta como una mancha oval, marrén en el envés y negra en el
haz de [a hoja.

- Estado 5: se diferencia por ser una mancha totalmente negra, eliptica y rodeada
por un halo amarillo cuyo centro empieza a deprimirse.

- Estado 6: el centro de la mancha se seca y llega a ser blanco grisaceo, y se
desarrollan los peritecios o pseudotecios.

En condiciones de alta humedad relativa las estrias pueden aparecer entre los 10y

14 dias después de la infeccion, presentandose con un patron de distribucion variable® hacia
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el apice, en ambos margenes de la hoja, o bien a uno o ambos lados a lo largo de la vena
central, siendo este ultimo el mas comun (Gonzalez 1987).

Cuando la infeccidn es severa pueden ohservarse estrias y manchas desde ia
segunda hoja en plantas sin fructificar, y a partir de la primera en plantas fructificadas o
paridas (Gonzalez 1987) En plantas de banano con 6 u 8 semanas de edad del racimo con
todas las hojas afectadas, el fruto madura prematuramente.

Gaunhl (1980) describid la enfermedad a traves de una escala de seis grados a partir
de la propuesta por Stover (1971), con base en la estimacion visual del porcentaje de area
foliar afectada (con manchas), y que ha sido ampliamente utilizada en la evaluacion de la

incidencia y severidad de la enfermedad en campo

2.1.3. Biologia del agente causal

El agente causal de la sigatoka negra es el hongo ascomiceto Mycosphaerella
fijiensis, el cual se reproduce en forma sexual y asexual durante su ciclo de vida (Meredith y
Lawrence 1969, Pons 1989)

La forma sexual o teleomorfo corresponde, segun la clasificacidn de Linneo, a
Mycosphaerella fijiensis Morelet; mientras que para el estado imperfecto o anamorfo
corresponderia a Paracercospora fijiensis (Zimm) Deighton (Pons 1989)

El organismo perienece al subreino Eumycete, clase Ascomycete, orden Dothiales,
familia Dothiacea (Alexopoulus y Mims 1979), de estructura micelial, con paredes de quitina,
ascas en ascocarpos y otras caracteristicas que se han establecido para el subreino
(Whittaker 1969).

Morfoldgicamente el estado asexual es diferente al de Mycosphaerella musicola
Leach (sigatoka amarilla). La produccion de conidioforos difiere entre ambas especies, en
la sigatoka negra se forman solos o en grupos de tres o cuatro sin formar esporodoquios
Tanto el conidiéforo como las conidias presentan una conspicua cicatriz que no se observa
en M. musicola (Pons 1989)

Las conidias de M fijiensis poseen hilum basal grueso obclavadas o cilindrico
obciavadas, rectas o curvas, angostas en el apice y de un mayor tamafno que en M

musicola (Pons 1989).
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Estos organismos también difieren en actividad patogénica y ambito de

hospedantes, siendo mayor para M fijiensis (Mourichon 1994)

2.1.4. Epidemiologia de la sigatoka negra

Las esporas germinan en dos horas sobre el envés de las hojas humedas, pero el
tubo germinativo dura de 48 a 72 horas para penetrar por el estoma si-hay saturacion de
humedad o cerca de la misma con temperaturas sobre los 20 °C

lLuego de la incubacion del patégeno comienzan a emerger por el estoma los
conididforos que produciran los conidios Cuando germinan los conidios, ocurren
desplazamientos de los tubos germinativos hacia otros estomas que llevan a la aparicién y
desarrollo de estrias sobre la superficie de las hojas

Las primeras lesiones pequefias {pizcas) de 2 a 3 mm de largo aparecen alrededor
del estorna entre los 10 y 14 dias siguientes a la infeccion en un clima humedo y caluroso
{Stover 1978)

La principal fuente de indculo son las ascosporas (Meredith et af 1873, Gauhl 1990),
ocurriendo una mayor emision de estas cuando se inician las liuvias A las ascosporas se
les atribuye la responsabilidad por la diseminacion de ia enfermedad en el campo, mientras
que las conidias serian importantes en la diseminacién entre hojas de la planta (Stover y
Dickson 1976).

La temperatura éptima para el crecimiento del patégeno es de 26 °C, pero si la
humedad es baja y las temperaturas nocturnas por debajo de los 20 °C se frena el

desarrollo de la enfermedad (Stover, 1987)

2.1.5. Practicas de manejo de la enfermedad

2.1.5.1. Practicas culturales

Los aspectos de manejo considerados relevantes para la enfermedad son:

- Establecimiento de drenajes para reducir las condiciones de humedad que
favorecen al patdgeno, y para contribuir al mejor crecimiento del cultivo (Marin y Romero
1993).
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- Control de malezas, ya que su presencia afecta la fase de establecimiento del
cultivo, tanto at competir por los recursos, como al participar como hospedantes de plagas,
y en el caso de ia sigatoka, por propiciar condiciones de microclima adecuadas para el
patogeno (Soto 1985)

- Deshoja sanitaria 0 manejo del area foliar dafiada por el hongo Esta practica es
una forma de reducir la fuente de indculo dentro de la plantacién.  En hojas agobiadas por la
enfermedad la descarga de esporas se puede prolongar hasta por veinte- semanas (Bureau
et al 1992); con las hojas cortadas y el envés en contacto con el suelo se limitaria la
descarga a cuatro semanas (Bustamante y Lépez 1982) En esta practica se incluye el
despunte y la deshoja sanitaria

- Manejo de la poblacién de plantas para evitar fa formacion de areas con
concentracion de estas (ranchos) gue son fuente de indculo, tanto por la condicion de
microclima que crean como por las dificultades para una efectiva cobertura y accion det
producto fungicida (Bureau et al 1992)

- Otras practicas como fertilizacion y manejo de nematodos, mejoran la eficacia del
manejo de la enfermedad (Marin y Romero 1983}

En muchas plantaciones comerciales de banano, por las condiciones actuales del
mercado se ha disminuido la frecuencia en la realizacién de algunas de estas actividades

con consecuencias graves para la produccion.

2.1.5.2. Resistencia varietal

Todas las variedades comerciales de banano (AAA) y platano (AAB) son
susceptibles a la enfermedad. Los platanos Pelipita (ABB) y Cuadrado (ABB) han mostrado
tolerancia (Gonzalez 1987).

En diploides avanzados se ha logrado incorporar niveles de resistencia de los
diploides silvestres Musa acuminata sub-especie burmannica y sub-especie maleccensis
para la obtencion de nuevas variedades (Stover 1987).

Debido a que todas las variedades comerciales comestibles son susceptibles a la
enfermedad, con fruto partenocarpico y de semilla sexual estéril, existe la necesidad de
aplicar nuevas técnicas de mejoramiento (diferentes al mejoramiento genético convencional)

y de seleccion para obtener cultivares resistentes
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En Costa Rica, asi como en otros paises se estan evaluando por sus caracteristicas
de produccion y resistencia a la sigatoka negra las variedades tetraploides FHIA-01 Y FHIA-

02 provenientes del centro con el mismo nombre en Honduras (Erick Bolafios, CORBANA,
1894, com pers ).

2.1.5.3. Uso de fungicidas

Los fungicidas han sido las principales herramientas de manejo de la enfermedad
Estos incluyen los protectantes, los de accidn sistémica local y los sistémicos (Marin y
Romero 1983)

Para mejorar el control se aplican mezclas o "cocteles” que combinan fungicidas
protectantes con sistémicos, y rotaciones de productos para prevenir el desarrollo de
resistencia a los fungicidas sistémicos (Stover y Fullerton 1989)

Estas practicas son complementadas con la utilizacién de métodos de prondstico
(preaviso) para racionalizar el numero de aplicaciones (Bureau et af 1992}, y con labores de
seguimiento (monitoreo) del desarrollo de resistencia en las poblaciones del hongo (Marin y
Romera 1993),

El uso de productos agroquimicos en el control de plagas puede reducir las
poblaciones de microorganismos en el filoplano. Se ha documentado que los
ditiocarbamatos inhiben el crecimiento de hongos saprdfitos, con poco a ningun efecto
sobre las bacterias (Fokkema 1981) Zineb, benomil y tiabendazol inhiben el crecimiento de
algunas levaduras y hongos filamentosos (Dickinson y Wallace 1976, Egdinton et al 1971)

Estos trabajos sugieren que cualquier programa de manejo integrado de
enfermedades debe tomar en cuenta el espectro de accién del producto quimico para que
sea compatible con otros elementos de manejo como el control biolégico (Blakeman y
Fokkema 1982).

Se ha evaluado a nivel de laboratorio y campo la compatibilidad de mezclas de B
thuringiensis con diferentes productos quimicos, basados en que la adicion de dosis
subletales de productos quimicos a suspensiones de esta bacteria mejoran la efectividad en
el control de organismos plaga. Se encontré en pruebas in vitro que zineb a la
concentracion de 3,0 g de ia/l. afectd la germinacién y crecimiento de las esporas del

microorganismo (Jiménez et al 1989)
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Gonzalez (1995) identificando microorganismos antagonistas a M fijiensis, evalud
cepas de Semratia sp. y Bacillus sp por su compatibilidad in vitro con los fungicidas y
coadyuvantes comerciales. Se demostré compatibilidad de las cepas con los fungicidas,

pero no asi con los coadyuvantes que aparentemente afectaron las poblaciones de estos
microorganismos.

2.2.  Elcontrol biolégico en la filosfera como opcion

2.2.4. Fundamentos y estrategias del control biolégico

E! control biolégico se ha definido como la reduccion de la cantidad de indculo del
organismo patoégeno o de su actividad patologica, directa o indirectamente, con uno o mas
organismos diferentes al hombre (Cook y Baker 1983), incluyende la planta misma

De acuerdo a la zona de accion del patégeno y del control, se diferencian el control
biolégico en la rizosfera y el control biologico en la filosfera

Se considera que la comunidad microbial de la filosfera es un sistema abierto La
dindmica poblacional en este medio es funcion de su multiplicacion, inmigraciones, muertes
y emigraciones (Andrews 1992}

En cualquier planta podemos encontrar las hojas colonizadas por diversos
microorganismos epifitos, los cuales se clasifican como residentes si son capaces de
multiplicarse en la filosfera sin causar dafios a las hojas; y el grupo de los transitorios
dispersados por el aire u otros agentes y que permanecen latentes hasta que se presentan
las condiciones ambientales adecuadas para su germinacion (Blakeman y Fokkema 1882),
en estos Ultimos se incluye M. fjiensis.

El conocimiento de estas relaciones en la filosfera es aprovechado por las practicas
de control bioldgico para manejar los patdgenos.

Existen desventajas en la filosfera con respecto a la rizosfera para la aplicacion de
practicas de control biolégico. Estas se resumen en variabilidad en las condiciones
ambientales (menos importante en el suelo) y amplia disponibilidad y efectividad de los

fungicidas aplicados al follaje (Blakeman y Fokkema 1882)
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Los mecanismos de accion de los agentes de control biologico con base en la
ecologia microbial incluyen la accién directa sobre el patogeno a través de la antibiosis,
compelencia por nutrimentos o por nichos, y el parasitismo (Morris y Rouse 1985) El otro
mecanismo es indirecto y actua por alteracién de la fisiologia de la planta aumentando su
capacidad de resistencia al ataque del patoégeno, donde se ha identificado la proteccion o
resistencia inducida (Tomashow y Weller 1988)

Las estrategias de control incluyen la inoculacion de semilias  con rizobaclerias
promotoras del crecimiento, sistemas bidticos que excluyen al patogeno del hospedante vy et
uso de plantas transgénicas (Jacobsen y Backman 1993)

Entre las estrategias, las mas aplicadas han sido la introduccion de organismos
antagonistas y la manipulacion del ambiente fisico y/o nutricional en el cual se desarrolian

los microorganismos {Bravo y Victoria 1881)

2.2.2. Situacion actual del control bioclégico de patégenos

Esta opcion de manejo de patégenos esta recibiendo mayor atencion por el énfasis
actual en la sostenibilidad de los sistemas de produccién agricola que tiende a reducir el uso
de productos agroguimicos en dichos sistemas (Jacobsen y Backman 1993, Johnson 1994}
y las medidas regulatorias para disminuir la contaminacién de alimentos con residuos de
plaguicidas.

Hay consenso en que se mejorara la eficacia de los agentes biocontroladores si se
adquieren mas conocimientos de la ecologia planta-agente de control y de los mecanismos
de accion de los agentes (Jacobsen y Backman 1993)

Hasta el afio 1993 el nimero de productos bioldgicos registrados en los Estadcs
Unidos solo alcanzaban a seis, Io que no se considera una sorpresa si se toma en cuenta
que fa investigacion orientada al desarrollo de productos biologicos tiene de 15 a 20 afios
(Cook 1993, Jacobsen y Backman 1993).

Entre las limitaciones que encuentran los productos biologicos para su utilizacion en
gran escala estan su menor disponibilidad, eficacia y espectro de accién en comparacion

con los plaguicidas quimicos (Andrews 1992}
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Un factor considerado también perjudicial es que el desarrollo de plantas
transgénicas en biotecnologia se ha sustentado en mas de un 30% en cepas de Bacillus
thuringiensis, lo que crearia uniformidad genética de los materiales, nueva evolucién de
resistencia por las plagas y pérdida de eficacia de la alternativa en el futuro (Hobbelink
1994)

Por tanto, el control bioldgico debe orientarse a aprovechar agentes o practicas de
control con diferentes mecanismos de accion, para dificultar [2 evolucion de las plagas por

fa complejidad de los reguladores a los que se enfrentaria

2.2.3. La resistencia inducida como estrategia de control bioldgico

La resistencia inducida, proteccién inducida, resistencia adquirida o inmunidad
inducida se refieren a reacciones en que una planta estimulada previamente por un agente
inductor desarrolla mecanismos de resistencia suficientes para controlar un patégeno,
limitando su infeccidn (Kuc 1981).

Esta respuesta en las plantas se mantuvo en estudio a nivel de laboratorio hasta
hace poco mas de 10 afos (Hammerschmidt y Kuc 1995) Desde entonces, se ha
incrementado el interés en la resistencia inducida como un medio seguro para el control de
enfermedades y utilizarlo como modelo de esiudio de los genes involucrados en las
reacciones de defensa de la planta y de las "sefnales" que las regulan.

Esta reaccidn se puede lograr con inoculacién controlada de patdgenos, de razas
atenuadas de patdgenos, de organismos no patégenos, y tratamientos con sustancias
quirnicas, entre otros (Dean y Kuc 1987)

El fendmeno de resistencia se logra en la planta de forma local o sistémica, siendo
en este ultimo caso de amplio espectro, restringiendo la infeccién de varios hongos,
bacterias o virus (Kuc 1982)

Muchas de las experiencias en el uso de microorganismos no patogénicos incluyen
suspensiones y filtrados de cultivos de Bacillus sp., los cuales se han efectuado en
condiciones controladas (Maiss 1887, Schmidt 1988).

Se cree que el aumento en la actividad de las enzimas quitinasas y glucanasas en
las plantas es un componente de la defensa y uno de los cambios bioquimicos que ocurren

cuando las plantas son tratadas con inductores (Linhorst 1991).
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2.2.4. Enzimas liticas y su relacion con la resistencia a patégenos

Las plantas responden al ataque de patégenos con la expresion de una serie de
genes que codifican diversas proteinas, muchas de las cuales se cree que actuan en la
defensa vegetal (Bol et al 1990) De estas proteinas se han identificado las enzimas
q.itinasas, ias cuales provocan lisis en los extremos de las hifas de hongos susceptibles
(Broekaert et al 1988)

Las quitinasas se han clasificado en endoquitinasas y exoquitinasas de acuerdo a su
sitio de accion en la planta, y la determinacion de su actividad puede hacerse por diferentes
pruebas bioquimicas (Boller et al 1983)

Ademas de la pared fungosa, otros compuestos que sirven de sustrato para las
quitinasas son el peptidoglicano bacterial, la quitina soluble y en algunos casos el quitosan
{Molano et al 1979, Boller et al 1983, Bernasconi et al 1987) Hasta el momento no se han
. identificado sustratos endégenos en la planta
| En fa planta, las quitinasas pueden ser inducidas por varios factores que incluyen
ataques de plagas, tratamientos con inductores (elicitores) que pueden ser factores
abidticos como metales pesados, o factores bidticos como microorganismos vivos.  Su
induccion esta correlacicnada frecuentemente con la induccién de R-1,3 glucanasas
especificas y otras proteinas (Bowles et af 1991)

Debido a que en pruebas in vitro con hongos, el crecimiento de estos no fue inhibido
por quitinasas solas, se cree que la efectividad de las quitinasas depende de la accion
simultanea con [3-1,3 glucanasas u otras sustancias antifungosas (Mauch et al 1988)

La actividad de las quitinasas también se ha detectado en diversos microorganismos
con potencial para el control biologico de patdgenos, asocidndola con su efecto
antimicrobiano (Ordentlich et al 1988, Lorito et al 1993 y 1994)

En trabajos con organismos de la filosfera de banano y tomate identificados en
pruebas in vifro como quitinoliticos, se ha detectado también actividad glucanoclitica en
algunos antagonistas a hongos patégenos de dichos cuitivos (Elkin Bustamante, Roberto
Gonzalez y Arturo Gamboa, sin publicar)

En pruebas de inoculacion de plantas con patogenos generalmente ocurre que el
incremento de la aclividad de las quitinasas es mayor en plantas resistentes que en

susceptibles. Esta respuesta se obtuvo con Cladosporium fulvum en tomate (Joosten y De
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Wit 1989), Colfetotrichurn lindernuthianum en frijol (Daugrois et al 1990) y Phoma lingam en
colza (Rasmussen et al, 1992a y 1992b)

En estudios preliminares sobre mejoramiento genético en banano se compararon los
niveles de las enzimas quitinasas y 3-1,3 glucanasa en extractos foliares provenientes de
los espacios intercelulares de una variedad resistente {Yangambi) y una susceptible (Gran
Enano) a la sigatoka negra. E! cultivar susceptible mostrd valores superiores para las dos
enzimas (Du Montcel y Hugon 1884}

2.2.5. Control biclogico de la sigatoka negra

E] control bioldgico de la sigatoka negra de acuerdo a la fiteratura existente se ha
basado en la inoculacion de antagonistas previa a la llegada del patogeno

Jiménez et al (1985) aistaron de la hoja de banano bacterias epifitas que fueron
evaluadas por su antagonismo a M fjiensis De un total de 225 cepas, 12 se comportaron
como antagonistas in vitro, mientras que in vivo, la inoculacion de una cepa de
Pseudomonas sp. en plantas de invernadero mantuvo su antagonismo al hongo superando
la aplicacion de clorotalonil

Por los problemas que han tenido para establecerse sobre la superficie foliar las
bacterias del género Pseudomonas, la seleccion de bacterias antagonistas se ha dirigido
hacia aquellos organismos con alto potencial para colonizar la superficie y/o con capacidad
para formar estructuras de resistencia en condiciones ambientales adversas, como es el
caso de Bacillus sp

Con base en el aprovechamiento de la colonizacion interna de fa planta por
microorganismos antagonistas a M. fiiensis para protegerias del patdégeno, Rodriguez
(1995) tratd de determinar en platano variedad Curraré el efecto de microorganismos
inoculados via endofitica De acuerdo con los resultados obtenidos no se demostréd efecto
de los organismos sobre la enfermedad

Gonzalez (1895) utilizé bacterias como antagonistas a M. fijiensis, las cuales se
inocularon a una concentracién de 10° ufc/ml y redujeron la severidad de la enfermedad en
campo Estos resultados se consideran promiscrios para ia aplicacién de practicas de

control biologico en el manejo de 1a sigatoka negra en banano.
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2.3. Las bacterias como agentes de control biolégico

23.4. Fundamentos para el uso de bacterias en el control de patégenos foliares

Las bacterias constituyen e! grupo mas utilizado en control biolégico por ser los mas
numerosos de la microflora foliar, por su alto potencial de colonizaciéon y por su habilidad
para utilizar diferentes formas de nutrimentos bajo condiciones ambientales diversas
(Blakeman 1993)

El uso de bacterias en el control biologico de enfermedades foliares se ha
constituido en una estrategia promisoria por 12 evidencia de ejempios exitosos (Windels y
Lindow 1985)

Los resultados desfavorables con la apiicacion de bacterias del género
Pseudomonas orientaron los estudios hacia el uso de Organismos capaces de secretar
enzimas hidroliticas de las paredes celuiares de patogenos que actuen también como
inductores de mecanismos de resistencia en las plantas y/o que formen estructuras de
resistencia ante condiciones climaticas adversas, y esta es la tendencia que se ha seguido
en el CATIE en los trabajos mas recientes (Rivera 1992, Okumoto y Bustamante 1993a y

1993b, Gonzalez 1995, Rodriguez 1995, Sanchez, en prensa, Gonzélez, en prensa).

