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RESUPMER

MIRANDA C., J.E.. 1996. Evaluacidn de microorganismos
antagonistas al hongo Mycosphaerella fijiensis
(Morelet), colocados en el interior Yy exterior de 1la
planta de bhanano.

Palabras claves: pycosphaerella fijiensis; Bigatoka Negraj
Musa sp; bananoj; control bioldgico; bacterias antagonistas;
coadyuvantes; aceite agricolag ubicacidn endofitica;
induccidn de crecimiento.

La Sigatoka Negra es el principal problema fitosanitario
que enfrenta la actividad bananera en la mayoria de paises

productores de la fruta., El control tradicional de la
enfermedad comprende algunas practicas agronamicas vy el uso
frecuente de fungicidas. En la actualidad se han reportado

€as0s de resistencia a esos productas vy algunos podrian ser
eliminados del mercado. En el CATIE se han encontrado
resul tados positivos con el uso de microorganismos
antagonistas para el control bBiclogico de la enfermedad
(Gonzalez, 1995; Ruiz, 1995).

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de
2505 Mmicroorganismos aplicados externamente con los
coadyuvantes Silwet L-77, Nu-Film 17 y 21 aceite agricola;
asi como determinar la eficiencia de un métode de ubicacién
endofitica de los antagonistas para el caso del banano. L.a
evaluacion de los coadyuvantes se efectud a nivel de
laboratorio, invernadero vy campo, mientras que la de
ubicacidén endofitica se realizé a nivel de laborataorio e
invernadero. En 21 laboratorio no se encontrod efecto de losg
coadyuvantes utilizados sobre la multiplicacién de los
microorganismos antagonistas por lo que se procedid con la

parte de invernadero. En las plantas desarrolladas en
invernadero la cepa R-1 de Serratia marcescens mostrd
niveles mas bhajos de enfermedad, pero a]=] fueron

significativas las diferencias con respecto al testigo para
la reduccitn del numerg de pizeas producidas par el
patogeno. Los coadyuvantes nro fueron significativos bajo
las condiciones presentes durante esta prueba. De acuerdo
con los resultados obtenidos en invernadero se procedid a
la prueba de campo con la cepa R-1 vy los coadyuvantes.
Bajo condiciones ambientales naturales Yy con niveles bajos
del indeculo del patdgeno, el aceite agricola vy su
combinacion con el antagonista mostraron diferencias
significativas con respecto al testigo y a la cepa sola

v



para el control de la enfermedad. La combinaciéon del Silwet
L-77 con la bacteria no mostro diferencias con respecto al
aceite soclo.

Con la prueba de ubicacion endofitica a través de la
raiz se logré determinar la colonizacidn del tejido interno
de la planta por parte de 1os microorganismos inoculados
mediante la recuperacién de estos de partes de la raiz
desinfectadas externamente y de gotas de agua formadas
durante el proceso de gutacidn. La cepa A-30 de Bacillus
cereus presentd diferencias significativas con respecto al
testigo para el incremento del diametro del tallo de las

plantas tratadas. Esto parece indicar una induccion de
crecimiento por parte del microorganismo. En terminos
generales las cepas del género Pacillus fueron mas

eficientes para la colonizacion del tejido interno de las
plantas y las cepas del género Serratia lo fueron para el
control de la enfermedad medlante aplicacidon foliar en
combirnacion con el aceite agricola.

KV i



SuUMMarY

MIRANDA C., J.E.. 199646. Evaluation of microorganisms
antagonistic to the fungus Mycosphaerella fijiensis
(Morelet), located in the interior and exterior of the
banana plant.

Key words: Mycosphaerella fijiensis; Black Sigatoka, Musa

spp, banana, biological control, antagonistic bacteria,
coadjutants, mineral oil, endophyte, growth inducement

Black sigatoka 1is the principal disease facing the banana

producing industries in  the majority of the banana
producing countries. Traditional control involves agronomic
practices and the freguent use of fungicides. Resistance

to these products have been reported and some of them could
be removed from the market. CATIE has found positive
results with the use of antagonistic microorganisms for the
biological control of the disease (Gonzalez, 1995; Ruiz,
1293) .

The objective of this thesis is to evaluate the effect
of those microorganisms externally applied wWith the
coadjutants Silwet L-77, Nu-~Film 17 and mineral oil, and to
determine the efficiency of anm endophytic method for
antagonists in the case of banana. The evaluation of the
coadjutants took place in the laboratory, greenhouse, and
field, while the endophytic test was carried out in the
laboratory and greenhouse. In +the laboratory, the
coadjutants used did not have any effect in  the
multiplication of the antagonistic microorganisms. For the
greenhouse plants, the strain R-1 from Serratia marcescens
showed differences with respect to the control by the
decrease in the number of spots produced by the pathogen,
but its are not statistical differences. The coadjutants

were not significant under the test conditions. In
accordance with the results of the greenhouse test, the
field test was carried oput with the R—1 strain and the

coadjutants. Under natural environmental conditions with
low pathogen inoculation levels, the mineral oil and his
combination with the strain showed significant differences
with respect to the control and the strain alone in terms
of disease severity. The combination of Silwet L-77 and the
strain showed not significant differences with respect to
the mineral il alone.

The endophytic test was done through the root, making
it possible to determine the colonization of inoculated
mic "organisms in the internal plant tissues through the

®v i



examination of root recovery {(externally disinfected) and
drops of water formed during the guttation process. The

A-30 strain of pgarillus cereus presented significant
differences in the increase of diameter stems of treated
plants with respect to the control. This seems to indicate
that growth is induced by the microorganism. In general
terms, the strains from the genus PBacillus were more
efficient colonizing internal plant tissues and the strains
for the genus Serratia were mare efficient controlling
disease through foliage applications.