2.3.2. El género Bacillus en control biologico en la filosfera

2.3.2.1. Caracteristicas relevantes del género

Los organismos del género Baciflus pertenecen a la familia Baciliaceae, tienen
células en forma de bastén, la mayoria maviles con flagelos laterales. Todos forman
endosporas resistentes al calor, son gram-positivos, aerobios estrictos 0 anaerobios
facultativos (Buchanan y Gibbons 1974}

Se encuentran de forma frecuente en el suelo, aire y agua (Collins, 1969).

2.3.2.2. Especies del género como biocontroladores
El potencial y uso comercial de cepas del género Bacillus en control biolégico es

conocido en muchos cuitivos.
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Con aplicaciones de la cepa PPL-3 de B subtilis tres veces por semana se redujo Ia
severidad de la roya en frijol hasta en un 75% y se tuvo un efecto significativo en el
crecimiento de la planta, la cual mostrd una coloracion mas verde y mayor suculencia
(Baker et al 1983)

Okumoto y Bustamante (1993b) aistaron de hojas de tomate cepas de Baciflus sp y
Pseudomonas sp , las cuales fueron evaluadas como antagonistas a Alternaria solari La
mayoria de las cepas de Bacillus sp. se comportaron como buenos antagonistas in vitro
afectando el crecimiento del tubo germinativo del hongo

De la filosfera de muchos cultivos se han aislade cepas de Baciffus con amplio
potencial para su uso como agentes de control bioldgico (Zavaleta-Mejia et al 1889a, Bora
et al 1993, Saikia y Chowdhury 1993)

2.3.3. El género Serratia en control biolégico

2.3.3.1. Caracteristicas relevantes del género

Los miembros del género Serratia pertenecen a la familia de las enterobacteriaceas,
gram-negativas con forma de bastén, moviles por flagelos peritricos (Buchanan y Gibbons
1974).

Estas bacterias son obicuas en la naturaleza encontrandose comunmente COmo
saprofitos en agua, suelo, leche y otros alimentos (Grimont y Grimont 1978, Buchanan y
Gibbons 1974) Algunos miembros del género se han encontrado con frecuencia como
patdgenos oportunistas de pacientes en hospitales (Starr et al 1976).

Cucndo presente, una caracteristica distintiva de las colonias es la coloracion
rosada, roja o magenta que les da un pigmento insoluble en agua denominado prodigiosina,
variando la coloracion con la fuente nutricional del organismo (Buchanan y Gibbons 1974)
Esta pigmentacién se considera de importancia para bacterias epifitas porque actua como
protector contra la radiacién ultravioleta, que es un factor limitante del establecimiento de

estos organismos sobre el filoplano (Starr et al 1981)
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2.3.3.2. Serratia entomophila como biocontrolador

Serrafia entomophila fue aislada del gusano del pasto de Nueva Zelandia Costelyira
zealandica (Trought et al 1982), constituyéndcse en un agente promiscric para ef control
biolégico de insectos.

Esta especie no se ha aislado de otros animales o plantas, y se ha estado aplicando
para el control del gusano del pasto de Nueva Zelandia, del que parasita la larva y causa la
muerte en un periodo de cuatro a seis semanas (Jackson et al 1886)

Pasados casi 10 afios desde el primer aislamiento de la bacteria se desarrolié un
insecticida microbial (Invade) para el control de Costelyfra zealandica basado en S
entomophifa que fue registrado como producto en Nueva Zelandia Este es el primer
microorganismo endémico registrade como insecticida microbial para ser aplicado a dosis
de 1 L/ha con un minimo de unidades viables de S entomophila de 4 x 10"%mL (Jackson et
al 1993) .

Basado en la premisa de un posible control de patégenos con el uso de organismos
antagonistas no residentes en el hospedante y por su probada seguridad para la salud
humana, Gonzalez (1995) utilizd una cepa de S entomophila por sus buenas caracteristicas .
quitinoliticas in vitro con resultados positivos en la reduccion de fa severidad de la sigatoka

negra en banano a nivel de invernadero y campo

2.3.3.3. Serratia marcescens como biocontrolador

Se considera que esta es la especie mas estudiada del género Produce dos
enzimas proteasas, una metaloproteasa, una serinoproteasa (Kaska 1976), y una quitinasa
{Lysenko 1976}

En una revisién critica de los enengos naturales del plegador de la hoja de arroz
Cnaphalocrocis medinalis se incluyé S marcescens como un potencial agente de conirol
biologico de la plaga (Joshi ef af 1887)

¢ Zavaleta-Mejia et al (1989a) utilizando aislamientos de S rarcescens de la
rizosfera redujeron la severidad de los dafos por Meloidogyne incognita en raices de
tomate Estos resultados a nivel de invernadero se atribuyeron a la secrecién de sustancias
voldtiles producto de la actividad metabdlica de la bacteria (Zavaleta-Mejia et al 18890) que

inactivaron los estados ninfales del nematodo agallador.
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X S rnarcescens con otras bacterias y hongos aislados del filoplano de frijol mungo
Vigna radiata, protegieron el cultivo de la mancha bacteriana de {a hoja causada por
Xanthomonas campestris pv. vignaradiatae Dye S marcescens propicid mejor control
cuando fue aplicada 48 horas antes o simultaneamente con la inoculacion del patégeno
(Bora et al 1993).

En arroz, se aislaron una serie de organismos de fa microfiora del filoplano que
incluian S rnarcescens, y que fueron probados por su efecto sobre el tizdn bacteriano del
follaje causado por Xanthomonas oryzae pv oryzae (Saikia y Chowdhury 1993). E&n
pruebas sobre tejido foliar se redujo la severidad de la enfermedad en mas de un 50%

De suelos infestados con S. roffsii se aislaron doscientas tres cepas bacterianas de
la rizosfera de frijol, mani y garbanzo El mejor agente de control del patogeno en
condiciones de invernadero fue identificado como S marcescens con el que se logré reducir
la pudricion de corona hasta en un 75% Con poblaciones de 10°10° ufclg de suelo se
logré el mejor control de la enfermedad (Ordentlich et al 1987)

Esta cepa fue evaluada también por su efecto sobre el sancocho o "damping off” en
frijol causado por Rhizoctonia sofani, logrando reducir la enfermedad en un 50% (Crdentlich
et al 1987). El mecanismo de accion que se atribuy6 al antagonista fue de competencia por
nutrimentos con el patégeno.

Continuando los trabajos, Ordentlich et al (1988) demostraron que el aislamiento fue
capaz de degradar la N-acetil-D-glucosamina que forma la quitina de la pared celular de S.
rolfsii  La deteccion de este mecanismo de accion dio inicio a trabajos de ingenieria
genética para codificar los genes responsables de la secrecion de las enzimas quitinasas y
usarlos en la obtencion de plantas transgénicas (Chet et af 1990).

Gonzalez (1995) aislo cepas bacterianas de la filosfera de banano, de las cuales
cuatro cepas pigmentadas fueron identificadas como S marcescens y mostraron buenas
caracteristicas quitinoliticas y de antagonismo a M fijiensis.

El aprovechamiento de organismos como biocontroladores basados en su accion
enzimatica y no antibidtica se presenta como una alternativa viable para la aplicacion del

control biolégico con menores riesgos para los humanos.
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2.4. Manipulacién del ambiente como estrategia de control biologico

2.4.1. Fundamentos de la manipulacién del medio para el control de patégenos

La manipulacién del ambiente se basa en la modificacion de las condiciones fisicas
y/o nutricionales del filoplano, con el objetivo de perjudicar la germinacion y establecimiento
del patégeno ylo favorecer al antagonista.

Esta estrategia requiere un mayor estudio del ecosistema de la filosfera para
determinar la(s) variable(s) nutricional(es) que favorecen la actividad del antagonista o del
patogeno (Morris y Rouse 1885)

Es dificii encontrar el antagonista perfecto a un patogeno en particular,
especialmente en condiciones del tropico por la mayor diversidad y actividad bioldgica Una
serie de caracteristicas de los antagonistas como su capacidad competitiva, habilidad para
multiplicarse y persistir durante condiciones ambientales desfavorables, pueden ser
mejoradas con el manejo de las condicicnes ambientales en la filosfera (Blakeman y
Fokkema 1982)

2.4.2. Factores ambientales limitantes del desarrollo de microorganismos epifitos

Los microorganismos en la superficie de las hojas estan expuestos al efecto del
ambiente quimico en la superficie (Blakeman y Fokkema 1982), y a la influencia directa de
los factores climaticos, especialmente la disponibilidad de agua y la radiacion (Blakeman,
1993).

El ambiente en el filoplano es mas oscilante que en la rizosfera; en el dia la
temperatura de las hojas cs generalimente de 2-3 °C mayor que la del aire circundante,
mientras que en la noche ocurre al contrario (Blakeman 1985) La humedad relativa es el
principal factor que determina el crecimiento y a supervivercia de ios microorganismos en
este habitat

Las levaduras estan bien adaptadas para resistic condiciones climaticas adversas en
las hojas por desarrollar grandes cantidades de polisacaridos extracelulares, los cuales
proveen cierto grado de proteccion contra la pérdida de agua, de alli que puedan persistir

durante ciertos periodos de baja humedad (Blakeman 1985).
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Algunos hongos filamentosos frecuentemente persisten en las hojas en forma de
esporas que son mas resistentes a la desecacion (Blakeman 1993)
Del medio quimico de la filosfera, los nutrimentos deben estar disponibles en

cantidades adecuadas para propiciar el establecimiento de los organismos epifitos
(Blakeman 1985).

2.4.3. Fuentes de nutrimentos para ia microflora epifita de las hojas

El crecimiento de organismos epifitos en la superficie foliar seria nulo sino hubieran
nutrimentos disponibles

Los nutrimentos del filoplano tienen origen endogenc y exdgeno. e incluyen una
variedad de sustancias de naturaleza organica e inorganica (Morris y Rouse 1985)

En las fases iniciales de crecimiento de la planta, la principal fuente de nutrimentos
para los organismos epifitos es el tejido foliar y, las cantidades de compuesios que
contienen carbono y nitrégeno (principalmente azucares y aminoacidos) son bajas, o que
se refleja en bajos niveles de poblaciones microbianas (Biakeman 1985)

De los nutrimentos exdgenos destacan particulas de suelo, polvo, iones y solutos del
agua de lluvia, deposicion de afidos, microorganismos muertos y excrementos de insectos y
aves: también el polen ha sido reconocido como nutrimento (Andrews 1992}

Algunas sustancias liberadas de las esporas de los hongos y metabolitos
microbiales extracelulares sirven de nutrimento para organismos epifitos Se ha
documentado que las levaduras producen acidos grasos que restringen el crecimiento de
algunas bacterias y sirven como promotores del crecimiento de ofras levaduras (Morris y
Rouse 1985).

En la planta, la composicion en cantidad y calidad de los exudados foliares es
cambiante y depende de una serie de elementos que incluyen a la planta misma, posicion
de la hoja, superficie de la hoja, edad de la planta, radiacién, temperatura, tipo de fertilizante
nitrogenado, pH del medio y los dafos sufridos por la hoja (Morgan y Tukey 1964,
Blakeman 1972, Kumar y Gupta 1976, Rodger y Blakeman 1884)

En las condiciones del tropico, con precipitacicnes intensas y frecuentes, ocurren

pérdidas de nutrimentos en las hojas por la accion erosiva de la lluvia y reacciones donde
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iones H en la pelicula de agua sustituyen a los cationes (C'2, Mg y K’} en fos sitios de
intercambio de la pared celular o la cuticula (Andrews 1992)

Se ha indicado que la disponibilidad de nutrimentos en el filoplano es limitada,
convirtiéndose entonces la competencia por nutrimentos en un factor clave en la

determinacion del tamafio de las poblaciones microbianas (Blakeman 1993)

2.4.4. Composicion de nutrimentos en la filosfera

Los nutrimentos de la filosfera incluyen una variedad de carbohidratos, aminoacidos,
acidos organicos, azucares, trazas de elementos minerales, vitaminas y hormonas, asi
como de algunos compuestos antimicrobianos como fenoles y terpenocides (Andrews 1992).

Se han hecho estimaciones del contenido de nutrimentos en los exudados foliares,
las cantidades de carbohidratos y aminoéacidos se ubican en poco menos de 100 mg/mL de
exudado o su correspondiente en mg/m? de hoja (Andrews 1992) A estos compuestos se
les considera los mas importantes en proporcidn del sustrato organico de fa hoja (Blakeman
1993)

Se han documentade las cantidades totales de carbohidratos y aminoacidos en
lavados de hoja de una serie de cultivos (melén, sandia, pepino, tomate, algodén, lechuga,
ajo y remolacha), variando en un ambito de 3 a 74 mg/mL para carbohidratos, y de 3 a 52
mg/mL para aminodcidos (Chet et al 1973), reflejandose una mayor proporcién de azticares
(1,2 a 1,5 veces mayor) que aminoacidos en los cultivos evaluados

Ciertos compuestos como la glicina, ribosa y xylosa se han indicado como parte de
los exudados de otras plantas, pero cuando estos se encuentran en bajos niveles su
deteccion dependera de la sensibilidad del método utilizado (Morgan y Tukey 1964)

Aparentemente las cantidades de carbohidratos (principalmente glucosa) muestran
ser superiores en relacion a los contenidos de aminoacidos, siendo estos compuestos los
mas estudiados e identificados en los exudados foliares. Sin embargo, hasta ahora no ha
sido posible obtener un medio que simule la composicion de los exudados foliares, aunque
se han hecho algunos intentos (Lindow 1988)

A las caracteristicas mencionadas se agrega que en la filosfera se presentan

condiciones oscilantes por efecto de los factores ambientales, con una secuencia en la
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composicién de nutrimentos en la hoja que tendran efecto sobre la composicion de la
comunidad microbial

2.4.5. Utilizacién de nutrimentos por los microorganismos de la filosfera

Los nutrimentos tienen efecto tanto sobre el tamafio como la composicion de
microorganismos en la superficie foliar Esta afirmacion se origind de estudios de fa
utilizacion de nutrimentos en las hojas por los microorganismos y de los resultados de
aplicaciones de compuestos organicos a la superficie de la hoja

Trabajos de Blakeman y Brodie (1977) demostraron la competencia entre bacterias
epifitas y esporas de algunos hongos fitopatogenos Determinaron que las bacterias
pueden aprovechar nutrimentos presentes en las hojas esenciales para la germinacion de
esporas de hongos y por tanto, aquellas tendrian un alto potencial para restringir ia
colonizacion de las hojas por patogenos fungosos.

En una determinacion de la quimiotaxia de Pseudomonas lachrymans a extractos de
plantas hortalizas y de los lavados de hoja, en pruebas con 16 aminoacidos, 6 nucledtidos y
14 carbohidratos, se encontrd que solo fallaron en la atraccién los azucares. De estos,
presentaron atraccion a la bacteria: ribosa, arabinosa y glucosa La combinacion de azucar
+ aminoacido fue superior que el compuesto respectivo solo (Chet et al, 1973)

Evaluando la competencia in vitro por sustratos exogenos entre mMicroorganismaos
del filoplano y Botrytis cinerea, Brodie y Blakeman (1976) utilizaron diferentes
combinaciones de aminoacidos y azticares. Los resultados revelaron que las bacterias
removieron 75-80% de los amincacidos en 5 h, y menos del 30% de los azucares en 24 h.
La velocidad de remocion de los aziicares siguié la secuencia de prioridad fructosa >
glucosa > sucrosa, de igual forma, se evidencié que la remocion de glucosa fue mayor en
presencia de aminoacidos.

Blakeman y Brodie (1977) trabajando con hojas de remolacha, mosiraron que
aunque se ha establecido que bacterias y levaduras compiten activamente por aminoacidos,
algunas cepas de Pseudomonas sp. y otros aislamientos bacterianos resultaron pobres
competidores por azticares.

E! aumento de poblaciones de levaduras epifitas que ocurrié posterior a la aplicacion

de nutrimentos (2% de sucrosa + 1% de extracto de levadura) y agua en hojas de
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remolacha, mostrd que las cantidades de nutrimentos presentes en forma natural en la hoja
eran una limitante para el crecimiento de los microorganismos epifitos (Bashi y Fokkema
1977)

Swinburne (1876) considera que los exudados foliares pueden afectar tres fases del
desarrollo en hongos fitopatogenos, estas son |a germinacion de la espora, el crecimiento
del tubo germinativo y la formacién de estructuras infecciosas como el apresorio.

Los nutrimentos que promueven el crecimiento saprofito de los hongos pueden
actuar como limitantes del desarrollo del apresorio (Emmett y Parbery 1875)

En pruebas con exudados de banano, Swinburne {1976) demostré que estos
estimulaban la germinacion de Colletotrichum musae causante de la antracnosis en frutos
Ef estimulo se debio principalmente a la presencia de acido antranilico en el exudado. Los
azticares simples como la glucosa y la fructosa también estimularon la germinacion pero
suprimieron la formacién del apresorio del hongo

E] conocimiento de la influencia de un conjunto de variables sobre el factor
nutricional en la superficie foliar, propicia la realizacion de trabajos orientados a la aplicacién
de sustratos (al suelo o al follaje) que estimulen una mayor diversidad microbial y/o que
tiendan a favorecer a los antagonistas en perjuicio de los organismos patégenos, para

mejorar el control de enfermedades

2.5, Sustratos para modificar la comunidad microbial de la filosfera

La aplicacion de compuestos organicos al follaje se basa en que estos pueden
actuar como nutrimentos, estimulantes del crecimiento © como inductores de competencia
entre los microorganismos epifitos, entre otros mecanismos que se han propuesto (El
Ghaouth et al 1295).

Las enmiendas podrian incrementar la eficacia de organismos antagonistas al
proveerles nutrimentos y posibifitar la creacidn de nichos que serian favorables para los

misimos.
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2.5.1. Aplicacion de azicares

Los analogos de azicares han mostrado que afectan procesos metabdlicos en
células vegetales y fungosas En el tejido vegetal tienen la habilidad de inmovilizar fosfatos
y reducir la sintesis de ATP, lo que se ha considerado como la base de su actividad
biologica (Herold y Lewis 1977)

En trabajos efectuados para explorar el potencial de analogos de azUcares en el
control de enfermedades post-cosecha en manzanas y peras, El Ghdouth et af (1995)
demostraron el potencial del 2-deoxy-D-glucosa como un buen agente que podria usarse en
combinacién con microorganismos antagonistas para mejorar su efectividad y/o en

formulacién con productos fungicidas

2.5.2. Aplicacion de celulosa

La celulosa es un polisacarido presente en la pared celular de muchos hongos
Anteriormente se crefa que estaba presente solo en la pared de los organismos del
subreino Oomycota y la quitina en los del subreino Eumycota (Whittaker 1969), pero se
tienen evidencias de que esta dicotomia no es tal ya que existen hongos con ambos
polisacaridos en su pared (Griffin 1994)

La celulosa aplicada al follaje podria actuar como fuente de carbon que promueve el
crecimiento selectivo de antagonistas especificos productores de las enzimas necesarias
para la digestion de la celulosa

Davis et al (1992) obtuvieron buenos resultados en el control de Gloeodes
pomigena y Zygophiala jamaicensis en frutos de manzana con la aplicacién de una
formulacion de celulosa (0,5% p/v) + Chaetomium globosum (10° ascosporas/mL) + Soy-
Dex (0,5% viv) a los arboles. Este método mostro un medio promisorio para la aplicacion
de enmiendas foliares con el objetivo de favorecer la supervivencia y el crecimiento

selectivo de los organismos antagonistas

2.5.3. Aplicacion de quitina
La quitina (polimero de unidades de N-acetilglucosamina) es un polisacarido

constituyente comin de la pared celular de los hongos, de la cascara de huevos de
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nematodos y del exoesqueleto de insectos y crustaceos Su uso como enmienda foliar para
modificar la ecologia microbial y mejorar el control de hongos fitopatogenos, se ha
investigado en los ultimos afios

La adicién de quitina al suelo infestado por Fusarium oxysporum fsp cubense
estimuld a bacterias de los géneros Bacillus y Pseudomonas que ejercieron control sobre el
patégeno (Mitchell y Alexander 1961)

También la quitina depositada sobre la hoja puede funcionar como barrera fisica
contra la germinacion de las esporas y la penetracién de hangos patogenos (Kokalis-Burelle
et al 1992)

Se ha mostrado que la quitina aplicada en suspensién amorfa {Kokalis-Burelle et al
1992) o en suspensidn coloidal (Ploper et al 1991) incremento la supervivencia de
microorganismos quitinoliticos

Kokalis-Burelie et al {1992) informaron que al aplicar una suspension amorfa de
quitina al follaje de mani ocurrié un cambio altamente significativo en la poblacién de
organismos epifitos Se incremento la proporcion de quitinoliticos de menos del 1% hasta
mas del 40% de la poblacion total de microorganismos

Bajo condiciones controladas de temperatura y humedad, con la apiicacion de
quitina coloidal al follaje de tomate, Okumoto y Bustamante '(19933) lograron incrementar
las poblaciones de microorganismos quitinoliticos identificados en el cuitivo.

Gonzalez (1995) encontré efectos positivos en la supresion de la sigatoka negra en
banano, con una aplicacién semanal de quitina coloidal al 5,0% al follaje de plantas en

campo.

2.5.4, Aplicacion de quitosan

El quitosan es un derivado desacetilado de la quitina también presente en hongos,
insectos y crustaceos.

Este compuesto tiene la habilidad de formar una pellcula que cubre la superficie de
frutos y vegetales, y regular el intercambio de gases y humedad. También se ha
encontrado que tiene efecto fungicida y de induccion de resistencia (Wilson et al 1994).

Su potencial como agente fungicida se ha evidenciado en diferentes trabajos con

hongos fitopatégenos (Allan y Hadwiger 1979; Hirano y Nagao 1988). Con base en
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estudios in vitro se ha sugerido que el quitosan tiene mejor efecto fungicida que la quitina
(Allan y Hadwiger 1979)

Las propiedades inductoras del quitosan se han demostrado con tratamientos de
productos en postcosecha  La aplicacion de quitosan en frutos de fresa, tomate y pimentén
elevd los niveles de quitinasas, B-1,3-glucanasa, y quitosanasas hasta 14 dias después del
tratamiento (El Ghaouth y Arul 1992)

El tratamiento de semillas con bajas dosis de quitosan (0,002 a 0,02%) evidencio un
buen potencial para proveer altos niveles de proteccion sistémica de algunos cultivos a
patogenos como Helminthosporium oryzae 'y Pyricularia oryzae en arroz, Cercospora
arachidicola y Sclerotium rolfsii en mani, y Fusarium oxysporum fsp ciceri en garbanzo
{Sinha et al 1993)

En pruebas con tomate en invernadero, usando guitosan en una combinacion de
tratamiento de la semilla (1 mg/mL) con aplicacion al suelo como enmienda (1 mg/mlL) se
obtuvo una reduccién significativa de la incidencia de la pudricion radical y de corona por
Fusarium oxysporum f. sp radicis-lycopersici {(Benhamou et al 1994)

Los estudios ultraestructurales en los sitios de penetracién del hongo revelaron que
el pretratamiento del tejido con quitosan fue correlacionado siempre con menor crecimiento
del hongo, disminucion de su viabilidad y una marcada acumulacion de compuestos en los
tejidos radicales (fenoles y 3-1,3 glucano).

Entre los mecanismos de accién atribuidos al efecto del quitosan en el control de

enfermedades, el estimulo de la microflora antagonista es una alternativa potencial

2.5.5. Aplicacién de leche

La leche es usada para el control de enfermedades por algunos agricultores
costarricenses, aunque se desconoce su mecanismo de accion En El Salvador se ha
aplicado para evitar la transmision de virus por insectos.

Recientemente, Okumoto y Bustamante (1993a) estudiaron el efecto de algunas
enmiendas sobre el tizén temprano causado por Alternaria solani en tomate La leche cruda
(87% de agua, 5% de proteinas y 4% de grasas, lactosa, vitaminas y sales minerales) a una
concentracion de 4,8 L/200 L de agua no mostrd efectos positivos en la supresion de la

enfermedad.
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2.5.6. Aplicacion de melaza

La melaza tiene una composicién aproximada de 60% de azlcares y la cantidad de
nitrogeno presente es muy baja, por lo que no se considera con valor proteico (Carrera
1955) Esta constituida por: 17-25% de agua, 30-40% de sacarosa, 4-9% de dextrosa. 5-
12% de levulosa, otros hidratos de carbono, proteinas, ceras y algunas vitaminas (DGETA
1978)

L a melaza se usa como fuente de carbohidratos en dietas paré ganado (Morrison
1991). Este compuesto, que puede adicionarse en forma pura o diluida en agua se utiliza
para aumentar la actividad de las bacterias responsables de la fermentacion de los
productos de ensilaje (Lara 1977)

En experimentos llevados a cabo con nabo y chile se aplicaron al suelo y hojas
soluciones acuosas de melaza al 0,1% como fuente de carbono y energia para la poblacion
microbial existente (Higa y Wididana 1991) Los resultados mostraron incrementos en el
numero de bacterias, actinomycetes, y hongos del suelo y de las hojas Se produjo un
incremento en el numero de bacterias fijadoras de nitrogenc en la superficie foliar del nabo y
mayores rendimientos asociados con el aumento de las pobiaciones microbianas

l.a composicién de carbohidratos de la melaza la convierte en una fuente de sustrato
de facil obtencidn y bajo costo si se comprueba su accién positiva sobre 1os

microorganismos benéficos del filoplano

2.5.7. Aplicacion de almidén de yuca

E! almidén de yuca fue evaluado como adherente en mezcla con una bacteria
antagonista al ojo de gallo Mycena citricolor en cafeto, con buenos resultados en el control
del patogeno para un tratamiento de bacteria+turba+almidon de yuca Se reconocio que el
almidon de yuca pudo tener un efecto de sustrato para la bacteria, el cual no fue evaiuado
(Calvo y Vargas 1989).
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2.5.8. Aplicacién de aminoacidos
Existen una serie de nuevos abonos foliares formulados con base en aminoacidos,
los cuales son utilizados por muchos productores de hortalizas en Costa Rica Su posible

efecto sobre la microflora foliar epifita no ha sido estudiado
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion de los experimentos

Los trabajos de laboratorio, invernadero y parte de campo fueron realizados en el
Centro Agrondmico Tropical de Investigacién y Ensefianza (CATIE), y el ensayo de campo
en la Escueia de Agricultura de la Regién Tropical Himeda (EARTH)

El CATIE se localiza en Turrialba, provincia de Cartago, situada a 602 msmn a
9°55'21" N y 83°39'40" W, con temperatura, precipitacion y humedad relativa promedio
anual de 21,7 °C, 2065 mm y 87%, respectivamente

La EARTH se ubica en la localidad de Las Mercedes de Guacimo, provincia de
Limén, en la zona Oeste de la vertiente Atlantica de Costa Rica, una de las tres zonas del
pais destacadas por la produccion de banano En la zona Qeste la precipitacion y

temperatura promedio se ubican en 3500 mm y 26 °C, respectivamente

3.2. SELECCION DE SUSTRATOS in vitro
3.2.1. Efecto de sustratos sobre multiplicacion de microorganismos antagonistas

3.2.1.1. Material experimental

Los microorganismos evaluados fueron las cepas de Serratia marcescens R1 MiP-
CATIE, aislada de Ia filosfera de banano (Gonzalez 1995), Serratia entornophila A100 NRI-
CATIE aislada por primera vez del gusano del pasto de Nueva Zelandia Costelytra
zealandica (Trought et al 1982) y proporcionada por el Proyecto NRI en Costa Rica; y
Bacillus cereus A30 MIP-CATIE aislado de la filosfera de tomate (Okumoto y Bustamante
1993b), todos identificados como organismos productores de quitinasas y utilizados en el
Area de Fitoproteccion del CATIE por su buena actividad antagonista in vitro e in vivo a M.

fiiensis (Gonzalez 1983).
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Los sustratos probados fueron leche integra y descremada, melaza de caha y
almidon de yuca obtenidos de fuentes comerciales (Anexos 1, 2 y 3), y abono foliar con
base en aminoacidos (Biovit, LBE, composicion (% p/v): 48,4 % de aminoacidos fibres y
421 % de materia organica) usado por algunos productores de hortalizas en Costa Rica
La leche y el abono foliar fueron utilizados como fuentes basicas de nitrégeno (aminoacidos
ylo proteinas), la melaza y el almidon como fuentes basicas de carbono {carbohidratos)

En el uso de las concentraciones de los sustratos se tomé en cuénta la proporcion
carbohidrato:aminoacido que sugiere la fiteratura como correspondiente a los exudados

foliares, y la concentracion de los mismos encontradas en el follaje de una serie de cultivos

3.2.14.2. Tratamientos evaluados

De acuerdo a la fuente (carbono o nitrogenc), se probaron los sustratos solos y en
mezcla, manteniendo |a concentracidn de los mismos en cada caso

Se consideraron como tratamientos en las pruebas, las suspensiones de las cepas
bacterianas R1, A30 y A100 en mezcla con los sustratos” 1, agua destilada estéril (ADE)
como testigo; 2, extracto de la superficie de la hoja de banano (Extracto de hoja); 3, leche;
4, abono foliar; 5, melaza; 6, almidon; 7, leche+melaza; 8, leche+almidén; 9, abono+melaza;
y 10, abono+almidén.

Se hicieron tres pruebas de 10 tratamientos cada una con la mezcla de los diez

sustratos y cada cepa bacteriana

3.2.1.3. Procedimiento general

3.2.4.3.1. Preparacion de la suspension bacteriana

Las cepas de las bacterias antagonistas sé cultivaron a 28°C en medio agar nutritivo
quitina ANQ (2,3 % de agar nutritivo DIFCO, y 2,3 % de quitina coloidal, pH 7-8) La quitina
coloidal fue obtenida de quitina SIGMA grado practico sometida al método de Backman
modificado por Okumoto y Salazar (Okumoto Y Bustamante 1993a y 1993b) para la

obtencion de quitina coloidal a partir de conchas de camarones A las 24 horas de
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incubacion las colonias se transfirieron con un asa bacteriana a tubos con ADE para obtener
una suspension concentrada de la bacteria

La suspensién fue ajustada a una concentracion de 10% ufc/mL aproximadamente
utilizando la camara de contaje de bacterias Petroff-Hausser (French y Hebert 1982) y
efectuando diluciones decimales en tubos con ADE

En la solucion de B cereus A30 se adicioné Tween 80 (0,01% v/v) para mejorar {a
dispersion de las ufc en la suspension debido a 1a agrupacién en cadené mostrada por las
células de la cepa, que es una caracteristica comun de la especie (Buchanan y Gibbons
1974)

3.2.1.3.2. Preparacion de los sustratos

La leche y el abono fueron utilizados a una concentracién aproximada de 40 mg de
aminoacidos (aa) o proteinas/L de solucion; la melaza y el almidén a una conceniracion de
60 mg de carbohidratos/L de solucion.

£1 sustrato de leche se preparo mezclando 20 g de leche integra en polvo (26 g de
proteinas/100 g) con 100 mL de leche descremada (8,3 g de proteinas/250 mL) y con
diluciones se ajusté a 40 mg de proteinas/L de solucién, aproximadamente

El sustrato abono foliar (456,2 g de aminodcidos/L y 49% plv de materia organica)
se prepard anadiendo 0,088 mL del producto/L de solucién para ajustar a 40 mg de aa/l r

La melaza (50% de carbohidratos) se prepar6 con 0,125 g/L de solucion y el almidon
(90% de carbohidratos) con 0,067 g/L, ajustando en ambos casos a 60 mg de
carbohidratos/L. de solucion.

Para obtener el extracto de la supetficie de hoja de banano que representara ios
exudados se tomo la seccion media de la hoja cuatio (contada de arriba hacia abaijo sin
incluir la hoja bandera o candela) de plantas proximas a paricién de la variedad Gran
Enano. De esta parte, se coriaron secciones de tejido al azar en la zona proxima a la
nervadura principal (Anexo 4), donde se ha indicado que se concentran los exudados
foliares (Blakeman 1984). Se colocaron 10 g del tejido (peso fresco) en una solucion de 100
mL de buffer fosfato (pH 7) con Tween 80 (0,1%) en un erlenmeyer de 125 mL. La mezcla

se sometié a agitacion constante (100 rpm) con agitador mecanico {Lab-line Instruments,



31

inc, USA) a 28 °C por 45 min, considerados suficientes para desprender los exudados
foliares de la superficie Se obtuvo el extracto final por separacién del liquido del tejido
lavado

Los sustratos se esterilizaron en autoclave vertical portatil a 121 °C y 15 psi de
presion aproximadamente durante 25 min, posteriormente se ajusto el pH entre 7 y 8, a
excepcién del ADE y el extracto de hoja Las soluciones gue incluyeron melaza se trataron

dos veces en autoclave para garantizar el efecto esterilizador sobre el compuesto

3.2.1.3.3. Establecimiento del experimento

Por ias caracteristicas diferenciates de las cepas baclerianas (pigmentacion, tasa de
multiplicacién, etc.), para medir su multiplicacidn se combind una exposicién en medio
liquido (sustrato) con estriado posterici en medio solido para efectuar el contaje de colonias,

Se adicionaron 9 mL de los sustratos con pH ajustado a tubos estériles  Se afiadio 1
mlL de la suspension bacteriana preparada en el punto 3.2.1.3.1. en tubos estériles
quedando una concentracion inicial por tubo de 10° ufc de la cepa/mL de sustrato,
aproximadamente. Se formaron entonces 10 tratamientos con la combinacién de los 10
sustratos y cada cepa baclteriana.

Las mezclas sustrato+bacteria en los tubos fueron incubadas en forma estatica a
28° C por 24 horas y posteriormente se efectuaron diluciones decimales de las mezclas
hasta 10* y se realizaron siembras de cada dilucion en platos petri con medio agar agua
(AA). Se agregaron con pipeta seroiogica 0,02 mL de la mezcla por plato y se disperso
sobre el medio con un asa de vidrio. Cada tratamiento se replico tres veces

El conteo de las colonias se efectud en la dilucion donde se contabilizaran de 30 a

300 colonias por plato para disminuir el error en la estimacion de la variable (ASM 1984).

3.2.1.4. Evaluacion de los tratamientos y analisis estadistico

Se determind la muitiplicacion de las bacterias por efecto de los sustratos. La
variable evaluada fue el nimero de ufc a las 48 horas paraR1y a jas 72 horas para A30 Y
A100.
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Las unidades contabilizadas por plato fueron expresadas en ufc/mL con la formula
ufc/mlb = (contaje x dilucion)/0,02 mL

La informacién fue procesada a través de un analisis de varianza de ios valores
originales y comparando los sustratos con el testigo de ADE por medio de la prueba de
Dunnett También se aplico una prueba de contrastes de los efectos de los sustratos sobre
la multiplicacién de los microorganismos \

Para efectuar el andlisis de los valores obtenidos para cada cepa, estos fueron
transformados como in(ufc + 0.5) para reducir 1a heterogeneidad de la varianza (Steel y

Torrie 1985), después de haber efectuado pruebas de normalidad y homogeneidad

3.2.2. Efecto de sustratos sobre habilidad quitinolitica de los microorganismos

antagonistas

3.2.2.1. Material experimental

Se utilizd la cepa S. marcescens R1 como indicador de la respuesta de los
microorganismos, y las mezclas de los sustratos bajo evaluacion

En esta prueba fue incluida quitina coloidal al 0,2% (p/v) como sustrato testigo de la

respuesta de los antagonistas

3.2.2.2. Tratamientos evaluados

Los tratamientos definidos para la prueba fueron: 1, sustrato a base de quitina como
testigo; 2, extracto de la superficie de la hoja de banano (Extracto de hoja); 3, leche; 4,
abono foliar; 5, melaza; 6, almidon; 7, leche+melaza; 8, leche+almidén; 9, abono+melaza; y
10, abono+almidén.

Cada uno de los diez sustratos se mezcld con la cepa bacteriana.
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3.2.2.3. Procedimiento experimental

Se ajusté la suspension bacteriana a una concentracion de 10° ufe/mL en las
mezclas con los sustratos como en el punto 3.2.4.3.2. Se formaron mezclas
sustrato+bacteria como en la prueba anterior, a una concentracion aproximada de 10° ufc
de R1 por mL de sustrato.