Mwvilcs



Evaluacidn de microorganismos antagonistas al
hongo MWycosphaerella fijiensis (Morelet),
colocados en el interior vy exterior de la planta

de banano.

1 INTRODUCCION.

La produccidn bananera enfrenta hoy dia una situacidn
delicada por la creciente amenaza que significa 1la
enfermedad conocida como Sigatoka Negra, causada por el
hongo Mycosphaerella fijiensis (Morelet), que en muchas

areas ya es practicamente incontrolable. Ha sido necesario

para los productores implementar la aplicacidn de
fungicidas casi semanalmente, o que significa, ademas del
costo econdmico implicito, un problema ambiental para las

areas de produccidn y las circundantes.

81 a es0s costos le son adicionados los problemas en
materia de resistencia a fungicidas, que va s& han
presentado, vy el casi inminente retirc del mercado de
algunos productos por la legislacidn ambiental vigente, es
clarc que el panorama es oificil para una actividad que
repgresenta una de las mas importantes entradas de divisas
para muchos de los paises latincamericanos.

De acuerdo con SAUMA (1993) la productividad promedio
de las plantaciones bananeras de Costa Rica ha venido en
constante descenso desde 1989 cuando se producian unas 2731
cajas por hectarea por afo, hasta llegar al afo de 1994 con
tan solo 1850 cajas por hectdrea, una reduccidn de casi  un
32%. 81 bien es cierto este comportamiento es motivado por
diversos factores, sin duda alguna uno de los mas
importantes, sino el mads, es el efecto de la Sigatoka.

A raiz de esta situacidn se han planteado una serie de
iniciativas para mejorar la produccidn bananera y disminuir

la severidad de la enfermedad. Una de estas promovida oor

1



el Area de Fitoproteccion del CATIE es la de realizar
investigacidn en tacticas de control bicldgico gue pueda
ser implementada con otras tacticas en un  posible plan de
manejo integrado de la enfermedad.

En el caso del control bioldgico, el uso de
microorganismos antagonistas se presenta como uwna opcidn
poco desarrollada en la mayoria de los cultivos tropicales,
incluso los de mayor importancia econdmica, como es el caso
del banana.

En investigaciones recientes realizadas en el CATIE se
ha determinado la existencia de microcrganismas con mucho
potencial antagénico al agente causal de la Sigatoka Negra.
También se ha evaluado la capacidad de algunas cepas de
microorganismos para afectar el desarrollo de los tubos
germinativos de la ascospora, evitando o alterando asi el
proceso de penetracion.

Uno de los componentes de esa investigacidn es
determinar la mejor forma de colocar los microorganismos en
la planta de banano. Esto implica identificar el lugar en
la planta en donde es mas eficiente el control, sin riesgo
de desecacidn, lavado o dafo por radiacidn ultravioleta.

Para el caso de cultivos como el banano, que se
cosechan en areas de condiciones ambientales dificiles para
el establecimiento de microorganismos, y considerando las
caracteristicas propias de la enfermedad, se piensa que el
interior de la planta puede ofrecer ventajas con respecto a
la ubicacion en la supesrficie. Aunque tambieén debe
considerarse el exterior de la hoja, si se dispone de
productos capaces de proteger al microorganismo de las

condiciones antes mencionadas.
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1.1 HIPOTESIS DEL TRABAJO.

La hipdtesis que se pretendico probar en el trabajo fue
que la eficiencia de microorganismos antagonistas con
potencial para el control de la Sigatoka Negra, colocados
en el interior del tejido de la planta o distribuidos con
coadyuvantes sobre la superficie de la hoja, es iqual al
posible efecto de poblaciones de antagonistas aplicados al

follaje solo con agua.

1.2 OBJETIVOS DEL TRABAJO.

1.2.1 Objetivo Principal.

Con base en lo descrito anteriormente se planted como
principal objetive evaluar la accion antagonista de algunos
microorganismos sobre el agente causal de la Sigatoka
Negra, colocandolos en el interior de la planta mediante un
método de inoculacidn endofitica v en el exterior a traves

del uso de algunos coadyuvantes.

1.2.2 Objetivas Especificos.
Como objetivo especificos de las pruebas realizadas

se plantearon los siguientes:

~ Evaluar la capacidad como coadyuvantes del Silwet L-77,
2l aceite agricola y el NU-FILM, en la aplicacion foliar de

los microorganismos antagonistas seleccionadas.

— Determinar la eficiencia de un método de inoculacidn

endofitica a través de la raiz para el caso del banano.

— Probar 1la capacidad de los microorganismos de disminuir
la tasa de infeccidn de la Sigatoka Negra y de inducir el

crecimiento de la planta de banano.



= REVISIOM DE LITERATURA.

2.1 Ei. CULTIVO.
2.1.1 Importancia Econdmica.
El cultivo del bananto se inicia en Costa Rica

alrededor del aro de 1872 en ‘el Valle de Zent. Con el
ingreso de fuertes transnacionales constructoras del
ferrocarril en la zoma atlantica del pais, se inicia la
explotacidn comercial con Tines de exportacion del fruto
{Soto, 1983}.

La exportacidn del banano representa actualmente uno
de los principales rubros, junto al turismo vy el cafe, en
cuanto a ingreso de divisas a Costa Rica se refiere.

Durante el aro de 1993, Losta Rica se colocd como el
segundo pais exportador de banano en el mundo, unicamente
superado por Ecuador, alcanzando un récord de produccion de
mas de 101 millones de cajas de 18,14 Kg netos (Paez vy
Barrientaos, 19%4).