Las mezclas sustrato+bacteria en los tubos fueron incubadas a 28° C por 24 horas
Luego, en platos petri de 150 x 20 mm con medio agar quitina (AQ) pre‘viamente divididos
en cuadrados de 2,5 cm de lado, se colocd por cuadrado 0,01 mL de cada tratamiento

Cada tratamiento se replico cuatro veces, correspondiendo un plato por repeticion

3.2.2.4. Variables evaluadas y analisis estadistico

Las variables evaluadas fueron la presencia/ausencia del halo transparente a las 48
horas de incubacion en el medio, y la longitud de dicho halo a las 96 horas

Para la determinacion de la longitud del halo se efectuaron 4 mediciones {en mm) al
azar desde el borde de la colonia hasta la prolongacion del halo sobre el medio

Se aplicod un analisis de varianza para la variable fongitud del halo y una prueba de

Dunnett para comparar los sustratos con el control a base de quitina

3.2.3. Efecto de la concentracion de los sustratos sobre multiplicacion de los

microorganismos antagonistas

En esta evaluacidon se probaron los mejores tratamientos de los ensayos 3.2.1. ¥
3.2.2. anteriores y se determind su efecto sobre los organismos a diferentes

concentraciones de cada sustrato seleccionado

3.2.3.1. Material experimental
Con base en la simifitud con las otras bacterias en la tendencia de la respuesta a 08

sustratos y por su alta tasa de multiplicacion fn vitro se utilizd la cepa S. marcescens R1.
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Los sustratos probados fueron leche, melaza y leche+melaza a tres diferentes
concentraciones cada uno

3.2.3.2. Tratamientos evaluados

Se efectuaron tres pruebas, una para cada mezcla de sustrato seleccionada a tres
concentraciones diferentes (Cuadro 1)

Cuadro 1. Relacion de tratamientos en cada prueba de efecto de
concentracion de los sustratos sobre S. marcescens R1.

Sustrato Concentraciones del sustrato probadas *
Leche 0,05 % 0.1% 1.0%
Melaza - 0,01 % 0.1 % 1,0 %
Leche+Melaza 005001% 0101% 1.01,0%

* La menor concentracion corresponde a la utilizada en las pruebas de multiplicacion
de las bacterias antagonistas

La concentracion de leche en viv y la melaza en p/v.

3.2.3.3. Procedimiento experimental

3.2.3.3.1. Preparacion de la suspension bacteriana

Se ajustd la suspension bacteriana como en la prueba 1 {punto 3.2.1.31.).

3.2.3.3.2. Preparacion de los sustratos

La menor concentracién para cada sustrato correspondié a la preparada para la
prueba del efecto de los sustratos (Prueba 1), y las otras dos concentraciones fueron cada
sustrato solo y en mezcla, en ambos al 0,1% y al 1,0%

Los sustratos fueron esterilizados y se ajusto el pH entre 7 y 8 Al igual que en las

otras evaluaciones, las soluciones con melaza se esterilizaron dos veces.
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3.2.3.3.3. Establecimiento del experimento

Se formaron mezclas sustrato+bacteria como en ia Prueba 1, y a las 24 horas de
incubacion a 28 °C se efectuaron diluciones decimales de las mezclas hasta 10° y se
sembré cada dilucion en platos petri con medio agar agua (AA). Se agregaron 0,02 mL de
la mezcla por plato y se disperso sobre el medio, replicando cada tratamiento tres veces

Se contaron las colonias por cada dilucion a las 48 horas  El conteo siguio el criterio

de disminucion del error en la estimacion de la variable (ASM 1984)

3.2.3.4, Evaluacién de los tratamientos y analisis estadistico

Se determino la multiplicacion de las bacterias por efecto de cada concentracion del
sustrato La variable evaluada fue el numero de ufc a las 48 horas de incubacion en el
medio solido y se exprasaron en ufe/mlb

La informacion fue procesada por medio de un analisis de varianza Se aplico una
prueba de contrastes de los efectos de los sustratos sobre la multiplicacién de los
microorganismos

Para efectuar el analisis los valores fueron transformades como In{ufc + 0,5) para

reducir la heterogeneidad de la varianza {Steel y Torrie 1885)

3.3. SELECCION DE SUSTRATOS EN INVERNADERO

En las pruebas de laboratorio se seleccionaron los tres mejores sustratos por la
respuesta positiva de las cepas, tanto en multiplicacion como en no afectar su capacidad
quitinolitica Antes de la prueba de estas alternativas a nivel de campo, era necesario
evaluar la accion de los compuestos sobre la planta (in vivo)

A nivel de invernadero se efectuaron dos evaluaciones: una para determinar el
efecto de los sustratos sobre los antagonistas y otra donde se evalud el efecto de sustratos

y organismos sobre la severidad de la sigatoka negra
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3.3.1. Material vegetal

Se utilizaron plantas de banano variedad Gran Enano (Giant Cavendish) susceptible
a la sigatoka negra (Fouré 1990), obtenidas de cultivo de tejidos Las plantas mantenidas
en bolsas de polietileno y con un promedio de 5 hojas fueron trasplantadas a macetas
plasticas Polyplast No 600 de aproximadamente 5 kg utiizando suelu esterilizado con
bromuro de metilo (0,459 kg/m® de suelo)

Fueron fertilizadas al momento del trasplante con formula comp1e{a (NPK 10-30-10},
y a los 20 y 45 dias después del trasplante (ddt) con urea (NPK 46-0-0) a una dosis de 10
g/pl  Posteriormente se mantuvo un ciclo mensual de fertiizacidn a la misma dosis con
formula completa

Las plantas se regaron diariamente y se les elimind la hoja bajera en senescencia
hasta el inicio de los ensayos. A los tres meses de trasplante (6 meses de edad
aproximadamente) se iniciaron los ensayos y las pantas presentaban un promedio de seis
hojas y una altura de 30 cm (medidos desde el suelo hasta el punto donde el peciolo de la

hoja 1 abarca la hoja candela)

3.3.2. Efecto de sustratos sobre poblacion de antagonistas.

3.3.2.1. Medicién de las condiciones climaticas en invernadero

Se registraron los valores de temperatura (T°C} y humedad relativa (H R %) en casa
de mallas en diferentes momentos del dia durante el tiempo de realizacion de la prueba (17
dias) Se registraron los valores correspondientes a las 600, 12-00 y 1800 horas con la
ayuda de un termohigrémetro (Airguide Instrument Co., Chicago, USA).

También se registraron los valores de temperatura y humedad relativa para dicho
periodo en condiciones de campo con informacion proveniente de la estacion climatologica
del CATIE.

3.3.2.2. Material experimental
Se utilizd la cepa S marcescens R1 como indicador del efecto del sustrato por

recuperacion de la bacteria de las hojas inoculadas. La cepa utilizada en las inoculaciones
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era reaislada de plantas de banano previamente inoculadas con el organismo para
mantener su accion biolégica ya que es probable una disminucién de su actividad por el
manejo continuo en medios artificiales de laboratorio (Yarwood 1873)

Se evaluaron los sustratos leche, melaza y leche+melaza (al 1,0% p/v en solucion) y
quitina coloidal al 4,5% (p/v), esta ultima utilizada en trabajos previos como sustrato para
estimular las poblacicnes de organismos quitinoliticos en banano (Gonzalez 1995,

Gonzalez, Bustamante, Okumoto y Gonzalez, datos sin publicar)

3.3.2.3. Tratamientos evaluados y disefio experimental
Los tratamientos aplicados incluyeron los sustratos seleccionados en combinacion

con la bacteria y los testigos para cada sustrato La relacion de tratamientos fue la

siguiente:
1. Testigo 6. Leche + R1
2. CepaR1 7. Melaza
3. Quitina 8. Melaza + R1
4. Quitina + R1 9. Leche + melaza
5, Leche 10. Leche+melaza+R1

Se aplico un disefio en bloques completos al azar (DBCA} con tres repeticiones

correspondientes a tres tiempos de muestreo y dos plantas por cada repeticion

3.3.2.4. Procedimiento general

3.3.2.4.1. Aplicacion de tratamientos

Las plantas fueron asperjadas con la cepa antagonista a una concentracion
aproximada de 107-108 ufe/mL en una solucién de caldo nutritivo+dextrosa+quitina (0,4% de
caldo nutritivo DIFCO: 2,3% de quitina coloidal y 0.2% de dextrosa DIFCO) preparada en el
Area de Fitoproteccion del CATIE para la multiplicacion de bacterias quitinoliticas
(Bustamante, Gonzalez y.Gamboa 1995, en prensa).

Las aplicaciones se efectuaron con atomizadores manuales y fueron dirigidas a toda

la planta hasta lograr total humectacion o punto de escurrimiento Las plantas de los
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tratamientos que no correspondia ser inoculadas con la bacteria fueron asperjadas con
agua

A los siete dias después de la inoculacién de fa bacteria (ddi) se aplicaron los
sustratos (quitina, leche, melaza y leche+melaza) siguiendo el criterio de aplicacion a toda Ia
planta

Las plantas fueron regadas diariamente dirigienco ef flujo de agua hacia la maceta
para limitar la diseminacion de la bacteria dentro del invernadero entre lo;s tratamientos que

incluyeron los sustratos solos.

3.3.2.4.2. Recuperacion de la poblacion bacteriana

El establecimiento de la bacteria por efecto de los diferentes tratamientos sobre y
bajo la hoja fue cuantificado por la técnica de lavado de hojas y dilucién en platos.

A los tres y siete dias después de la aplicacion de los sustratos (dda), se procesaron
muestras de hojas para efectuar conteos de las poblaciones de la cepa en laboratorio.

Cada repeticion de los tratamientos estuvo constituida por las diferentes horas de
realizacion del muestreo de las plantas en el dia

Para los conteos las muestras se tomaron de la hoja en posicion tres (primer
muestreo) y dos (segundo muestreo) al momento de la inoculacién de la bacteria En cada
repeticion (tiempo), de las dos plantas de cada tratamiento se homogeneizé una muestra
con 25 discos de 1 cm de diametro cortados al azar con un sacabocados en la seccion
central de la hoja.

La muestra final se coloco en un erlenmeyer de 125 mlL con 50 mL de ADE y se
agitd la mezcla por 45 min en agitador mecanico Finalizado el tiempo de agitacion, se
efectuaron diluciones decimales de la inezcla hasta 107 Luego se tomaron 0,02 mL de
cada dilucién y se sembraron en platos petri con medio AQ con posterior dispersion dei
liquido sobre el medio. Los platos sembrados se incubaron a 28 °C por 48 horas. Cada

muestra fue replicada tres veces.
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3.3.2.5. Variables evaluadas y analisis estadistico

La variable evaluada fue el numero de unidades formadoras de colonias (ufc) de la
cepa!cm2 de hoja {numero de ufc contadas en los platos expresado por unidad de area
foliar) a los diez y quince dias después de la inoculacion de la bacteria (tres y siete dias
después de la aplicacion de los sustratos, respectivamente}  El conteo de colonias se
efectud a las 48 horas de incubacion en el medio

La informacién fue procesada aplicando un andlisis de varianza para cada muestreo

transformando los valores obtenidos como In (ufc + 0,5).

3.3.3. Efecto de sustratos sobre comunidad microbiana de la filosfera

Esta prueba se efectud sobre las muestras del ensayo anterior para determinar el
efecto de los sustratos aplicados solos y combinados con la bacteria R1 sobre la comunidad

microbiana identificada en el primer muestreo del ensayo de invernadero anterior

3.3.3.1. Procedimiento experimental

Se estimé la poblacién total de bacterias y hongos, mediante la técnica de lavado de
hojas y dilucidon en platos con medio agar quitina (AQ), a partir de los crecimientos
diferentes a R1 del ensayo anterior.

Las bacterias y hongos fueron agrupados por su morfologia y crecimiento en medios
agar nutritivo (AN) y agar papa dextrosa (PDA), respectivamente  Del grupo fungoso se
efectuaron pruebas basicas de identificacion.  Con las bacterias se efectud la prueba de
KOH al 3%

3.3.3.2. Disefio experimental y variable evaluada
Los tratamientos y el disefio experimental seguidos en esta prueba fueron los

mismos del ensayo anterior.
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La variable evaluada fue la diversidad microbiana encontrada en los tratamientos por
fos aislamientos identificados en el medio agar quitina La diversidad se expresd con el

Indice de diversidad de Shannon de acuerdo a la formula

1D =- (Ni/N) x log (N/N)  donde
Ni = ntmero de valores de la especie

N = total de valores de las especies

Este indice es utilizado en ecologia microbial para evaluar la estructura de
comunidades y las respuestas de estas a faclores ambientales (Southwood 1978, Allas
1984)

El conteo de los microorganismos se efectud a las 96 horas de incubacion en el

medio agar quitina sin considerar las colonias de la cepa R1.

3.3.3.3. Analisis estadistico de los resultados
La informacion fue procesada por medio de un andlisis de varianza y se efectu6 una
prueba de Dunnett para comparar la respuesta del tratamiento testigo con la de! resto de los

tratamientos. También se efectud una prueba de contrastes ortogonales entre grupos de

tratamientos

3.3.4. Efecto de sustratos y bacterias antagonistas sobre la severidad de la

sigatoka negra.

En esta prueba se determiné a nivel de invernadero el efecto de los sustratos sobre
la severidad de la enfermedad en plantas de invernadero expuestas a inoculacion natural
con M fijiensis. De esta forma, se descartarian los sustratos que no mostraran efecto

positivo en el control de la enfermedad.
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3.3.3.1. Material experimental
Al igual que en el primer ensayo de invernadero se incluyeron los sustratos leche,
melaza, leche+melaza y quitina, solos y en combinacion con la bacteria

Se incluyd un tratamiento con fungicida como testigo relativo, con una mezgla de

propiconazol al 25,3% + aceite agricola a la dosis comercial

3.3.3.2. Tratamientos evaluados y diseno experimental

Se probaron los tratamientos correspondientes a los sustratos seleccionados,

aplicacién de quitina, aplicacién de fungicida y los testigos para cada sustrato, quedando de
la siguiente forma

1. Testigo 7. Leche + R1

2. Fungicida 8. Melaza

3. CepaR1 9. Melaza + R1

4. Quitina 10. Leche + melaza

5. Quitina + R1 11. Leche + melaza + R1
6. Leche

Se aplicé un disefio en bloques al azar (DBCA) con tres repeticiones por tratamiento
y dos plantas por repeticion

3.3.3.3. Procedimiento general

Al igual que en la prueba anterior, en las plantas seleccionadas se asperjaron [os
sustratos y la bacteria antagonista

Al dia siguiente de la aplicacion de los sustratos (dda) las plantas fueron expuestas a
inoculacion natural de M. fiensis en una parcela de platano con presencia de sigatoka
negra en la finca experimental La Montafia del CATIE

Luego de doce dias de exposicién, las plantas fueron trasladadas a un terreno

expuesto a las condiciones climaticas naturales para favorecer la incubacion def patégeno y

el desarrolio de sintomas



3.3.3.4. Evaluacién de tratamientos y analisis estadistico

La variable evaluada fue la severidad de la enfermedad a través del numero de
estrias totales/9 cm® en dos areas (apical y media) en la periferia de la seccién derecha de
las hojas 2 y 1 2} momento de aplicar los tratamientos (Anexo 6) Esta evaluacidn se
efectud a los 28 dias después de traidas las plantas del campo

Los registros del numero de estrias en las plantas fueron promediados para cada
tratamiento |

Se analizaron los resultados por medio de un analisis de varianza y una
comparacion de los tratamientos con el testigo por la prueba de Dunnett También se
efectud una prueba de contrastes entre grupos de tratamientos para determinar diferencias

en el efecto de los sustratos solos y en combinacidn con la bacteria

3.4. APLICACION DE SUSTRATOS EN CAMPO

3.4.1. Efecto de sustratos y bacterias antagonistas sobre la severidad de

la enfermedad en plantas de banano en macetas

En esta prueba se determiné el efecto de los sustratos sobre 12 severidad de la
enfermedad en plantas de banano en macetas con 45 dias de aclimatacion en campo

La prueba se efectud en las instalaciones del CATIE desde el 4 de Septiembre hasta
el 16 de Octubre de 1985.

3.4.1.1. Material experimental

Como en el ensayo de la seleccion de sustratos en invernadero se incluyeron los
sustratos leche, melaza, leche+melaza y quitina, solos y en combinacion con la bacteria S
marcescens R1, y el tratamiento con fungicida (propiconazol 23,5% + aceite agricola)

El material vegetal utilizado correspondié a las mismas plantas en macetas utilizadas

en el ensayo 3.3.3. ya citado con 45 dias aproximadamente de adaptacion a las condiciones
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ambientales Estas plantas se mantuvieron lo mas sanas posibles con remocion de tejido

infectado y fueron fertilizadas periédicamente

3.4.1.2. Tratamientos evaluados y disefio experimental

La relacion de tratamientos fue:

1. Testigo 7. Leche + R1

2. Fungicida 8. Melaza

3. Cepa R1 9. Melaza + R1

4. Quitina 10. Leche + melaza

5. Quitina + R1 11. Leche + melaza + R1
6. Leche

Se aplico un disefio en bloques a) azar (DBCA) con tres repeticiones por tratamiento

y dos plantas por repeticion

3.4.1.3. Procedimiento general

Las plantas fueron asperjadas con los sustratos y los antagonistas durante tres
semanas consecutivas y se removid el tejido afectado en las hojas bajeras para disminuir ia
densidad de indculo en la planta

Las plantas se dejaron en un terreno expuesto sin trasladarse a campos infectados
con sigatoka negra por considerarse que existia un adecuado nivel de indculo para la

evaluacion de los tratamientos

3.4.1.4. Evaluacion de tratamientos y analisis estadistico

La variable evaluada fue el nimero de estrias totales/9 cm® a los 28 dias de la
primera aplicacion de los tratamientos en dos areas (apical y media) de la seccidn derecha
de la hoja 0 al momento de iniciar la aplicacién de los tratamientos. Sucesivamente se
efectud la evaluacién en la hoja siguiente {(en posicion -1 al momento de iniciar las
aplicaciones) transcurridos 22 dias desde gque estuvo completamente expandida Las

mediciones del nimero de estrias fueron promediadas para cada tratamiento.
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La informacién fue procesada a través de un analisis de varianza y una prueba de
Dunnett para comparar los tratamientos con el testigo También se efectuaron contrastes

entre grupos de tratamientos para determinar el efecto de los sustratos solos y en
ccmbinacion con la bacteria

3.4.2. Efecto de sustratos y bacterias antagonistas sobre la severidad de la

enfermedad en campo.

El ensayo se efectud desde el 10 de Mayo hasta el 1 de Noviembre de 1985,
comprendidos desde el trasplante del material vegetal en campo hasta la ultima evaluacion

de los tratamientos, respectivamente

3.4.2.1. Material vegetal

Se utilizaron plantas de banano variedad Gran Enano aclimatadas en macetas
durante cuatro meses y trasplantadas en una parcela préxima a la plantacion comercial de
la EARTH (Anexo 7), siendo expuestas al indculo natural de M fiiensis durante su

crecimiento

3.4.2.2, Caracteristicas fisico-quimicas del suelo

Se efectuaron analisis de suelo (quimico y fisico) para comparar los requerimientos
del cultiva con las caracteristicas de la parcela (Cuadro 2). Estos analisis fueron realizados
en los laboratorios de suelos del CATIE y de fertilidad de suelos y nutricion mineral de ia
Corporacién Bananera Nacional (CORBANA), localizados en Turrialba y La Rita de

Guaépiles, respectivamente.
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Cuadro 2. Resultados del analisis de suelo en la parcela de campo’

Ca Mg K Acidez ¥ Fe Cu Zn Mn
pH MO  N?
agua {cmol (+) /L) (mg/L) Yo %
4 84 43 1,28 026 0,24 36 575 14 29 26 65,13 0,3
Arena Limo Arcilla Textura®
% % %
39,8 426 176 Franco

' Laboratorio de andlisis quimico-suelos y foliares, CORBANA S A |, La Rita, Guapiles
? Laboratorio de suelos CATIE, Turrialba

3.4.2.3. Manejo agrondmico de la parcela experimental

Se aplicd un sistema de siembra hexagonal con una distancia de siembra de 22 m
entre plantas en cada parcela Las plantas fueron fertilizadas al momento del trasplante con
20 g de férmula completa NPK 10-30-10 (en el fondo del hoyo), a los 15 dias después del
trasplante (ddt) con sulfato de magnesio (MgS0,) a una dosis de 60 g/pl dispersados en la
rodaja o platén. A los 45 dias después del trasplante se efectud una fertilizacion
nitrogenada (NPK 60-0-0) a una dosis de 50 g/pl Posteriormente se mantuvo un ciclo
mensual de fertilizacion con férmula completa

Se realizaron deshierbas periddicas y se establecieron drenajes secundarios vy
terciarios (gavetas) dentro de la parcela para bajar el nivel freatico y favorecer el crecimiento
del cultivo.

Las piantas recibieron medidas sanitarias en las hojas bajeras afectadas por la
enfermedad (despunte), eliminandose la hoja cuando el nivel de infeccion alcanzaba el 33%

del area foliar.

3.4.2.4. Condiciones pluviométricas y densidad de inéculo en la parcela
Se registrd la precipitacion semanal durante el periodo del ensayo con un
pluvidgrafo mecanico Wilh Lambrecht con registro minimo de 0,1 mm de lamina de agua

por hora, a una altura de 1,3 m del suelo desde la cubeta de captacion.
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La densidad de indculo en la plantacion expresada como concentracion de
ascosporas en el aire se determind utilizando una trampa de esporas volumétrica tipo Hirst
(Burkard Manufacturing Co Ltd, Rickmansworth, inglaterra) de registro semanal, accionada
por una bateria de 12 V. La trampa fue montada sobre una plataforma de madera nivelada
a una altura de 2 m, quedando la abertura de succién a 2,45 m de altura

Para la recoleccidn de las esporas en la trampa se utilizé una cinta transparente
(mylenex) cubierta con una capa adhesiva de una mezcla de gelvatol (35 g), glicerol (50
mL}, fenol (2 g) y agua destilada (100 mL) La cinta fue reemplazada semanalmente para
efectuar el registro del nivel de indculo durante dicho periodo

Los registros de precipitacién y esporas se efectuaron a partir de la primera semana
de aplicacién de los tratamientos.

Para efectuar el conteo de esporas se procedié dividiendo la cinta en secciones
diarias (7 en total) y se fijaron sobre portacbjetos ‘Las lecturas se realizaron con
microscopio compuesto a 200 aumentos en un area de muestreo de 1 mm? por campo

optico (Anexo 9)

3.4.2.5. Material experimental

Se ulilizo la cepa S. marcescens R1 bajo similares condiciones de manipulacion que
en los ensayos de invernadero (punto 3.3.2.2)

Se utilizaron los sustratos melaza al 1,0% (p/v), quitina coloida! al 4,5% (pV), ¥
ambos en mezcla. El pH de las soluciones de sustratos fue ajustado entre 7 y 8 para las
aplicaciones.

Fue incluido un tratamiento de fungicida con lcs productos mancozeb al 80%,

propiconazol al 25,3%, tridemorf al 75%, y aceite agricola en rotacion

3.4.2.6. Tratamientos evaluados y disefio experimental
Se aplicaron 6 tratamientos, el testigo, uso de fungicida, quitina y los restantes que
incluyeron la inocufacién de la bacteria en combinacidn con quitina, melaza vy

quitina+melaza.
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La relacién de tratamientos fue como sigue

1. Testigo 4. Quitina + R1
2. Fungicida 5. Melaza + R1
3. Quitina 6. Quitina + melaza + R1

Se aplic6 un disefio en bloques completos al azar (DBCA) con parcelas de nueve
plantas y cuztro repeticiones por tratamiento.
Las plantas fueron establecidas a una densidad de 2,2 m x 2.2 para un area por

parcela Util de 43,56 m?, con una separacién de 3 m entre parcelas de un mismo bloque y
de 4 m entre bloques

3.4.2.7. Procedimiento general

Para aplicar los tratamientos se utilizaron bombas de aspersién manual de 5 L de
capacidad (Industria e Comércio Guarany S A, Brasil), cubriendo el haz y el envés de las
hojas.

Los sustratos fueron aplicados semanalmente a partir de los 2.5 meses del
trasplante en campo (17 de Agosto de 1995), y la bacteria fue aplicada mensualmente en
los tratamientos correspondientes

El tratamiento con fungicida fue realizado cada 15 dias en la secuencia

mancozeb+aceite, propiconazol+aceite y tridemorf a las dosis comerciales

3.4.2,8. Evaluacion de tratamientos y analisis estadistico

A partir de la cuarta semana de aplicaciones cuando las plantas presentaban 4-%
hojas que habian recibido tratamiento desde el inicio, se dio comienzo a las evaluaciones

Se evaluo la severidad de la sigatoka negra semanalmente, utilizando Ia

metodologia de Stover modificada por Gauh! (1989), basada en la estimacion visual del
area foliar afectada en todas las hojas de la planta, a excepcién de la hoja candela/bandera
y las hojas agobiadas, de acuerdo al manejo comercial de la plantacion (Anexo 9).

En esta escala se establecen 6 grados correspondientes al porcentaje de tejido foliar
afectado (Cuadro 3).
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-Cuadro 3.  Escala de grados de infeccién y area foliar afectada para evaluar la
severidad de la sigatoka negra *.

Grado Area foliar afectada Porcentaje
0 Sin sintoma 0%
1 Hasta 10 manchas por hoja <1%
2 Manchas en menos del 5% del drea 1-5%
3 Manchas de 6-15% del area 6-15%
4 Manchas de 16-33% del area 16-33%
5 Manchas de 34-50% del area 34-50%
6 Manchas en més del 50% del area > 50%

* Modificado de Gauhi, 1980

En el ensayo se efectué la evaluacion desde 1a hoja en posicién 1 hasta la hoja que

estaba recibiendo tratamiento desde el momento de su emisién (hoja en posicion 1 cuando

se iniciaron los tratamientos)

Con la informacion obtenida se determiné el indice de enfermedad (IE) Este indice

se calcula como la sumatoria de los productos del porcentaje de hojas de cada grado por el

grado respectivc; en la escala, dividido el total entre 100

Graficamente:
S(NxR)

=
JE = ot emsenm

100

donde N = % de hojas de cada grado
R = grado respectivo

Los resultados fueron procesados calculando el area bajo la curva de progreso de la

enfermedad (ABCPE) para cada tratamiento durante el periodo de estudio.

Se analizaron los datos por medio de un anélisis de varianza para el parametro

estimado y una prueba de contrastes ortogonales entre grupos de tratamientos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. SELECCION DE SUSTRATOS in vitro
4.1.1. Efecto de sustratos sobre multiplicacién de bacterias antagonistas

Para ia seleccion de los sustratos a probar a nivel de invernadero y campo se fijo
como criterio de decision la respuesta mostrada por las bacterias en crecimiento y en
actividad quitinolitica Por tanto, se disefio esta prueba in vifro para seleccionar las mejores

opciones para la multiplicacion de las cepas

4.1.1.1. Efecto sobre S. marcescens R1

El extracto de hoja mostrd el mejor efecto en la multiplicacion in vitro de S
marcescens R1. De los restantes tratamientos, leche, melaza, leche+melaza,
leche+almidén y abono+melaza mostraron densidades cercanas a los 2 x 107 ufe/mL siendo
los mejores después del extracto (Fig 1A)

El agua destilada estéril (ADE) se mostro como el sustrato menos favorable para el
crecimiento de la poblacion bacteriana, al obtenerse los menores valores de crecimiento de
la bacteria con este tratamiento (Fig 1A) La prueba de Dunnett evidencio diferencias
significativas al 5% entre este tratamiento (testigo) y el resto de los sustratos utilizados
(Anexo 9), demostrando el efecto positivo de los sustratos en la multiplicacion de la cepa
El ADE contiene todavia algunos minerales que pueden propiciar el crecimiento bacteriano
(Hebert y French 1982), sin embargo fue un control adecuado para comparar el efecto de

los sustratos.
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Figura 1. Efecto de diferentes sustratos sobre la multiplicacion
in vitro de: A) S. marcescens R1, B) S. entomophila A100,
y C) B. cereus A30.
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El efecto del extracto de hoja mostrd diferencias altamente significativas (1%) con
refacion al efecto del resto de los sustratos por la prueba de contrastes ortogonales (Cuadro
4) S marcescens R1 fue aislada de la filosfera de banano (Gonzalez 1995), por lo tanto su
mayor nivel de multiplicacion en el extracto se debié a la exposicion a factores nutricionales

de su medio natural con un efecto reducido de los factores limitantes para su crecimiento

Cuadro 4. Resultados del analisis de varianza y contrastes ortogonales entre
los sustratos para la multiplicacion in vitro de S. marcescens RA1.

FV GL SC CM Prob>F
Tratamientos 9 175,7839 19,5315 0,0001 *
Contrastes

Lec-Ab vs Mel-Alm 1 0.0072 0,0072 0.4347ns

Extracto vs todos 1 28,8456 28,8456 0.0001*

Leche vs Abono 1 35,8323 35,8323 0,0001

Melaza vs Almidén 1 35,9582 35,9582 0.0001*

Lec vs Lec+Mel-Lec+Alm 1 0,0696 0.0696 0,0219*

Ab vs Ab+Mel-Ab+Alm 1 54127 54127 0,0001*

Leche vs melaza 1 0,0042 0,0042 0.5467ns
Error experimental 20 0,2253 0,0113
Total 29 176,0092 R*= 0,99 CV.=096

Lec=Leche, Ab=Abono, Mel=Melaza, Alm=Almidén
** = altamente significativo al 1%

* = significativo al 5%

ns = no significativo

La leche mostrd mejor efecto que el abono, igual tendencia se obtuve entre la
melaza y el almidon, con mejor respuesta al derivado de la cafa de aztcar (Fig. 1A).

Las pruebas mostraron diferencias altamente significativas entre la leche y el abono
foliar, obteniéndose muy bajas poblaciones bacterianas con este tltimo. La melaza también
mostré diferencias altamente significativas con el almidén (Cuadro 4).

Con el uso de leche o melaza se obtuvieron niveles poblacionales similares; pero
fueron bajos para el abono foliar y el almidén. Al comparar los grupos de tratamientos la

prueba de contrastes no mostré diferencias significativas entre el grupo de sustratos



52

fuentes de nitrégeno (leche y abono) y los fuentes de carbono (melaza y almiddn de yuca)

la respuesta no fue consistente para ningun grupo

El promedio de ufc/ml de la bacteria para la leche fue superior con relacion a la
mezcia del compuesto con melaza o almidon  Los contrastes mostraron diferencias
significativas (5%) entre la leche sola y las mezclas

La respuesta al abono fue mejor cuando se utilizé en mezcla que cuando se uso
solo Los analisis mostraron diferencias altamente significativas con la densidad poblacional
obtenida en las mezclas con melaza o almidén y el compuesto solo

La respuesta de la bacteria fue similar para leche y melaza (Fig. 1A), v los contrastes

no mostraron diferencias significativas entre estos sustratos.

4.1.1.2. Efecto sobre S. entomogtila A100

La mejor respuesta en multiplicacién se obtuvo con el extracto de hoja, seguido de la
leche, leche+melaza y melaza+abono La melaza sola no mostrd mejor respuesta que en
mezcia (Fig 1B)

La prueba de Dunnett mostrd diferencias significativas en la multiplicacion de la
bacteria entre el control {ADE) y los otros sustratos (Anexo 10)

Al igual que en la primera prueba, los promedios de ufc/mL fueron mayores para
leche y melaza con relacion al abono y el almidon, respectivamente  El grupo de sustratos
fuentes de nitrégeno no mostré diferencias significativas para la respuesta de la bacteria en
relacién con el grupo de sustratos fuentes de carbono, a través de la prueba de contrastes
(Cuadro 5).

La cepa S entomophila A10C presentd similitud con S. marcescens R1 en su
respuesta al extracto, con el cual se obtuvieron las densidades mas altas. El extracto de
hoja mostré diferencias altamente significativas (1%) con el resto de los sustratos.

La leche y la melaza se mostraron como los mejores sustratos después del extracto
de hojas. La respuesia al sustrato de leche evidencié diferencias altamente significativas

con el abono foliar, y la melaza con el almidon (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Resultados del analisis de varianza y contrastes ortogonales entre
los sustratos para la multiplicacion in vitro de S. entomophila A100.
FV GL SC CM™M Prob>F

Tratamientos 9 63,5356 63 5356 0,0001*

Contrastes
Lec-Ab vs Mel-Alm 1 0.0339 0,0339 0,4215ns
Extracto vs todos 1 18,2021 18,2021 00,0001
Leche vs Abono 1 11,4150 11,4150 - 0,0001*
Melaza vs Almidén 1 20012 2.0912 0.0001*
Lec vs Lec+Mel-Lec+Alm 1 0,0051 0,0051 0,7542ns
Ab vs Ab+Mel-Ab+Alm 1 3,8727 38727 0,00014*
Leche vs melaza 1 1,2023 1,2023 0,0001™

Error experimental 20 1.0072 1.0072

Total 29 64,5428 R’= 0,98 CV=213

Lec=Leche, Ab=Abono, Mel=Melaza, Alm=Almiddn
** = altamente significativo al 1%

* = significativo al 5%

ns = no significativo

La prueba no detecté diferencias significativas entre la leche sola y en mezcla Sin
embargo, con la mezcla leche+melaza se alcanzé una densidad promedio de 7 x 10° ufc/mL
(el segundo mejor). Las mezclas de abono con melaza o almidon fueron significativamente
mejores que el abono solo.

La respuesta al extracto de hoja en primer grado, y a leche, melaza, y las mezclas
de leche con melaza o almiddn en segundo lugar, mostiaron una tendencia positiva y similar

a la obtenida con S. marcescens R1

4.1.1.3. Efecto sobre B. cereus A30

Las diferencias entre los valores promedio de la poblacidn bacteriana entre el ADE y
los otros sustratos fueron menores con relacion a las pruebas anteriores (Fig. 1C) La
multiplicacion de A30 mostrd diferencias significativas por la prueba de Dunnett entre el
control y los demas sustratos, a excepcion de los sustratos extracto de hoja, abono foliar y
abono+almidén (Anexo 11). La poblacion bacteriana obtenida con estos dltimos fue

estadisticamente similar a la lograda con el uso de ADE



La respuesta al extracto de hoja de banano fue menor que la mostrada por las cepas
del género Serralia
La prueba de contrastes no encontré diferencias significativas entre los sustratos

fuentes de nitrégenc y aquellos fuentes de carbono (Cuadro 6}

Cuadro 6. Resultados del anilisis de varianza y contrastes ortogonales entre
los sustratos para la multiplicacién in vitro de B. cereus A30.

FV GL sSC CM Prob>F
Tratamientos 9 578,4039 64,2671 0,0001*
Contrastes

Lec-Ab vs Mel-Alm 1 0,5947 (,4957 0.1768ns
Extracto vs todos 1 49,5880 49,5980 0,0001™
Leche vs Abono 1 104,4772 104,4772 0,0001*
Melaza vs Almidon 1 85,4658 65,4658 0,0001**
Lec vs Lec+Mel-Lect Alm 1 8.0501 8,0501 0,0001*
Ab vs Ab+Mel-Ab+Alm 1 54,7451 64,7451 0.0001*
Leche vs melaza 1 0.2702 0.2702 0.3566ns
Error experimental 20 6,0698 0,3035
- Total 29 584 4737 R%*= 0,99 CV=1243

Lec=Leche, Ab=Abono, Mel=Melaza, Aim=Almidén
* = altamente significativo al 1%

* = significativo al 5%

ns = no significativo

La diferencia en la respuesta a la leche fue altamente significativa (1%) con relacion
al abono foliar, igual diferencia se obtuvo entre la melaza y el almidén. Esta respuesta fue
consistente con la obtenida en las otras cepas, donde la leche y la melaza fueron mejores
para la multiplicacion de las bacterias que el abono y el almidén, respectivamente,

l.a densidad bacteriana obtenida con la leche no fue significativamente diferente a la
obtenida con la melaza. Se detectaron diferencias altamente significativas con el uso de
leche sola y en mezcla. Las poblaciones obtenidas con las mezclas de estos compuestos
fueron mayores.

Se encontraron diferencias altamente significativas entre el abono solo y en mezcla

con melaza o almiddn. También [a mezcla resultd mejor.
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En general, los valores de multiplicacion logrados con los diferentes sustratos en
A30 fueron sensiblemente menores a los obtenidos en las cepas de Serratia

Bajo las condiciones en que se efectud la prueba, se manifestaron favorablemente la
leche y la melaza (comun para los tres microorganismos), con los cuales se obtuvo
respuesta positiva tanto solos como en mezcla

El efecto del almidon como sustrato solo fue menor que el de leche o0 melaza La
composicion de carbohidratos (con moléculas de amilosa y amilopectina con enlaces o-1->4
y o-1->6 de d-glucosa) propiciaron una metabolizacion mas lenta por las bacterias,
debiendo hidrolizar el almiddn a unidades de maltosa y luego esta a glucosa (Stephenson
1849), y ademas que este sustrato proporciona factores de crecimiento en menor
concentracion (Anexos 1, 2 v 3) con relacion a la leche y la melaza

La tendencia en la multiplicacion de ias bacterias como respuesta al uso de los
sustratos fue similar para las tres cepas con una diferencia parz el extracto de hoja con A30
Al parecer, en el extracto se evidenciaron factores limitantes del crecimiento del organismo
(o carencia de los requeridos), y que contrastaron con la respuesta positiva mostrada por
las bacterias del género Serratia, para las cuales no mostro limitaciones de tipo nutricional
en relacidén con los otros sustratos

Como se ha comprobado la presencia de Bacillus sp quitinoliticos en la filosfera de
banano (Gonzélez, Bustamante, Okumoto y Gonzalez, sin publicar), esta ultima respuesta
sugiere la necesidad de conocer la composicion quimica de los exudados foliares en
banano y su influencia en la comunidad micrebial benéfica de la filosfera

Los menores niveles poblacionales obtenidos en A30 pueden relacionarse con su
tendencia a formar endosporas que les permiten resistir condiciones ambientales adversas
como alta temperatura y desecacion, lo que diferenciaria a este de las Serratia sp, las
cuales garantizarian su supervivencia en la superficie multiplicandose a altas densidades

Otra relacion con la baja respuesta de A30 es que en los medios artificiales
utilizados para propiciar su crecimiento (ASM 1984) los requerimientos de carbohidratos son
sensiblemente superiores a los del cultive de S marcescens (por ej) Por tanto, serian
necesarias mayores concentraciones de los sustratos para obtener una respuesta en
multiplicacion similar a las Serratia. Estando ligados estos altos requerimientos a la

demanda de energia para la formacion de endosporas.
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Las bacterias heterdtrofas (no autotrofas) obtienen su energia de la oxidacion o
desamilacion de compuestos orgéanicos simples (ASM 1984) Estos compuestos son
utilizados como fuente de energia y de material organico para generar sus componentes
celulares.