Sequn la FAOD (1994), 21 pais produjo 1.827.000
toneladas meétricas de banano en 1993, obteniendo la mas
alta produccidn de la historia nacionalgs debido
posiblemente a la incorporacion de nuevas areas y la
presencia de condiciones climatoldgicas favorables (Paez vy
Barrientos, 19%4).

Sin embargo la productividad promediao, medida en cajas
por hectdrea por afio, ha venido disminuyendo afio con afo
desde 1989 cuando alcanzd un maximo de 2731 cajas/Ha/afo
hasta 1994 cuando solamente se produjeron en promedio 1850

cajas/Ha/afo (Anexo 1) (Sauma, 1998).

2.1.2 Descripcicon Boténica.
iLas plantas de banano (Musa sp) son originarias del
Extremo Oriente {India hasta Filipinas), cuyo ancestro fue

el banano silvestre de semiilas {I1ICA, 19B%).



Las raices tienen forma de corddn y aparecen en grupos
de tres o custro. El grosor de la raiz disminuye en fTorma
constante conforme se aleja de la planta. Durante los
primeros meses de crecimiento vegetativo, la produccidn de
raices es abundante (Soto, 1985).

Las raices son de crecimiento rapido vy muy sensibles
al déficit o exceso hidrico, vyd gue la mayor parte de 2llas
se encuentra en los primeros 30 cm de suelo (Soto, 1985).

La planta es wuna herbacea de tamafno variable, con
pseudotallos aéreos gue se originan de cormos carngsos de
los cuales surgen numerosas yemas laterales o "hijos". Del
cormo surgen ademas hojas cuyas vainas o envuelven en
forma circular, dande origen al pseudotalle (I1ICA, 1989;
Soto, 1789).

El meristemo apical de la cepa se ubica ligeramente
arriba del nivel del suelo durante el periodo vegetativo, a
partir de donde son producidas entre 15 vy 23 hojas
funcionales o verdaderas (IICA, 1989).

El pseudotallo posee reservas hidricas en proporcion
de 10:1 con respecto al peso seco del mismo, pudiendo
recuperarse sobre un corte o herida entre 350 vy 450 ce de
ligquido en 15 minutos en plantas vigorosas Yy bien
abastecidas de agua (Soto, 1985).

La lamina foliar es delgada, muy verde en su  cara
superior, su cara inferior es mas o menos glauca. La
cuticula es irregular y su groasor y caracteristicas varian
mucho entre clones.

lLLa epidermis tiene celulas con paredes externas mas
gruesas que las internas. Los estomas son menos frecuentes
en la superficie adaxial que en la abaxial, aungue algunos
clones como el "Gran Enano" presentan un numero muy elevado
en ambas superficies (Soto, 1983), aunque siempre es mucho
mayvoar en la abaxial.

En  un trabajo realizado por Tapia gt al] (198%9) sa

determindg que el cultivar "Gran Enano' posee mayor numero

b



de estomas sobre &1 haz gue los cultivares "Currare" vy
"Palipita". Ademas encontraron que la menor densidad
estomatica se localiza en la regidén cercana al borde de la
lamina foliar.

Esto es determimante en vista de que la mayoria de los
hongos y bacterias entran a las plantas a traves de sus
estomas (Agrios, 1991).

Considerando que la temperatura alta conduce al cierre
de estomas (Soto, 1985), las primeras horas del dia, asi
como las ultimas de la tarde, serian las mejores para el
ingreso de cualguier microorganismo  a la cavidad
subestomatica.

l.La Sigatoka Negra, al igual que muchos hongos vy
bacterias, ingresa a través de los estomas, por lo que
puede existir una correlacidn entre el numero de estomas en
la superficie foliar de cada cultivar con la menor o mayor
resistencia relativa a la enfermedad (Tapia et g1, 1989).

La transpiracién de las hojas, por su gran area foliar
v distribucion estomatica, es muy alta, v mayor en 1los
rlones de porte bajo, como consecuencia de su mayor volumen

foliar activo (Soto, 1983).

Cuando la humedad atmosférica es alta, el indice de
transpiracidn es acompafiado por  un  indice igual de
absorcion de agua, cuando la haja esta totalmente
extendida. Por otro lado, si las condiciones hidricas no
son favorables 1la planta dobla los semilimbos de tal
manera que se protege de la radiacion solar directa vy

disminuye el consumo de agua (Soto, 17895).



2.2 LA ENFERMEDAD.

2.2.1 Importancia Econdmica.

lLa Sigatoka Negra afecta las hojas Yy  compromete
gravemente la produccion al disminuir la superficie foliar,
ademas produce una reducciodn de la calidad de la fruto, al
favorecer la maduracién prematura (IICA, 1989; CORBANA,
1993} .

En Costa Rica la Sigatoka Negra se reportd en octubre
de 1979 en la costa Atlantica, vy en agosto de 1981 en la
costa Pacifica (IICA, 1989).

Desde entonces y hasta la fecha, la Sigatoka Negra se
ha convertido en el problema numero uno de la produccidn
bananera en Costa Rica, al igual que 1lo es en el resto de
America Central, Colombia y Ecuador (CORBANA, 1992 v 1993).

La enfermedad ha sido beneficiada por factores
climaticos, de control de indculo, falta de opciones de
control quimico y hasta del mercado bananeres internacional
(CORBANA, 1993).

En Costa Rica la enfermedad ademas de ser el principal
problema fitopatoldagico e el de mayor incidencia
economica, pues solamente entre 1983 y 1993, los costos por
control se lncrementaron em un 15&% {CORBANA, 1993).

Para 1991 los costos del control por hectarea por afo
aumentaron en US$400-BO0 vy el hecho de que el cultivo del
banano tenga un alto valor comercial es 1o que ha permitido

la sobrevivencia de la actividad (CORBANA, 1992).