En estas pruebas la melaza fue utilizada como fuente de carbohidratos y la sacarosa
(sucrosa), dextrosa y levulosa constituyen los azucares de mayor proporcion en el
compuesto (DGETA 1978). La leche aungue fue utilizada como fuente de proteinas,
también es una fuente importante de carbohidratos (38% en la leche integra y 5,4% en la
descremada) y de otros compuestos con funcién como factores de crecimiento (vitaminas,
minerales, etc), a excepcién de A30 que no requiere vitaminas para su crecimiento
(Buchanan y Gibbons 1974)

La similitud en la respuesta de los microorganismos a la leche y la melaza sugiere
que los carbohidratos fueron suficientes para proporcionar factores bioquimicos necesarios
para el crecimiento bacteriano, complementados con los compuestos nitrogenados,
vitaminas y minerales.  Sin embargo, la mejor respuesta mostrada por R1y A100 al extracto
de hoja indica que existieron otros factores nutricionales que no fueron proporcionados en
clase y/o cantidad por ninguno de aqueilos sustratos.

Estos resultados, orientan el efecto hacia la utilizacién de carbohidratos en mayor
proporcion, lo que coincide con lo documentado a nivel de la fitosfera: mayor proporcion de
carbohidratos que aminoacidos (Chet et af 1973, Morris y Rouse 1985)

La respuesta casi nula mostrada por los microorganismos al abono foliar pudo tener
relacién con un bajo contenido de carbohidratos (a diferencia de la leche, melaza y aimidén)
en su composicidon  Sin embargo, tomando en cuenta que estos organismos fungieron
como indicadores de la respuesta de la comunidad bacteriana, es necesario determinar el
efecto de este producto sobre la comunidad microbial de los cultivos donde se esta
aplicando en forma comercial, y poder descartar la predisposicion de la planta a patogenos
por disminucion de ta poblacién microbiana responsable del balance ecologico a nivel de la

filosfera.
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4.1.2. Efecto de sustratos sobre habilidad quitinolitica de las bacterias

antagonistas

En los trabajos de Ckumoto y Bustamarte (1993a y 1993b) y Gonzalez (1995), se
seleccionaron en laboratoric como posibles antagonistas los organismos cultivados en
medio AQ o ANQ que produjeran un halo transparente alrededor de la colonia (degradacion
de la quitina) que los identificaba como productores de quitinasas Esta caracteristica se
definié como habilidad quitinolitica in vitro

Debido a que los microorganismos sometidos a una dieta con ciertos sustratos in
vitro pudieran ver minimizada esta habilidad (Okumoto y Bustamante 1994, sin publicar), se
disefo esta prueba para evaluar el efecto de los sustratos sobre los organismos

En esta prueba todas las colonias provenientes de los diferentes sustratos
mostraron la formacion del halc transparente a las 48 horas de incubacion.

La longitud del halo quitinolitico fue medida a las 96 horas de siembra y se
observaron pequefas diferencias en promedio entre los tratamientos, con la menor
magnitud para las colonias provenientes del almidén y la mezcla de abono con melaza o
almiddn (Fig 2). Se encontraron diferencias significativas {prueba de Dunnett) con respecto
al testigo (quitina) solo para los tratamientos mencionados (Anexo 12)

Esta prueba se basa en la existencia de una relacién entre el diametro de la zona
clarificada (halo) en el medio y la actividad de ias quitinasas (Reid y Ogrydziak 1981), lo que
se ha utilizado para comparar el nivel de actividad enzimatica entre microorganismos En
nuestro caso se utilizd la longitud del halo por las diferencias en diametro mostradas por ias
colonias.

Estos resultados coincidicron con la tendencia obtenida en las pruebas de
multiplicacion de los microorganismos, donde el abono foliar y el almidén fueron los menos

favorables
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Figura 2. Efecto de diferentes sustratos sobre habilidad quitinolitica
in vitro de S. marcescens R1 MIP-CATIE, a los cuatro dias
de cultivo en medio agar quitina (AQ).



59

Uno de los mecanismos posiblemente involucrados en la actividad antagénica de las
bacterias R1, A30 y A100 a M fjiensis es la produccion de quitinasas que provocan fisis de
tas paredes celulares del hongo, compuestas en mayor proporcién de quitina y 3-1,3
glucano (Griffin 1894) Por tants, el manejo de estos microorganismos con fines de control
biolégico debe garantizar la persistencia de esta habilidad en el tiempo

También se evidenciaron algunas diferencias en la pigmentacién de las colonias con
relacion al sustrato utifizado La pigmentacion es consecuencia de la fuente nutricional
(Buchanan y Gibbons 1974) y favorece la proteccion del organismo contra la radiacion
ultravioleta (Starr ef a/ 1981) La colonia proveniente del sustrato con base en almidén fue
la menos pigmentada

Por no encontrarse diferencias estadisticamente significativas con el testigo, se
considerd que en el resto de los tratamientos no se afecto la habilidad quitinolitica in vitro de
la bacteria.

Los resultados obtenidos orientaron el proceso de seleccion de sustratos hacia la
prueba de multiplicacion (prueba anterior). Se escogieron los sustratos leche, melaza y la
combinacion de ambos por su similitud en efecto positivo sobre los microorganismos.

Aungue los resultados no mostraron efecto de algunos sustratos sobre la habilidad
quitinolitica in vitro de la bacteria, no se puede descartar que la exposicidn del organismo a
tales compuestos en campo a largo plazo pueda causar disminucion en la actividad

enzimatica del mismo

4.1.3. Efecto de la concentracién de los sustratos sobre la multiplicacidon de los

microcrganismos antagonistas

La seleccion de los mejores sustratos a nivel de laboratorio plante¢ para su prueba
en invernadero una determinacion preliminar de la mejor concentracion de aquellos que
garantizara su efecto positivo y permitiera bajo el efecto de las condiciones ambientales la

accién sobre los antagonistas.
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Tomando en cuenta esos aspectos, esta prueba tuvo por objetivo determinar la
mejor concentracion de los sustratos seleccionados para la multiplicacion de los

antagonistas, probando concentraciones de facil preparacion en campo

4.1.3.1. Efecto de teche

Los niveles de multiplicacién alcanzados mostraron pocas diferenééas entre el efecto
promedio de las diferentes concentraciones del sustrato (Fig 3A)

Analizando la tendencia del efecto con relacién a la concentracion, la prueba no
mostré diferencias significativas para la tendencia lineal La tendencia cuadrética fue
altamente significativa con un coeficiente de determinacion (Rz) de 0,99 y un coeficiente de
variacion (C V) de 0,86, y todos los parametros del modelo significativos, ajustandose el
efecto a una respuesta cuadratica {Cuadro 7)

La multiplicacion bacteriana alcanzo los valores mas altos con la concentracion del
0,1% para 2,5 x 107 ufe/ml.

Cuadro 7. Resultados del analisis de varianza y efectos de la concentracion de
leche sobre la multiplicacién de S. marcescens R1.

Grado de
Efecto significancia R? cV
Lineal ns
Cuadratico - 0,99 0.86
a -k
b W
C i

* = gltamente significativo al 1%
* = significativo al 5%

ns = no significativo

a,by ¢ parametros del modelo
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A la concentracion del 1,0% la densidad poblacional de la bacteria decayd a valores
simitares que la menor concentracion del sustrato  En consecuencia, hubo una tendencia
cuadratica significativa en la multiplicacién de la bacteria, esto es, un incremento en la
multiplicacion de ia bacteria al aumentar la concentracién del sustrato y luego una

disminucion en la multiplicacién con el siguiente incremento de la concentracion del

sustrato.

4.1.3.2. Efecto de melaza

La mejor concentracion correspondid al 1,0% alcanzando la poblacion bacteriana
una densidad de 2,4 x 10° ufe/mL (Fig. 3B) La prueba mostré diferencias altamente
significativas para la tendencia lineal y la cuadratica (Cuadro 8)

La tendencia fue hacia una relacion lineal entre el incremento en la multiplicacion del
antagonista con los incrementos en la concentracion del sustrato.

El coeficiente de delerminacion para la respuesta lineal fue similar al obtenido en la
tendencia cuadratica, pero en esta ultima no fueron significativos todos los parametros  Por

tanto, la respuesta se ajusto al modelo lineal.

Cuadro 8. Resultados del analisis de varianza y efectos de la concentracion de
melaza sobre la multiplicacién de S. marcescens R1.

Grado de
Efecto significancia R? CV
Lineal .- 0,89 1,79
a L1
b LT
Cuadratico - 0,98 1,39
a *W
b i
> ns

** = altamente significativo al 1%
* = significativo al 5%

ns = no significativo

a,b y ¢ parametros del modelo
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El mayor nivel de multiplicacién obtenido con la concentracién del 1,0% fue
equivalente al utilizado en inoculaciones de bacterias en altas concentraciones (10° ufe/mL),
lo cual convierte a este sustrato en un medio liquido con potencial para la multiplicacion
masiva de la bacteria antagonista como sustituto del caido nutritivo (ASM 1984).

Con la aplicacion de melaza al follaje de nabo y chile, Higa y Wididana (1991)
obtuvieron incrementos significativos en la comunidad microbial existente en la filosfera, con
aumentos en el numero de bacterias, actinomycetes y hongos Por tanto, la aplicacion de
este compuesto diluido podria tener un efecto benéfico sobre la comunidad microbial

ademas del efecto positivo comprobado sobre la poblacion antagonista.

4.1.3.3. Efecto de leche + melaza

Aligual que en la prueba anterior, el mejor efecto se observé con ia concentracién al
1,0% {Fig 3C) para una densidad poblacional de 1,8 x10° ufc/mi

La prueba mostro diferencias altamente significativas para las tendencias lineal y
cuadratica. Esta ultima tendencia se ajustd mejor a la respuesta de la bacteria por

explicarla en mayor grado y por la significancia de los parametros (Cuadro 9)

Cuadro 9. Resultados del analisis de varianza y efectos de la concentracion de
leche+melaza sobre la multiplicacion de S. marcescens R1.

Grado de
Efecto significancia R* cCV
Lineal h 0,923 6,429
a - i
b i
Cuadratico b 0,897 1,265
a £ 3
b ok
c -

* = gltamente significative al 1%
* = significativo al 5%

ns = no significativo

a,b y ¢ parametros del modelo
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Aun ocurriendo un incremento positivo en la multiplicacion de la bacteria con relacién
al aumento en la concentracién del sustrato, este incremento no fue significativamente lineal
(Fig 3C) como en el caso de la multiplicacién por efecto de la melaza En esta prueba se
mostré un incremento progresivo en la multiplicacién en relacién con el incremento de la
concentracién del sustrato
Estableciendo relaciones entre las pruebas, se pudo apreciar que los sustratos a una
concentracién del 1% produjeron los mayores incrementos a excepcion de laleche Enesta
ultima, al 1% se redujo la multiplicacién de R1  Este mismo efecto relativamente inhibitorio
de la leche, se observd en la respuesta de la bacteria a la mezcla leche+melaza,
obteniéndose una menor densidad bacteriana que la obtenida con melaza sola  Sin
embargo, la riqueza nutricional de la leche la convierte en un sustrato favorable para la
estimular la comunidad microbial total
La concentracion mas adecuada para melaza y leche+melaza correspondié a 1,0%.
En el caso de la leche fue la de 0,1%, pero las diferencias en respuesta entre las
concentraciones fue muy baja y el nivel alcanzado con leche al 1% estuvo sobre las 10°
ufc/ml, por tanto se consideré valedero utilizar esta concentracion para las posteriores
pruebas con los sustratos, considerando la facilidad en la preparacion de la solucién vy la

persistencia del sustrato bajo el efecto de las condiciones climaticas en campo.

4.2, SELECCION DE SUSTRATOS EN INVERNADERO
4.2.1. Efecto de sustratos sobre poblacion de antagonistas

En esta prueba se comparé la respuesta de la bacteria antagonista R1 a los
sustratos aplicados, a través de la poblacion bacteriana recuperada de las hojas
previamente inoculadas.

En la Fig 4 se muestran los resultados de los muestreos efectuados y las relaciones
de densidad poblacional de la bacteria recuperada por tratamiento. En los tratamientos de
leche, melaza y en la mezcla de ambos se obtuvieron unidades bacterianas; en el resto de

los tratamientos la poblacion bajo a niveles no detectables por las técnicas usadas
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En el primer muestreo se detectd la bacteria en los tratamientos leche+R1, melaza,
melaza+R1, lechetmelaza y lechetmelaza+R1  El andlisis de varianza no detectd
diferencias significativas (al 5%) entre tratamientos para la variable evaluada (Cuadro 10).

Los resultados de los contecs de colonias entre repeticiones de los tratamientos
mostraron mucha heterogeneidad en los valores de la variable, lo que se reflejd en los
cosficientes de determinacion (R®=0,49) y de variacién (C V.=1258,7), factores que no
permitieron detectar diferencias estadisticas entre los tratamientos (Anexon13)

|.a baja recuperacion de la bacteria en la primera evaiuacion determind la exclusidn

del testigo y los tratamientos con quitina en el segundo muestreo, efectuado sobre la hoja 2

al momento de inocular la cepa (Fig 4)

Cuadro 10. Anélisis de varianza del efecto de sustratos sobre 8. marcescens,
10 dias después de la inoculaciéon de la bacteria (ddi) en plantas de
banano en invernadero,

FV GL SC CM Prob>F
Repeticiones (tie;npo) h 2 40405 2,02;}-2“““ (;:045%
Tratamientos 9 32,2861 3,3885 0.1637ns
Error experimental 18 38,1868 2,12156
Total 29 74,5233 R*= 0,49 CV=12567

** = gltamente significativo al 1%
* = significativo al 5%
ns = no significativo

El analisis de varianza en el segundo muestreo (efectuado 15 dias después de ia
inoculacién de la bacteria) mostré una respuesta similar al primer muestreo, no
detectandose diferencias significativas (al 5%) entre tratamientos (Cuadro 11). La

recuperacion de la cepa R1 fue menor que en el primer muestreo
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Cuadro 11. Andlisis de varianza del efecto de sustratos sobre S. marcescens,

15 dias después de la inoculacion de la bacteria en plantas de
banano en invernadero.

Fv GL SC CM Prob>F
Repeticiones (liempo) 2 74756 37378 0,1918ns
Tratamientos 8 21,0826 35104 0,1850ns
Error experimental 12 23,1359 1,9665
Total 20 52,1359 R%= 0,65 CV=19314

** = gltamente significativo al 1%
* = significativo al 5%
ns = no significativo

Los registros de temperatura y humedad relativa a las 6'00, 12:00 y 1800 horas en
casa de mallas se presentan en la Fig 5, junto con los valores de campo (estacion CATIE)
durante los dias del estudio.

La temperatura tuvo una tendencia similar en las dos condiciones, sin embargo, en
casa de mallas las termperaturas altas (a las 12:00 horas) superaron en mas de 2 grados a
las registradas en campo. Esto tiene relacién con el conocido efecto invernadero, donde las
longitudes de onda larga con menor energia y mas calor inducen el aumento de
temperatura dentro de la edificacion.

La humedad relativa presentd mayores contrastes entre la casa de mallas y el
ambiente exterior. Aungue hubo un periodo en el cual no fue posible registrar la H.R. en
campo, generalmente a las 6:00 y 18:00 horas se alcanzaron valores cercanos a la
saturacion, mientras que en casa de mallas las condiciones fueron menos variables y sin
alcanzar el 80% de humedad relativa

La mayor variablidad en los parametros meteorologicos se presentd a nivel de
campo, sin embargo los valores mas propicios para la supervivenica de microorganismos
sobre la hoja, especialmente la humedad relativa, se presentaron en dicha condicién.

En los dos muestreos se obtuvo la mayor recuperacién bacteriana en los
tratamientos aplicados con melaza y leche. La bacteria se recuperd de plantas que no

fueron inoculadas con el organismo (Fig. 4) cuando se aplicaron aquellos sustratos.
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Aparentemente se presentaron factores limitantes del crecimiento bacteriano en las
plantas, los cuales fueron superados en parte con la aplicacién de los sustratos
mencionados  Esta hipétesis surge porque en los otros tratamientos no se detectd la
bacteria inclusive en los que se inoculd directamente (R1 y quitina+R1)

Ademas, dichas limitaciones pudieron asociarse con las condiciones climaticas
(temperatura y H R ) como se muestra en la Fig 5

Hubo mucha heterogeneidad entre los valores de recuperacion de la bacteriana, lo
que no confird consistencia en las respuestas, y mostré un comportamiento erratico de!
organismo en condiciones de casa de mallas

Sin embargo, la tendencia mostrada por el ensayo guarda relacion con ofras
pruebas efectuadas con plantas en invernadero con riego al suelo de la maceta y plantas
expuestas al efecto directo de las condiciones de campo (Bustamante. Gonzalez, Ruiz y
Gamboa, sin publicar), donde se detectd la bacteria a los siete y quince dias después de la
inoculacion de plantas en campo con la cepa R1, pero en las plantas de invernadero
también inoculadas con la bacteria su deteccion posterior fue practicamente nula

Ei lavado de las hojas en esta investigacion se efectud con agua destilada estéril
(ADE), pudiendo influir en la baja recuperacién de la poblacién bacteriana afectada por
cambios en el pH de {a solucidon Existen soluciones aiternativas a utilizar en los lavados,
cuyo uso dependera de los objetivos del trabajo.  En este caso, la utilizacién de solucién
buffer (pH 7) es una alternativa para mejorar 1a sensibilidad del método

El riego en las plantas de invernadero se dirigié al suelo de la maceta, lo cual pudo
permitir la concentracion de exudados y/o metabolitos microbianos sobre la superiicie foliar
que podrian afectar al antagonista, y que en campo serian lavados por la lluvia o
disminuidos en concentracion con la humectacién de la hoja También, pueden producirse
diferencias en la anatomia superficial de la hoja por efecto de las condiciones de campo,
que favorecerian el establecimiento de la bacteria en las plantas.