2.2.2 El Agente Causal.

El agente causal de 1la Sigatoka Negra es el hongo
Ascomycete llamado Mycosphaerella fijiensis (Morelet), que
s@ reproduce en forma sexual vy asexual durante su ciclo
{CORBANA, 1992),

Un patdgeno similar, Mycosphaerella musicola, es el

agente causal de la Sigatoka Amarilla, la primera de las
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enfermedades de las hojas manchadas en bananos y platanos
{(Bauhl, 19%0).

Las diferencias entre pM. fijiensis y M. musicola se
han mencionado desde el inicio del estudio de la
enfermedad; por 1 hecho de ser tan similares en  un

principio se considero a M. fijiensis como una variacidn de

M. musicola, sin embargo por las diferencias en las
estructuras reproductivas en la etapa asexual vy el
compoartamiento en el campe de ambos hongos se pudo

determinar que se trataba de dos especies diferentes de un
mismo género (Gauhl, 19925 Tapia, 1993).

Si bien es cierto se ha descrito una forma diferente
de la especie M. fijiensis (Mulder vy BStover, 1976}
denaominada M. fijiensis var difformis £l estado sexual, la
diferencias taxontmicas entre las dos especies no han sido
gstablecidas claramente (Tapia, 19%3).

La ubicacidn taxondmica del hongo es la siguiente:
clase Ascomycetes, subclase Loculoascomycetes, orden
Dothideales, familia Dothideaceae, género Mycosphaerella
{estado sexual) o Paracercospora {estado asexual) y especie

fijiensis (Tapia, 1993).

2.2.2.1 Formas Reproductivas.

El ciclo de vida muestra que posee dos formas de
reproduccion: la asexual gque produce las conidias vy la
sexual que produce las ascosporas. La espora asexual o
conidia corresponde & (ercospora y la espora sexual,
proveniente de la unidn sexual de un gameto masculino con
uno femenino, a Mycosphaerella {Bustamante y Ldpez, 1982).

De la informacidon anterior se desprende gque 21 hongo
posee tres cuerpos de fructificacion (Bustamante vy Ldpez,
1982) que son:

- Conididforg, que produce las conidias (asexuall}.
- Espermagonic, que libera espermacias (sexual-masculino).

-~ Peritecio, gque libera sscosporas{(sexual-femenino).



Los tres tipos de cuerpos son  formados en una camara
debajo del estoma de la hoja. En la Sigatoka Negra, las
esporas son diseminadas por el viento, pudiendo cualquiera
de ellas ser capaz de producir la infeccidn (Bustamante vy
lL.opez, 1982).

La Tfuente mas importante de indculo son las
ascosporas. Factores como la humedad, el rocio, la
temperatura vy la precipitacion determinan la presencia vy
liberacidn de ascosporas en 1 campo (Stover, 1987;

Vasguez, 192%1).

2.2.2.2 Ciclo de Vida.

El rciclo bioldgico del patégeno se inicia con la
deposicidén de las esporas sobre el tejido de la hoja.
Cuando existen condiciones ambientales favorables se inicia
la germinacidn de las esporas en un periodo de unas & horas
(Vasquez, 19%1).

El hongo ingresa via poro estomatico mediante un tubo
germinative, gue luege se ramifica vy  coloniza varias
celulas vecinas. Esto da como resultado la aparicicen del
sintoma caracteristico conocido con el nombre de "pizca"
{CORBANA, 1992).

El desarrollo de las lesiones implica la aparicidn de
espermagonios y peritecios que liberan los respectivos
gametos masculino y femenino, respectivamente. Una vesz
efectuada la fertilizacidn en el peritecioc se forman ascas
con ochao ascosporas cada una. Estas estructuras son
expelidas fuera del peritecio y diseminadas por el viento,
colonizando nuevos tejidos sanos (Bustamante y Ldpez,
1982).

El ciclo asexual implica 1la formacidn de N
esporodoquio que produce conidioforos y sus conidias, gue
son dispersadas por el salpigque de agua, germinando y

penetrando a través de estomas (Bustamante y Ldpez, 1982).



2.2.3 Sintomas de la enfermedad.

La descripcidén mas apropiada y mas utilizada de la
sintomatologia que presentan las plantas en las hojas
afectadas por la enfermedad es dada en 1969 paor D. Meredith
y J. Lawrence para =l caso de la Sigatoka en Hawaii; esta
plantea seis estadios de desarrollo de la infeccidn que se

definen a continuacidn: (Meredith y Lawrence, 1969)

Estadio 1: Pequefias decoloracidn =] despigmentacidn
observable solo en el envés de la hoja. Incluye una pequefa
pizca de color café rojizo dentro del area descolorada. Se
agbserva al colocar la hoja contra la luz.
Estadio 2: Las decoloraciones forman pequefas estrias de 2
o 3 mm de color café rojizo visible en el haz v en el
enves,
Estadio 3: Las estrias aumentan su grosor vy longi tud,
manteniéndose de color café rojizo.
Estadio 4: Las estrias se ensanchan tomando faorma eliptica.
Hay cambio de c¢olor a café oscuro vy negro. Estam rodeadas
por un  halo claro, pardc vy acuoso. Se considera este
sintoma como mancha.
Estadio 5: La mancha es negra en el centro y esta rodeada
por un  halo amarillo (clordtice). El centro de la lesidn
empieza a hundirse.
Estadio é6: La mancha nuevamente sufre cambios de color a
blanco grisdceo, se deprime y se seca.

El tiempo de duracidn del desarrollo de estos sintomas
esta estrechamente relacionado con las condicliones
climaticas prevalecientes en una zona especifica (rango de

15 a 30 dias).
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2.2.4 Condiciones climaticas que afectan el desarrollao
de la enfermedad.

La precipitacidn, la humedad relativa, la temperatura
y el viento son las principales condiciones climaticas que
afectan el desarrollo de la enfermedad (CORBANA, 1992).

La precipitacidn es determinante en la liberacidn del
indculo (CORBANA, 19%22), vy provee de caondiciones optimas
para la germinacidn de conidios vy ascosporas. En esto
también la humedad relativa juega un papel muy importante
al mantener wna pelicula sobre la superficie de las hojas.

El viento es el principal factor diseminador de las
ascosporas una vez que estas han sido liberadas.

La amplitud de temperaturas favorables para @]
desarreollo de la infeccidn va desde los 22°C hasta los

28°C, con un dptimo en 26°C (CORBANA, 1992).

2.2.5 Practicas de control tradicional.

Existen en la actualidad varics enfoques de control
que involucran practicas agronomicas, prediccion de
aplicaciones de compuestos quimicos basado en ia
precipitacion, nivel de manchado de las hojas e historial
de la enfermedad en el area. Todas con base comdn en el uso
de agroguimicos (Stover, 1987).

lLas practicas culturales son principalmente tres: ia
construccion vy mantenimiento de drenajes, 1 combate de
malezas vy la deshoja, comprendida como una poda de sanidad

{CORBANA, 1992).

2.2.9.1 Control Quimico.

Los fungicidas son el medio de control méds importante
en Sigatoka Neqgra (CORBANA, 1992). Durante tres deécadas de
presencia de la enfermedad han sido la base principal de su

control (Stover, 19%0).

Los fungicidas importantes en el control de

Mycosphaerella fijlensis (Morelet) se pueden dividir en
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tres grupos principales: protectores, sistémicos locales y
sistemicos generales.

Los primeros no penetran en el tejide de la planta
sino que forman una capa protectora, siempre v cuando la
técnica vy formulacion de la aplicacidn sea eficiente. Un
ejemplo de estos productos es la familia de los
Ditiocarbamatos, entre los que se incluyen el mancozeb y &1}
clorotalonil (CORBANA, 1992).

Los fungicidas sistémicos locales penetran en la hoja
pero no se trasladan a otras zonas de la planta, ni de una
hoja a otra. En este grupo @l Junico que se utiliza en
banano es el tridemorph, un inhibidar de la bivsintesis del
ergosterol (CORBANA, 1992).

Dentro del tercer grupo se incluyen los fungicidas gue
si penetran en el tejido y que ademas se mueven de un lugar
a otro o en general a toda ta planta. Este grupo incluvye
los mas importantes dentro del control de la enfermedad.

Se utilizan dos familias de guimicos: Benzimidazoles y
Triazoles. Los Benzimidazoles, que actuan sabre la divisidn
celular, estdn representados por varios productos, pero sin
duda el mas comun es el beromil. Los Triazoles actuan en el
proceso de bipsintesis del ergosterol, en una etapa llamada
dimetilacidn. El anico representante de esta familia es el
propiconazole (CORBANA, 1992).

La gran especificidad de algunos de los fungicidas mas
utilizados en el control de 1la Sigatoka Negra aumenta la
posibilidad del desarraollo de resistencia a estog
productos, como es el caso de resistencia  de cepas del
hongo a algunas de las familias tradicionalmente
utilizadas, como el caso de los benzimidazoles (Btover,
1989; CORBANA, 1992).

El numero de aplicaciones necesarias para el control
de la enfermedad, presenta una serie de cambios durante los
ultimos afos (Anexo 2).

Desde 1987 a 1990 el n~umsro disminuyd desde 35
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aplicaciones hasta 1é aplicaciones al afio, principalmente
por la utilizacidn de moléculas de fungicidas hasta ese
momento muy eficientes, pero a partir de 1990 se ha venido
incrementando nuevamente la cantidad de aplicaciones
requeridas para un contral adecuado, llegando a 346 o 37

durante el afio de 1993 (CORBANA, 1993),

2.2.9.2 Aceite Agricola.

La mayor parte de las aplicaciones que se realizan
actualmente para controlar a la Sigatoka Negra incluyen al
aceite agricola, ya sea como coadyuvante o como controladar
mismo de la enfermedad.

Calpouzos indica las interesantes caracteristicas de
los aceites minerales v su mecanismos de accidn para el
control de diversas enfermedades pero con énfasis en la
Sigatoka Amarilla (Calpouzos, 1944).

Se sefala que el aceite no solo posee propiedades
protectoras sinao también terapéuticas en el caso de la
Sigatoka del bananc (Calpouzos, 19643 Pérez g al, 1981).

Un efecto del aceite agricola sobre la Sigatoka en
banmano se atribuye a la alteracidn que causa el producto
sobre los niveles de carbohidratos. El aceite disminuye los
niveles de azdcar en las hojas jovenes Yy asi reduce la
enfermedad que, por la mayor concentracién natural de esta
sustancia en esas hojas, tiene mas incidencia en ellas (DU
PONT, s.f.).

En una prueba realizada en Cuba, se determing que el
aceite mineral inhibia fuertemente 1la germinacidn vy la
penetracion del hongo. Inhibe también la evolucion de los
sintomas y la formacidn de conidios (Pére:z et al, 1981},

En otro ensayo se discute parcialmente sobre
resultados que indican que dosis mayores a 15 1/ha de
aceite mineral han tenido buen efecto sobre el control de
la Sigatoka Negra (Marin y Romero, 1990).