En trabajos efectuados sobre la fluctuacion de la comunidad microbiana en la
filosfera de banano en diferentes zonas productoras de Costa Rica (Gonzalez, Bustamante,
Okumoto y Gonzalez, sin publicar) se encontré que las poblaciones de Serratia sp. fueron
significativamente menores en periodos de sequia que en periodos de lluvias, lo que indica

la presencia de factores inhibidores del establecimiento de los organismos antagonistas que
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disminuyen en importancia cuando ocurren las precipitaciones Gonzalez (1995) efectud ios
muestreos para seleccionar organismos antagonistas a M fijiensis en época Huviosa.
Granam (1995), estudio el efecto de la humectacion de la hoja y la sombra sobre ia
supervivencia de Xanthomonas campestris pv cifrumefo (Xcc) en hojas de citricos
Determind que la sombra y el riego prolongaron la supervivencia de la bacteria, mientras
que después de ser expuestas las plantas algunas horas a intensa radiacion y sin riego, Xcc
bajo a niveles no detectables [La rehumectacion de hojas con riego seguidos de periodos
secos de algunas horas, permitio mantener las poblaciones de Xcc, aunque a niveles bajos,

confirmando el papel de la lluvia, el rocio y el riego en la parte aerea en la supervivencia de
Xcc

4.2.2. Efecto de sustratos sobre comunidad microbiana de la filosfera

Los crecimientos microbianos em medio AQ fueron enumerados sin considerar las
colonias de la cepa R1 Se diferenciaron aquellos por morfologia y crecimiento y se
codificaron de acuerdo al orden de ocurrencia en el proceso de conteo

Fueron contabilizados 8 hongos y 11 bacterias De los hongos, se identificaron
crecimientos de Fusarium sp. y de Cladosporium sp , basados en las caracteristicas de sus
estructuras reproductivas de importancia taxonémica Del grupo bacterial, 10 presentaron
reaccion positiva a la prueba de KOH a! 3% y solo una mostré reaccion negativa

El medio agar quitina AQ fue desarrollado para el aislamiento y enumeracion de
actinomycetes del suelo (Lingappa y Lookwood 1962), y se ha estado utilizando para el
aislamiento y seleccién de organismos quitinoliticos de la microflora epifita En esta prueba,
ninguno de los crecimientos observados presentd actividad quitinolitica a las 96 horas de
incubacion en el medio,

Con base en esta caracterizacion preliminar se determiné el indice de diversidad de
la comunidad microbiana por cada tratamiento, los cuales se presentan en la Fig 6.

£l mayor indice lo presentaron la aplicacion de leche sola y en segundo lugar, la

mezcla leche+melaza. El tratamiento de melaza+R1 mostrd el menor indice
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Figura 6. Valores de diversidad de la comunidad microbiana diferente
a S. marcescens R1 por tratamiento, aislada de la filosfera de
banano en medio agar quitina (AQ).
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Se encontraron diferencias estadisticamente significativas a través de la prueba dé
Dunneft entre el testigo y el tratamiento melaza+R1, mostrando este dltimo los valores mas
bajos El resto de los tratamientos no mostraron diferencias estadisticas con el testigo
(Anexo 14)

Los contrastes ortogonales detectaron diferencias significativas entre el tratamiento
de R1 con melaza+R1 (Cuadro 12)

Se detectaron diferencias significativas (5%) entre el grupo de tratamientos con
leche y el grupo con melaza, mostrando un mejor efecto el ultimo.  Sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticas entre el uso de la bacteria sola y en combinacidn con

los sutratos

Cuadro12. Analisis de varianza y contrastes ortogonales entre los indices de
diversidad® de la comunidad microbiana de la filosfera de banano en
invernadero bajo diferentes tratamientos.

FV GL SC CcM Prob>F
Repeticiones(tiempo) 2 0,1648 0,1648 0,2631ns
Tratamientos 9 0.3694 0,3694 0,0165™
Contrastes

R1 vs quitina+ R1 1 0,1997 0,1897 0,2032ns
R1 vs leche+R1 1 0,0005 {,00086 0,949%94ns
R1 vs melaza+R1 1 1,2667 1,2667 0,0038*
R1 vs lec+mel+R1 1 0,0331 0,0331 0.5874ns
Leche vs melaza 1 1,7018 1,7018 0,0012*
Error experimental 18 2,0610 0,1145
Total 29 5,7151 R%= 0,64 CV=329

'Indice de diversidad de Shannon
Lec=Leche, Mel=Melaza

** = gltamente significativo al 1%
* = gignificativo al 5%

ns = no significativo

En esta prueba, los tratamientos con melaza y con quitina fueron los que mostraron

en promedio los menores indices de diversidad en la comunidad Mientras tanto, la
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aplicacion de leche, leche+melaza, la cepa R1 y el testigo mostraron los indices promedio
mas altos

En el primer ensayo de invernadero, melaza, leche, y leche+melaza mosiraron la
mejor tendencia para la supervivencia del antagonista en casa de mallas La mayor
recuperacion se obtuvo con melaza+R1 Al presentarse este ultimo tratamiento como el de
menor diversidad microbial, parece que fue favorable para la cepa antagonista y corrigio en
parte las imitaciones por competencia o metabolitos microbianos que afectaron a la bacteria
en condiciones de casa de mallas

En el caso de leche y leche+melaza con relacion a la prueba anterior de
invernadero, se recupert también poblacion de R1 pero en menor grado, lo que sugiere que
a diferencia de la melaza, la aplicacion de leche favorecio no solo a la cepa antagonista,
sino también el establecimiento de una comunidad microbiana mas diversa

l.a aplicacion de quitina se mostrd poco promisoria para su uso como sustrato de
R1, pero con menor efecto sobre la comunidad microbial que la melaza

De todos los sustratos, al compararlos con el testigo, solo la leche se mostré con

efecto sobre |a diversidad microbial, lo cual puede relacionarse con su riqueza nutricional ya

descrita (Anexos 1,2 y 3)

4.2.3. Efecto de sustratos y bacterias sobre la severidad de la sigatoka negra en

invernadero.

El tratamiento con fungicida mostrd los menores niveles de enfermedad con relacion
al testigo sin aplicacion y al resto de los tratamientos (Fig. 7) La prueba de Dunnett mostrd
diferencias significativas (al 5%) entre el testigo y los tratamientos de fungicida, melaza+R1
y leche+melaza+R1.  El resto de los tratamientos mostraron niveles de enfermedad
estadisticamente similares al testigo (Anexo 15).

La prueba de contrastes mostré diferencias altamente significativas (1%) entre el

tratamiento fungicida y el resto de los tratamientos (Cuadro 13).
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Efecto de sustratos y S. marcescens R1 sobre la severidad
de la sigatoka negra en plantas de banano de 5 meses de
edad en invernadero.
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Cuadro 13. Resultados del andlisis de varianza y contrastes ortogonales entre
tratamientos sobre la sigatoka negra en plantas de banano en

invernadero.
FV GL s5C CM Prob>f
Repeticiones 2 867,2694 433,6346 0,2242ns
Tratamientos 10 12334,4021 1233,4401 0.,0018*
Contrastes
Con fung vs sin fung 1 5508,4184 5508,4184 0.0002*
R1 vs quitina+R1 1 284 9794 284 9794 0,3155ns
R1 vs leche+R1 1 364 2604 364 2604 0,2581ns
R1 vs melaza+R1 1 2700104 2700104 0.3282ns
R1 vs lec+mel+R1 1 2012604 201 2604 0 3972ns
Leche vs melaza 1 1636 8352 1636 8352 0.0228*

Error experimental 20 53772042 268 8601

Total 32 1B578,8738 R’= 071 CV=3868

Lec=Leche, Mel=Melaza

* = altarmente significativo al 1%
* = significativo al 5%

ns = no significativo

La prueba se efectud bajo condiciones de inoculacién natural de M. fijiensis debido a
los problemas asociados con el lento crecimiento del patégeno en medio artificial que no
permiten garantizar suficiente inéculo para efectuar aplicaciones controladas (Pasberg-
Gauhi 1991)

Debido a que las condiciones de manejo de las plantas en esta prueba (previas a la
exposicidn) fueron similares a las del primer ensayo de invernadero, la baja actividad de
control de los sustratos puede explicarse por las limitaciones que tuvo para su
establecimiento la poblacion antagonista inocuiada, para lo cual, los tratamientos que
incluyeron melaza fueron los mas favorables

La mezcla leche+melaza mostré una tendencia de control positiva, lo que indica en
parte la ocurrencia de antagonismo y/o de metabolitos microbianos perjudiciales para el
agente de control.

Fuera de las hojas evaluadas se presentd una respuesta que cred dificultades para

atribuir las diferencias encontradas al efecto de los tratamientos y/o a otros factores Las



76

dos hojas proximas superiores a las hojas aplicadas presentaron una infeccion mas severa.
Esto ocurrié en todas las plantas de los diferentes tratamientos

Pasberg-Gauhl (1991) y Gonzalez (1995) procedieron de forma similar que en este
ensayo, exponiendo plantas de banano de invernadero por 2 y 7 dias, respectivamente, al
indculo natural de sigatoka negra y no informaron sobre la ocurrencia de un fendmeno
similar  En contraste, para esta prueba las plantas fueron expuestas por 12 dias para
garantizar su inoculacion con el patogeno |

Aparentemente las plantas fueron sometidas por mucho tiempo a un factor de estrés
{(adaptacion) al trasladarse de invernadero a campo. donde por accion de luz, CO2 ylo
deficiencia hidrica (Cabrera 1988), se forzo a un cierre estomatico que limitd la penetracion
del patégeno en las hojas inoculadas Las hojas nuevas, con posiblemente mayor numero
de estomas que en las hojas de mayor edad, fueron emitidas en condiciones en que la
planta se encontraba adaptada al medio y con actividad estomatica normal, siendo mas
favorable para la penetracion del hongo De alli que los niveles de infeccion hayan sido
mayores en las hojas emitidas en condiciones de adaptacion de la planta que de alguna
forma fueron mas susceptibles.

Sin embargo, al no encontrarse diferencias estadisticas entre el testigo y los
tratamientos con sustratos y bacterias, pudo ser que el efecto de los tratamientos no se
observara debido a |a diseminacion de la bacteria entre las plantas,

Con base en los resultados obtenidos, para la siguiente fase (campo) se decidio
probar la melaza como sustrato para el control de la enfermedad en plantas manejadas
comercialmente. También se considerd incluir en dicha prueba el uso de quitina, ya que
este sustrato en otros trabajos con mayor tiempo de estudio y mayor numero de
aplicaciones ha tenido efectos positivos en el control de enfermedades

1 l.a combinacion de! antagonista con los sustratos no resulté diferente en efecto que
la aplicacién del antagonista solo, lo cual requeriria una confirmacion con evaluaciones

sobre plantas adaptadas a las condiciones de campo
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4.3. APLICACION DE SUSTRATOS EN CAMPO

4.3.1. Efecto de sustratos y bacterias sobre la severidad de la enfermedad en

plantas de banano en macetas

En el ensayo de invernadero (punto 3 3 3)) donde se probaron los sustratos por su
efecto sobre la sigatoka negra, se obtuvieron pocas diferencias entre los sustratos con el
menor indice de enfermedad para el tratamiento de melaza+R1  Sin embargo, la mayor
infeccion manifiesta en las hojas superiores que no recibieron tratamiento propicié la
realizacion de un ensayo en el cual se trabajara con las plantas adaptadas a las condiciones
de campo para confirmar los resultados obtenidos en ensayos previos

Como en la prueba de invernadero, el tratamiento con fungicida presentd el menor
indice de enfermedad (Fig 8) En segundo lugar, se manifestaron como tratamientos
efectivos en el control de la enfermedad leche+R1 y R1 sola La prueba de Dunnett detecto

diferencias significativas con el testigo solo para el tratamiento fungicida (Anexo 16).

Cuadro 14. Resultados del analisis de varianza y los contrastes ortogonales de
la severidad de la sigatoka negra en plantas de banano en macetas
expuestas en campo,

FV GL SC CM Prob>F
Repeticiones 2 0,2693 0,1347 0.5703ns
Tratamientos 10 318510 3,1851 0,0001*
Contrastes
Con fung vs sin fung 1 26,3707 26,3707 0,0001*
R1 vs quitina+R1 1 0,0251 0,0251 0,7785ns
R1vs leche+R1 1 0,0048 0.0048 0,9025ns
R1vs melaza+R1 1 0,9280 0,9280 0,0984ns
R1 vs lectmel+R1 1 0,5778 0,5778 0,1865ns
Leche vs melaza 1 2,8388 28388 0,0023"
Fung vs. leche+R1 1 10,6056 10,6056 0,0001™

Error experimental 20 4,6627 02331

Total 32 36,7830 R%= 0,87 C V=201

Lec=Leche, Mel=Melaza

* = altamente significativo al 1%
* = significativo al 5%

ns = no significativo
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Figura 8. Efecto de sustratos y S. marcescens R1 sobre la severidad
de la sigatoka negra en plantas en macetas, aclimatadas

durante 45 dias en campo.
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A través de los contrastes oriogonales no se encontraron diferencias estadisticas
entre la bacteria sola y en combinacion con los sustratos (Cuadro 14)

La prueba de contrastes mostré diferencias altamente significativas (1%) entre los
tratamientos con fungicida y sin fungicida, el fungicida resulté mejor; y entre el grupo de
tratamientos con melaza y el grupo con leche La leche sola v en combinacién con la
bacteria fue mas efectiva que la melaza

En las condiciones de manejo de las pruebas anteriores (e“nsayos 1y 2 de
invernadero) la melaza se habia mostrado como el sustrato mas promisorio por sus efectos
positivos, aunque no de significancia estadistica, sobre la bacteria antagonista y scbre la
enfermedad

En las pruebas de invernadero se efectud una aplicacion de la bacteria y los
sustratos con un intervalo entre aplicaciones de una semana (inoculacion de la bacteria el
primer dia y aplicacion del sustrato una semaia después), mientras que en esta prueba se
efectuaron aplicaciones simultaneas de la bacteria y los sustratos durante tres semanas

Aparentemente la melaza no tuvo efecto en controlar la enfermedad y muy por el
contrario alcanzd un indice de enfermedad superior al testigo La quitina mostré una mejor
tendencia para el control, lo cual ya se ha documentado en otros trabajos (Gonzalez 1995).

La efectividad de la leche pudo relacionarse con su riqueza nutricional para estimular
la comunidad microbial benéfica, una accion como barrera fisica y/o como portador de una
microflora con posible actividad sobre la hoja; contrastando con la accion de la melaza bajo

las condiciones de invernadero

4.3.2. Efecto de sustratos y bacterias antagonistas sobre la severidad de la

enfermedad en campo.

4.3.2.1._ Efecto de tratamientos sobre la sigatoka negra

El tratamiento con fungicidas presentd los menores valores de infeccion acumulada
o desarrollo de la enfermedad expresada a través del ABCPE para el periodo de estudio
{Cuadro 15y Fig. 9).
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Los tratamientos de quitina y quitina+melaza+R1 presentaron también menores
valores promedio de ABCPE que el testigo

Cuadro 15. Valores promedio de area bajo la curva de progreso de la
enfermedad {ABCPE) obtenidos para los diferentes tratamientos.

Trataniento Promedio ABCPE'
Testigo 2,468
Fungicida 0,944
Quititina 2,179
Quitina + R1 2,519
Melaza + R1 2,581
Quitina + melaza + R1 2,088

1 EIABCPE fue calculada como  ({Yi + Yi+ 1)/ 2)(Ti + 1 - Ti), donde Yi = severidad de enfermedad
en la i-ésima observacion, Ti = tiempo en la i-ésima cbservacion, y n = numero total de observaciones

La prueba de Dunnett mostro diferencias significativas (5%) en el ABCPE con el
testigo solo con el tratamiento de fungicidas, los demas tratamientos fueron
estadisticamente similares a aquel (Anexo 17)

Los contrastes ortogonales solo determinaron diferencias altamente significativas (al
1%) entre el tratamiento con fungicidas y el resto de los tratamientos (Cuadro 18) No
fueron significativos los contrastes entre el tratamiento quitina sin R1 y con R1, entre
quitina+R1 y melaza+R1, ni entre estos tratamientos con el tratamiento quitina+melaza+R1.
Sin embargo los valores promedio de ABCPE para éste Ultimo tratamiento fueron menores
que los otros dos.

Las evaluaciones de la enfermedad se efectuaron sobre las hojas de la planta que
habian recibido proteccién desde el momento de su emision (hoja candela al momento de
iniciar las aplicaciones) contando hacia arriba

La ultima aplicacion de los tratamientos debid efectuarse en la tercera semana de
evaluaciones de la enfermedad debido a que el ritmo de crecimiento de las plantas se
convirtidé en un factor desfavorable en el control de la deriva entre tratamientos, por el inicio

del traslape entre hojas de plantas de parcelas vecinas
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Cuadro 16.  Resultados del analisis de varianza y contrastes ortogonales de los
valores de ABCPE para los tratamientos sobre la sigatoka

negra.

Fv GL SC CM Preb F
Repeticiones 3 1,6329 05110 0,1086 ns
Tratamientos 5 7.5201 1,5040 0,0014 **

Contrastes

Fungicida vs resto 1 6.7498 67498 0.0001 =

Quitina vs Quitina+R1 1 02312 0,2312 {3140 ns

Quitina+R1 vs Melaza+R 1 1 00078 0.0078 {0 B507 ns

Q+R1 o M+R1 vs Q+M+R1 1 00,5704 0,5704 01226 ns
Error experimental 15 3.1956 02130
Total 23 12,2486 R*= 0,74 CV=217

Q= quitina, M= melaza

**= altamenle significativo al 1%
* = significativo al 5%

ns= no significativo

A partir de la sexta semana de evaluaciones, cuando las plantas cumplian
aproximadamente 5 meses desde el trasplante, entraron en fase de paricion, lo cual
favorecia el aumento en el indice de enfermedad (IE) al detenerse la emisidén de nuevas
hojas, y o que se refigjé en la Fig 9 en las uitimas semanas de evaluacion

Los registros de severidad finalizaron en la séptima semana cuando habia un 20%

de plantas paridas en la parcela

4.3.2.2. Condiciones pluviométricas y densidad de inéculo en la parcela

En la Fig 10A se presentan los valores semanales de precipitacién registrados a
partir de la primera semana de aplicacion de los tratamientos

En la segunda y tercera semanas se presentaron problemas con el funcionamiento
del pluvidgrafo, no pudiéndose resgistrar los valores correspondientes a dicho periodo.

Los niveles de lluvia obtenidos en la parcela durante los meses de Agosto,
Septiembre y Octubre fueron corparables con datos climéaticos (de 10 afos) de estaciones

metereoldgicas de la zona, donde los valores promediaron los 300 mm de lamina de lluvia
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mensual (Lépez y Espinosa 1995), considerados adecuados para el cuitivo del banano
(Pardo 1984).

Los valores estimados de concentracion de esporas de M fifiensis durante el
per.odo de estudio, se presentan en la Fig 10B

[.a concentracién de esporas registrada en la parcelas en Agosto, Septiembre vy
Octubre no sobrepasé el numero de 1000 en ninguno de los meses  Los valores obtenidos
fueron menores que los registtrados por Gauhl {1880) en platano para los mismos meses
en la zona Este en 1985, donde se obtuvieron densidades de mas de 2000 ascosporas/m®
de aire/semana

Cervantes (1995) estimd concentraciones de esporas por semana que promediaron
las 1000, pero con registros menores de este valor en algunas semanas de (0s meses
citados

Gonzalez (1995) efectud sus ensayos de campo bajo alta presion de indculo , con
valores de concentracion de ascosporas sobre fos 10000 por m? de aire por semana, y con
baja intensidad de despunte y deshoja en la parcela

Los bajos niveles de inéculo en la parcela son atribuibles al manejo de la plantacion
para garantizar produccién de caracter comercial La eficiencia de la trampa, que puede
ubicarse en el orden del 75% (Barlett y Bainbridge 1978), es otro factor que se debe
considerar en las estimaciones de la concentracién de las estructuras reproductivas det
hongo

Durante un periodo de tres semanas se efectuaron registros de la concentracion de
ascosporas en una zona de reciente establecimiento dentro de la plantacién comercial bajo
aplicacion de fungicidas, comparandose las estimaciones con las registradas para el mismo
periodo en el ensayo. Esta area en la plantacion de la EARTH fue sembrada con material
vegetal de origen similar al de las plantas de la parcela experimental y contaban para el
momento de los registros con dos meses mas de edad de establecimiento con relacién a las

plantas del ensayo (Cuadro 17).
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Cuadro 17. Registros de concentracion de ascosporas’ en la parcela con
relacion a la existente en la plantacion comercial de la EARTH.