También la literatura indica que existe un efecto
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negativo sobre la produccidn del banano. Un aparente efecto
fitotdxico del aceite fue estudiado en el cultivar “Gran

Nain", en Israel, donde 1la enfermedad no se presenta

(Israelil gf g1, 1993).

El aceite mejora la penetracidn de los fungicidas
sistémicos vy esto tiene profundos efectos sobre el patdgeno
dentra de la hoja. El producto es efectivo cuando se aplica
en emulsion con agua vy cuando se aplica solo, siendo mas
eficiente en 21 control de la enfermedad la ualtima forma
cuando las condiciones de precipitacion  son fuertes

{(Btover, 198%9).

2.3 EL CONTROL BIOLOGICO.

2.3.1 Conceptos, Objetivos y Estrategias del Control
Bioldgico.

"£1 control bioldtgico 85 la reduccion de la densidad
de indculo c de las actividades productoras de la
enfermedad de un patdgeno o pardsito por uno o mas
arganismos, diferentes del hombre, realizado naturalmente o
mediante manipulacidn del ambiente, el hospedero, el
antagonista o por introduccidn masiva de uno o Mas
antagonistas" (Baker y Cook, 1974).

£1 control biolégico raramente elimina a un patogeno
de un sitio, mas bien reduce su numero o su habilidad de
producir enfermedad; este control puede ser llevado a cabo
con una pequefa o ninguna reduccidon de la poblacion del
patdgeno, o tal vez sin prevenir la infeccidn (Baker vy
Coaok, 1974).

Los objetivos del control bioldgico incluyen (HBaker vy

Cook, 1974):

- {_a reduccitn del inoculo del patdgeno.

- La reduccion de la infeccidn del hosperl2ro por 21
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patogeno.

~ Reduccidn de la severidad del ataque del patogeno.

Se pueden enumnerar tres grupos diferentes de
estrategias a desarrollar para alcanzar los anteriores
objetivos: el combate bioclogico del indculo, la proteccion
biologica de la superficie vegetal vy el combate a traveés de
la induccidn de resistencia (Jiménez, 198&6}).

La primera estrategia consiste en destruir, inhibir o
evitar la formacidn del indculo. Esta estrategia puede
darse sobre o en los tejidos del hospedante, antes o
después de la infeccion (Jimeénez, 1984).

La proteccion bioldgica de la superficie de la planta
se consigue a traveés de la colonizacion de estas por parte
de un organismo antagonista agresive al patdgeno antes de
que este llegue o©o que s& presenten las condiciones
necesarias para su desarrollo (Jiménez, 1986)

La induccidn de resistencia consiste en introducir
razas avirulentas o micreoorganismos antagonistas gue puedan
provocar en el hospedante una forma de resistencia al

atagque del patdgene (Jiménez, 198&).

2.3.2 Organismos antagonistas.

Mecanismos directos de control biolégice incluyen
antibiosis, competencia por nutrientes o© nicho, vy
parasitismo o depredacion. La antibiosis es tal! vez el
mecanismo méds estudiado (Cack, 19923).

Es impartante comprender que muchos agentes
potenciales para el control biolégico pueden estar bien
identificados v que también su modo de accidn puede ser
claramente dilucidado, pero padrian fallar o no suministrar
un eficiente control. Esto puede deberse a gue en la
mayoria de 1los casos no conocemos los  requerimientos
ecoldgicos para sS4 supervivencia, colonizacidn, y/o

actividad antagonists (Jacobsen vy Eackman, 1993).
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Muchos ejemplos del uso de antagonistas para reducir
las enfermedades foliares causadas por bacterias y hongos
sorn  reportados en estudios de invernadero v laboratorio
{(Lindow, 19B3).

£l creciente interés cientifico por el control
biologico de los patdgenos de las plantas es respuesta, en
parte, del aumento del conccimiento publico acerca de los
plaguicidas guimicos vy sus efectos negativos. 5in embargo
2l control bioldgico deberia vy puedes ser valorizado por sus
propios méritos (Cook, 1993).

El interes en el control biologico con microorganismos
es tambien respuesta del desarrollo de las nuevas
herramientas de la biotecnclogia, gue son particularmente
aplicables a microorganismos (Cook,19%93).

S5in embargo hay tambieén limites en el conocimiento de

coOmo hacer uso de las comunidades naturales de
microorganismos, por lo que el control bioldgico de
patdgenos depende actualmente e microorganismos

introducidos (Look, 1993).

Las superficies de la parte aérea de la planta
proporcionan un  habitat para microorganismos epifitos.
Muchos de 1los cuales son capaces de influenciar el
crecimiento de los patdgenos (Blakeman y Fokkema, 1982).

La actividad de saprofitos y patdgenos sobre la hoja
depende entre otros factores de las condiciones
microclimaticas de la superficie de la planta, asi comp de
su entorno quimico (Blakeman y Fokkema, 1982;).

Los  organismos introducidos muchas veces no son lo
eficientes que s gsperaba a partir de pruebas
preliminares, usualmente porgue s0N ecoldgicamente
desubicados vy colocados en ambientes donde deben cumplir
una funcion de control (Cook, 1993%).

El control bioldgico de patdgenos foliares depende de
un conocimiento amplio de las interacciones en el Tiloplano

come para desarrollar adecuadas estrategias de manejo. E1
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filoplano es diverso y complejo, esto debe ser considerado
como un factor bédsico durante el desarrollo de
investigaciones con posibles biocontroladores (Spurr, 19%0)

El uso de microorganismos para el control biolégica de

las plagas debe entonces basarse en un conocimiento previo

de las condiciones adecuadas al organismo. Donde se debe
determinar, entre otros aspectos, el momento mas propicio
para la aplicacidn del indculo, la aplicacidn del
microorganismo en la forma y la cantidad apropiadas
{Blakeman y Fokkema, 1982).

El control a traveés de antagonistas puede

desarrollarse de dos maneras diferentes: una estableciendo
al antagonista como wun residente de la superficie de la
hoja y otra con aplicaciones periddicas del mismo mediante
un método fisico como la aspersion (Spurr, 197&).

En todos los casos el control bioldgico en la
superficie aerea con antagonistas en el futuro dependerd no
solo de su propia efectividad, sino también de un costo
competitivo con respecto al control quimico tradicional v
de un amplio conocimiento de los efectos de la aplicacién

de microorganismes (Blakeman y Fokkema, 1982).

2.3.3 El control bioldgica de la Sigatoka Negra

Se han desarrollado muy pocos ensayos de control
bioldgico de la Sigatoka Negra. Todes los trabajos
reportados hasta el momento han sido realizados por el
Centro Agrondmico Tropical de Investigacidn vy Ensefanza
(CATIE), en Turrialba, Costa Rica.

El primer ensayo es llevado a cabo por Jiménez et aj
en 1985. Ellos realizaron estudios sobre combate bioldgicao
de la enfermedad mediante bacterias epifitas. Se ejsmcutaron
lavados de hojas de banano con sintomas incipientes de
Sigatoka, obteniéndose de estos 225 cepas bacteriales que
fueron evaluadas en su capacidad antagénica in vitro. EL

resultado indico la presencia in wvitro de 12 cepas
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bacteriales antagonistas a M. fijiensis.

Posterior a este ensayo Gonzalez, 1995, Rodriguez,
1995, vy Ruiz, 1995, trabajaron con bacterias antagonistas
al agente causal de la enfermedad.

La busgueda Y evaluacidn de microorganismos
antagonistas al hongo fueron laos objetivoes del ensayo
realizado por Gonzdlez (1995), obteniendo 13 cepas con
buenas caracteristicas. Pruebas de laboratorio, invernadero
Y campo mostraron resultados satisfactorios.

Trabajando econ algunos de esos microorganismos Ruiz
(1993) evalud el efecto de diversos substratos sobre esas
cepas Y  su capacidad antagénica, obteniendo buenos
resultados con melaza en invernaderoc, sin embargo no
encontro diferencias significativas entre los tratamientos
con substratos y el testigo no tratadeo en el campa.

Orientado hacia conocer la efectividad de
microorganismos antagonistas via endofitica, Rodriguez
(1995) no encontrd efecto de los microorganismos hacia el
periodo de incubacidn de la Sigatoka Negra,

En el ensayo se hizo uso de una técnica denominada

inoculacidn endofitica inundativa a traves de la raiz.

2.3.4 Inoculacidn endofitica de microorganismos.

La técnica de inoculacion endofitica inundativa a
traves de la raiz (Rodriguez, 19995) consiste en sumergir
esa parte de plantas jévenes en una solucion concentrada de
microorganismos por un tiempo suficiente para que estos
ingresen al tejido vegetal.

El establecimiento de microorganismos dentro del
tejido depende de la especie del mismo microorganismo v la

de la planta tratada. Con esta técnica se han reportado

inoculaciones exitosas en Y familias de plantas:
Solanaceae, Cucurbitaceae, Cruciferae, Leguminasae,
Umbelliferae, Chenopodiaceae, Ranunculaceae, Rosaceae vy

Compositae {(Rodriguesz, 1995).
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Se han wutilizado microorganismas como Fusarium no
patogeénico, VMT no  virulento, Xanthomonas vy Glomus

(Kijima, 1993).

2.5.0 Uso de adherentes en el Control Bioldégico.

Dentro de los factores que influyen el potencial
"infectivo" de una bacteria epifita deben imcluirse la
habilidad para resistir la sequia, la radiacidn
ultravioleta y la remocidn fisica de la superficie de la
planta por la accion de la lluvia y el viento (Romantschuk,
1992} .

Las bacterias son las primeras colonizadoras del
filaoplano, ventaja que poseen sobre los hongos, ademas,
poseen gran velocidad de crecimiento y la capacidad de
utilizar los nutrimientos en diversas condiciones (Calvo vy
Vargas, 198%9).

El uso de adherentes podria ser una farma de mejoarar
las condiciones en que son colocados los microorganismos
antagonistas sobre el filoplano.

Calvo vy Vargas (198%9) desarrollaron un ensaye para
probar diferentes adherentes con el objetivo de mejorar el
tiempo de persistencia de bacterias antagonistas al hongo
Mycena citricolor en café, obteniendo resultados con pocas
diferencias entre el uso o no de adherentes.

Zidack et al realizaron ensayos con el uso de
coadyuvantes organosilicones no iédnicos gue demuestran la
capacidad de estos de facilitar el ingreso de los
microorganismos a la cavidad subestomatica (Zidack et al,
1992 .

En otros ensayos se ha hecho uso de coadyuvantes como
el NU-~FILM 17 en la aplicacidn de microorganismos
antagonistas. El NU-FILM 17 es un agente dispersante
especialmente disefnado para proteger la vida util de los
productos aplicados. Es derivado de resina de pino

siendo por tanto, un adhesivo natural (Gutiérrez, 1991).
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3 MATERIALES Y METODOS .

3.1 LOCALIZACION.

El trabajo se realizd en el Centro Agrondamico Trapical
de Investigacicon y EnseRanza (CATIE), en Turrialba, en la
provincia de Cartago, v en la Escuela de Agricultura de la
Regidn Tropical Humeda (EARTH), en Las Mercedes, Pocara de
Budcimo, provincia de Limén, Costa Rica.