En la parcela En plantacién comercial
Semanas de registro (ascosporas m” aire) {ascosporas m” aire)
28/09 al 04/10 389 798
05/10 al 11/10 665 698
1210 al 18/10 632 2085

' Valores registrados con trampa volumetrica tipo Hirst {Burkard Manufacturing Co )

La estimacion en las dos zonas indica que el indculo en la plantacion comercial se
presento siempre en mayor concentracion que en el ensayo, para un mismo periodo de
estudio

En el area comercial la actividad de deshoja y despunte fue mas estricta que en el
ensayo, y esta baja densidad de indculo dentro de la parcela experimental podria sugerir
también un efecto de los tratamientos sobre la emision de estructuras reproductivas, que no

se manifestd en la zona bajo aplicacion de fungicidas

4.3.2.3. Caracteristicas quimicas del suelo

Con base en los trabajos efectuados por Lépez y Solis (1991) para caracterizar los
contenidos nutricionales de los suelos de las zonas Este y Oeste de la vertiente Atiantica, y
la zona Sur de la vertiente del Pacifico, se compararon los valores de la parcela con los
promedios establecidos para la zona Oeste (Cuadro 15), dentro de la cual se localiza la
plantacién de la EARTH.

La reaccidon del suelo {pH) en la parcela fue menor que el promedic para la zona,
valores estos considerados como fuertemnente acidos

Los cationes Ca, Mg y K presentaron valores simiares en relacion con la zona, a
excepcion del K que fue sensiblemente menor al promedio (0,45). Se considera que en la
zona Oeste los valores de Ca y Mg son bajos a muy bajos La acidez extractable en la

parcela (0,24) fue sensiblemente menor al promedio para la zona (1,19)
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Cuadro 18. Caracterizacion quimica del suelo de Ia parcela con relacién a las
condiciones de la zona Oeste de la vertiente Atlantica.

Nutrimento Concentracién Valor en la parcela Promedio en la zona'
Ca {cmot (#}/L) 43 561
Mg {cmol{(+}/1) 128 1,61
K {cmol {(+}/L) 026 0,45
Acidez (cmol{+)/L) 024 1,19
P (mg/lL) 3B 15
Fe (mg /L) 575 180
Cu (mg /L) 14 7
Zn (mg/L) 29 1.1
Mn (mg /L) 26 25
pH (agua) 4,84 5,33
MO % 6,13 5.1

! Tomados de Lopez y Solis (1991)

El contenido de materia organica (M O ) se correspondié con los valores generales
(5.1). Enla zona Oeste se presentan mayores valores de M O que en fas zonas Este y Sur
(Lopez y Solis 1991)

Los contenidos de P, Fe, Cuy Zn en la parcela fueron mayores que los valores para
la zona. En diferentes trabajos (Jiménez 1972, Herrera 1989, Lépez y Solis 1991) se ha
indicado que la zona Oeste presenta los suelos de mas baja fertilidad entre las principales
zonas bananeras de Costa Rica

Tomando en cuenta las relaciones de equilibrio entre los elementos nutricionales del
suelo, se compararon los valores de la parcela con los utilizados en Costa Rica para el

cultivo del banano (Cuadro 16).

Cuadro 19. Relaciones de equilibrio K-Ca-Mg en el suelo de la parcela y las
utilizadas para banano en Costa Rica.

Relacion Valor en la parcela Valor para banano'
Ca/Mg 3,4 3,540
CalK 16,5 17,0-250
Mg /K 49 B,0-15,0
{Ca+Mg) /K 212 20,0-30,0
100 x K/ (Ca+Mg+K) 45 3,0-5,0

! Tomados de Lépez (1983)
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Las relaciones de Ca/Mg y Ca/K se ubican en niveles criticos, especialmente la
relacidbn Mg/K, confirmando fas afirmaciones sobre fas condiciones nutricionales de los
suelos en la zona Oeste, donde se presentan desbalances de Ca y Mg por los aitos
contenidos de K {(Ldpez y Solis 1991)

l.as evidencias encontradas en otros trabajos y este, han indicado consistentemente
la posibilidad de diseminacién del microorganismo hacia plantaé no inoculadas
directamente, limitando ia deteccién de diferencias entre tratamientos

Tomando en cuenta que los niveles de indculo se mantuvieron en valores que
pedrian considerarse bajos con relacion a los registrados por Gonzélez (1995), el efecto de
los tratamientos con sustratos y bacterias pudo ser disminuido por accion de la deriva del
microorganismo, favoreciende al testigo a un nivel en que las diferencias con los otros
tratamientos con menor efecto de control que el fungicida fueran no detectables

Esta consideracion surge de los resultados obtenidos por Gonzalez (1995), donde
los tratamientos con los agentes de control y quitina lograron controlar la enfermedad en un
45% en promedio con relacién al testigo de la parcela experimental, pero al comparar los
tratamientos con otra parcela préxima sin ningun tipo de control, se encontré que los
tratamientos lograron reducir la severidad de la enfermedad en un 72% en promedio.

El efecto de deriva mencionado también pudo producirse a nivel de suelo por
comunicacion del nivel freatico, ya que es conocida la accidn de cepas de S. marcescens
desde la rizosfera como inductores de crecimiento en plantas

Basados en la posible accion de la quitina como barrera a la penetracion del
patégeno, como inductor de resistencia en las plantas y/o como estimulador de la aclividad
quitinolitica en la comunidad microbial, y el efecto comprobado de la melaza como sustrato
para la multiplicacion bacteriana, una formulacidn de estos compuestos con los
antagonistas podria ser una alternativa para reducir los posibles riesgos asociados con la
aplicacién masiva y frecuente de microorganismos en el control de la sigatoka negra.

En la primera fase del trabajo, el efecto del sustrato de la superficie de la hoja de
banano fue positivo para el crecimiento poblacional de las cepas antagonistas del género
Serratia , mientras que leche y melaza resultaron con efecto positivo y comun para todos los

organismos antagonistas evaluados Estos resultados mostraron la participacion de los
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carbohidratos como componentes de los exudados foliares y su necesaria inclusion en
futuras formulaciones para mejorar la supervivencia de los microorganismos sobre la
superficie foliar

Se efectud un estudio preliminar de la concentracion de los sustratos a utilizar en
forma practica, estudios posteriores deden considerar factores de tipo econdémico, de tipo
biologico, etc , para proponer un nivel mas ajustado y factible

La melaza resuitd un sustrato promisorio para el crecimiento de los antagonistas y
para el control de la enfermedad bajo las condiciones de invernadero, pero la repeticion de
la prueba en campo con una aplicacién mas comercial de los tratamientos. indicd que al
parecer en condicion de casa de malas aquel sustrato produjo su efecto favoreciendo al
antagonista en perjuicio de la comunidad microbial, lo que a largo plazo podria resultar en
condiciones mas favorables para la accién del patogenao

La leche conirasto en efecto con la melaza, estimulando la diversidad microbial en
invernadero y la supervivencia de la poblacion antagonista en menor grado En la prueba
con plantas en macetas en campo, la aplicacion periddica de leche y de quitina durante tres
semanas contribuyé a controlar la enfermedad

A nivel de campo en siembras bajo similares condiciones de manejo que las
comerciales, los sustratos no mostraron diferencias estadisticas en la enfermedad con
relacion a plantas sin proteccién  Sin embargo, la utilizacién de microorganismos vivos con
posibilidad de diseminacion o dispersidn crean incertidumbre acerca de los efectos de los
tratamientos probados

La posibilidad de que los sustratos actuen como factores de crecimiento de la
comunidad microbial benéfica, restando importancia a la inoculacion directa de los
antagonistas seria la alternativa mas recomendable para el uso de estos compuestos en el
control de enfermedades.

Aunque los tratamientos fungicidas se han mostrado como los mas efectivos en el
control de la sigatoka negra, el efecto de estos compuestos sobre poblaciones de levaduras
y hongos (Dickinson y Wallace 1976, Egdinton et al 1971) podria estar perjudicando la
actividad de agentes de control ligada al balance ecoldgico microbiano, que es el

fundamento de la aplicacion de los sustratos en la superficie foliar
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5. CONCLUSIONES

El extracto de la superficie de la hoja de banano fue el mejor sustrato para la
multiplicacién in vitro de las bacterias del género Serratia* S. marcescens R1 yS
enfomophila A100

La leche y la melaza fueron los mejores sustratos para la multiplicacion in vitro de
Bacillus cereus A30

La leche y la melaza fueron los sustratos comunes en efecto positivo sobre ta

multiplicacién in vitro de las cepas antagonistas a M fijiensis

La habilidad quitinolitica in vitro de S rmarcescens R1 fue afectada con la

exposicién por 24 horas al almidén de yuca

La melaza al 1% (p/v) es una alternativa para la muitiplicacién en laboratorio de S

marcescens R1
La leche al 1% (v/v) inhibid la multiplicacion in vitro de S marcescens R1

La melaza con S marcescens R1 fue la mejor combinacion sustrato+bacteria

para controlar la sigatoka negra en casa de mallas

La leche y la quitina mostraron tendencia positiva como sustratos para el control

de la sigatoka negra en plantas en macetas en campo

En la prueba de campo en una zona productera de banano, no se pudieron
detectar diferencias en efecto sobre la sigatoka negra entre los sustratos y el
testigo sin proteccion, debido al subsidio recibido por el testigo de los otros

tratamientos.
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En la prueba de campo se encontré una menor concentracion de ascosporas de
M fiiensis en el ensayo de sustraios que en la plantacién comercial bajo

aplicacion de fungicidas

En condiciones de casa de mallas y campo, el tratamiento fungicida fue el mas

efectivo en el control de la enfermedad
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6. RECOMENDACIONES

Determinar la composicion quimica de los exudados foliares de banano. para
definir los factores de tipo nutricional que limitan el establecimiento de los

microorganismos sobre la superficie

Tomar en cuenta para la preparacidn futura de formulaciones con fines de control
bioldgico en banano, las caracteristicas de la leche o la melaza como sustratos, y

la inclusién de quitina para garantizar la actividad de microorganismos

quitinoliticos

Determinar el mecanismo de accion de la quitina en las plantas, ya que es
probable su accién como inductor de algunas respuestas fisioldgicas que no han

sido estudiadas en banano

Definir un disefic a nivel de campo que permita la evaluacién de tratamientos con
uso de microorganismos sin que se produzca una accion de deriva en favor del

testigo sin aplicacién

Efectuar una caracterizacién de las zonas de produccion de banano en Costa
Rica con relacion a la comunidad microbiana de la filosfera, con énfasis en los
organismos quitinoliticos, considerando su fluctuacion poblacional durante el afio y

las condiciones de manejo en las plantaciones.
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Anexo 1.  Composicién quimica total aproximada de los sustratos
utilizados en los ensayos.

Leche Leche Melaza Almidén
Componente integra descrem de yuca
Froteinas 26% 83g* 0-3% 0.1-0,2%
Grasas 26% 0.3g" 0,1% 0.1%
Carbohidratos 37,5%** 13.5¢" 50-70% 88-90%
Mat mineral 886% 0.3%

* Contenidos en 250 mL
*“*Principalmente lactosa

Anexo 2. Composicion de minerales aproximada de los sustratos

utilizados.

lLeche Leche Melaza Almidén
Componente integra descrem. de yuca
Calcio* 921 313+ 527 50
Fasforo* 172 246* 165 15
Potasio mrawe el
Sodic L .
Cloro . .
Azufre L -
Magnesio e —
Hierro* 0,8 0,3 225 5
Manganese .. o
Cobre L L e
*mgen100g

**mg en 250 mL

FUENTE: INN, 1859, Tabla de composicion de alimentos colombianos; FAO, 1995,
Tabla de composicion de alimentos: FAQ . 1972 | La leche y los productos lacteos en Ia
nutricion humana; Woo-Tsuen Wy, 1960, Tabla de composicién de alimentos para uso
en America latina; FAO, 1979 , Los carbohidratos en la nutricién humana:
Cooperativa de productores de leche R L , Costa Rica.
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Composicién de vitaminas aproximada de los sustratos

Anexo 3.
utilizados
Leche

Componente integra
Caroteno(mg/lb) e
Riboflavina 1,4'
Niacina 0.6
Vitamina A 2907U1°
Vitamina D 20001
Vitamina C
Complejo B

Tiamina 02

Biotina

Colina

Ac félico

Piridoxina
Ul/100 g
'mg/100g

3 mg /250 mL
* microgramos / 250 mL

FUENTE VER ANEXOS 1y 2

Leche Melaza Almidén
descrem de yuca
0,4° 0,15
0,2° 1.7° 0,1*

250"
1,25°
12.5°
0,1° 0 04°
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Anexo 4. Diagrama del muestreo efectuado para la obtencidén del
extracto de la superficie de la hoja de banano con los
exudados.

Conteo de hojas en la planta adulta

Seccion de la hoja 4 y zona de muesireo
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Anexc 5. Diagrama de muestreo de las hojas de banano para
determinar el nimero de estrias totales de sigatoka negra.

Seccidn derecha

Vista del envés de la hoja

W Zona de muestreo
“ Area= 9 cm®
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Croquis de la localizacidn de
EARTH, Guacimo, Costa Rica.

la parcela de campo en
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TREAMPA DE ESTORAS
:} CPARCELA
i. +

/

K

~ CEXPERIMENTAL
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Anexo 7.  Calculos para estimar la concentracién semanal de esporas
de M. fijiensis utilizando la trampa volumétrica de esporas.

Diametro del campo optico en microscopio a 200 aumentos = 1.0 mm

Area del campo optico = (3,14 x 0,52) = 0,7854 mm?

Area de muestreo (5 campos leidos) = {0,7854 mm? x 5 ) = 3.927 mm?

Area total (1dia) = 48 mm x 14 mm = 672 mm?>

Estimacion de esporas por dia = 672 mm? dia™' /3,927 mm®= 171 esporas dia”

Velocidad de succion de la trampa = 0,6 m> aire . hora'x 24 horas dia”
= 14,4 m’ aire dia”’

Estimacién de esporas por m3 de aire por dia
=171 esporas dia'/ 14 4 m*aire dia”
= 11,88 esporas m

En los cinco campos dpticos, 1 espora contada representan 11,88 Para la cinta
completa (drea de 48 mm x 14 mm ) = 14 campos opticos

Factor de conversion = 5 campos leidos / 14 campos en total = 2,8

1 espora contada en la cinta ( nimero de esporas en 5 campos leidos x 11,88 x 2.8)
equivale a 33,264 esporas m® de aire dia”

La concentracion de ascosporas diaria registrada fue sumada hasta obtener la relativa a
la semana de evaluacion



110

Anexo 8.  Representacién de los grados de area foliar afectada por la
sigatoka negra en banano.

>
1

Li

GRADO 1

(Hasta 10 marchas)

a7
_

L

GRADO 4
(16-33%)

GRADO 2
(<5°/o)

GRADO 5
(34-50%)

GRADO &
(>50%)
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Anexo 9. Resultados prueba de Dunnett del efecto de sustratos sobre S.

marcescens R1.

Tratamiento

Extracto de hoja
Leche

Aborio foliar
Meiaza

Almiddn de yuca
Leche+melaza
Leche+almidén
Abono+melaza
Abono+almidon

1 Testigo= agua destilada estéril (ADE)
** = gignificativo al 5%
ns= no significativo

Significancia de diferencia
con relacion al testigo’

Anexo 10. Resultados prueba de Dunnett del efecto de sustratos sobre S.

entomophila A100.

Tratamiento

Extracto de hoja
Leche

Abono foliar
Melaza

Almidén de yuca
Leche+melaza
Leche+almidon
Abono+melaza
Abono+almidoén

Significancia de diferencia
con relacion al testigo’

L3

i

LE

ok

ok

1 Testigo= agua destilada estéril (ADE)
** = significativo al 5%
ns= no significativo
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Anexo 11. Resuitados prueba de Dunnett dei efecto de sustratos sobre B,
cereus A30.

Tratamiento Significancia de diferencia
con relacion al testigo’

Extracto de hoja ns
Leche b
Abono foliar ns
Mefaza o
Almidon de yuca “
Leche+melaza *
Leche+almidén i
Abono+melaza **
Abono+almidoén ns

1 Testigo= agua destilada estéril (ADEL)
** = significativo al 5%
ns= no significativo

Anexo 12. Resultados prueba de Dunnett del efecto de sustratos sobre
habilidad quitinolitica de S. marcescens R1

Significancia de diferencia

Tratamiento con relacion al testigo
Extracto de hoja ns
Leche ns
Abono foliar ns
Melaza ns
Almidén de yuca >
Leche+melaza ns
Leche+almidén ns
Abono+melaza >
Abono+almidon -

1 Testigo= quitina al 0,2% (% p/v)
** = significativo al 5%
ns= no significativo
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Anexo 13. Valores promedio y desviacién de la densidad bacteriana de S,

marcescens R1 recuperada de plantas en invernadero

1er muestreo 2do muestreo
Tratamiento Prom Desv est From Desv est
Testigo 0 o e e
R1 0 0 0 0
Quitina 0 v
Quitina+R1 0 T —
Leche 0 0 0,11 0,18
Leche+R1 17 29,45 433 7,51
Melaza 6,687 6,65 1,11 1.19
Melaza+R1 32,23 27.96 13,44 22,99
Lec+mel 0,11 0,19 0 0
Lectmel+R1 4,67 8,08 8] 0

1 Testigo= quétina'al 0,2% (% piv)

** = significativo al 5%
ns= no significativo

Anexo 14. Resultados prueba de Dunnett del efecto de sustratos sobre la

comunidad microbial en invernadero

Significancia de diferencia

Tratamiento con relacion al testigo
R1 ns
Quitina ns
Quitina+R1 ns
Leche ns
Leche+R1 ns
Melaza ns
Melaza+R1 >
Lec+mel ns
Lect+mel+R1 ns

** = significativo al 5%
ns= no significativo



Anexo 15,

sigatoka negra en plantas en casa de mallas

Significancia de diferencia

Tratamiento

Fungicida
R1

Quitina
Quitina+R1
Leche
Leche+R1
Melaza
Melaza+R1
Lec+mel
L.ec+mel+R1

** = significativo al 5%
ns= no significativo

Anexo 16.

Tratamiento

con relacion al testigo

114

Resultados prueba de Dunnett del efecto de sustratos sobre la

ok

ns
ns
ns
ns
ns
ns

LRl

ns

ok

Resultados prueba de Dunnett del efecto de sustratos sobre la

Significancia de diferencia
con relacion al testigo

Fungicida
R1

Quitina
Quitina+R1
Leche
Leche+R1
Melaza
Melaza+R1
Lectmel
Lec+mel+R1

* %

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

** = gignificativo al 5%
ns= no significativo
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Anexo 17. Resultados prueba de Dunnett del efecto de sustratos sobre la
sigatoka negra en plantacién en campo.

Significancia de diferencia
Tratamiento con relacion al testigo
Fungicida o
Quitina ns
Quitina+R1 ns
Melaza+R1 ns
Quitina+mel+R 1 ns

** = significativo al 5%
ns= no significativo
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