Turrialba tiene una altitud de 602 msnm y esta ubicada
a los @2°35'21" Ny B83°3%9'40" 0. Posee una temperatura
promedio anual de 21,7 °C, precipitacidn praomedio anual de
2065 mm y humedad relativa promedio anual de 87%.

Las Mercedes de Pocora esta ubicada en la Zona
Atlantica de Costa Rica. Los datos desde 1992 a 1994
indican que la temperatura promedio anual es de 25,8 °Q vy
21 promedio de precipitacidn anual es de 3325 am. (EARTH,
1994)

lLos trabajos de laboratorio e invernadero se 1levaron
a cabo en el Laboratorico de Diagntsticao MIP-CATIE Yy 2N su
invernadero, en 21 CATIE. La prueba de campo se realizé en
terrenos experimentales de la EARTH, en Las Mercedes,

Pacora de Guacimo.

3.2 MATERIAL EXPERIMENTAL.

3.2.1 Microorganismos utilizados en la investigacidn.
Para realizar la investigacidn se utilizaron cuatro
microorganismos previamente seleccionados de la coleccidn
del laboratorio de diagnéstico MIP-CATIE. Los
microorganismos fueron seleccionados con base en pruebas
realizadas anteriormente donde se evalud su actividad
guitinolitica, comportamiento antagonista vy caracteristicas

bioldgicas relevantes (Okumoto, 1993; Gonzdlez, 1995).



Los arganismos seleccionados fusron: Serratia

marcescens cega R-1, Serratia marcescens cepa A-23,

Bacillus cereus cepa A-30 y FBacillus sp, cepas (-2 y G-5.

3.2.2 Variedad de banano uwtilizada.

Para realizar las evaluaciones se utilizaron plantas
de la variedad '"Bran Enano® del grupoc T"Cavendish",
suministrados por la Escuela de Agricultura de la Regidn
Tropical Humeda (EARTH) para las pruebas con coadyuvantes y
por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de CORBANA para la

de inoculacidn endafitica.

3.2.3 Coadyuvantes utilizados en la investigacidn.

S5e utilizaron tres coadyuvantes para las pruebas de
antagonismo: Silwet L-77, Nu—-Film 17 v aceite agricola.

El Silwet L-77 es un arganasilicon con capacidad de
romper la tensidn  superficial del agua hasta 100 veces
superior a los productos tradicionalmente utilizados en
agricultura para ese fin (Zidack, N.K. g¢ g1, 1992).

El Nu-Film 17 es un producto generado a& partir de una
resina natural. DU capacidad come adherente es la
caracteristica mas relevante en relacién con la aplicacién
foliar de agroguimicos (Butiérrez D., C., 19921).

El aceite agricola (aceite parafinado) es un adherente
y penetrante comidnmente witilizado en los cultivos de banano
y platano en aspersionss foliares solo o en emulsiones con
los fungicidas aplicados para 21 combate de la Sigatoka
Negra (Marin, D., et al, 1990)

El aceite posee capacidad protectora vy terapéutica
contra la Sigatoka del banano (Calpouzos, 19&6é4; Pérez et
al, 198B1). La disminucidn de los niveles de carbohidratos
en la superficie foliar por parte del aceite es una de las

formas de afectar al patdgeno (DU PONT, s,f.)



3.3 FRUEBAS DE ANTABONISMO CON EL uso DE
ABGENTES TENSD ACTIVDOS (Silwet L-~77 Yy  NU-
FILM 17) Y EL ACEITE AGRICOLA.

3.3.1 Prueba del efecto del uso de coadyuvantes sobre

la multiplicacidn de los microorganismos.

3.3.1.1 Procedimiento de preparacién de los tratamientos.

Como una prueba complementaria y preliminar a la
aplicacion de los microorganismos se verificed el efecto de
los coadyuvantes utilizados sobre las cinco cepas.

A partir de colonias desarrolladas sobre platos petri
con  agar nutriente (DIFCO) mas quitina coloidal se
prepararon 100 ml de scluciones concentradas de cada uno de
los microorganismos, lavando la superficie del medio con
agua destilada estéril (ADE).

De midid la concentracion inicial de cada solucidan y
se dividio el total en cuatro erlenmeyer de 125 ml,
conteniendo cada uno 25 ml de la solucidén respectiva. A
estos erlenmeyers se les agregaron los coadyuvantes NU-FILM
17, Silwet L- 77 y aceite agricola, respectivamente v uno
permanecid solo con agua actuando como testigo.

El Silwet fue colocado en dosis del 0,1 % v/vy el N~
FILM 17 en dosis del 0,03 % v/v, v el aceite en dosis del
0,5 % v/v. En total se trabajd con veinte tratamientos
tompuestos por cinco cepas, tres coadyuvantes y el agua.

Una vez identificados vy sellados los erlenmeyers ce

colocaron en un agitador (reciprocail shaker) durante 24

horas a 75 rpm.

3.3.1.2 Variable considerada y andlisis de ios datoss

La evaluacidn correspondid al conteo de celulas
bacteriales por mililitro (concentracion) el dia de
preparacion de los tratamientos Y 24 horas después,

uwtilizando un contador Petroff-Hausser, para determinar el

—
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compartamiento en las concentraciones de microorganismo.

Se realizd un analisis de varianza de los datos de
concentracion bacterial obtenidos, con un disefio factorial
de dos factores: cepa y coadyuvante vy sus interacciones,
También se realizaron pruebas de medias para las cepas VY

para los coadyuvantes independientemente.

3.3.2 Prueba de antagonismo c¢on plantas desarrolladas
en invernadero.

La accion del Silwet L-77, asi como el efecto del

aceite agricola Agrol y el adherente protector NU-FILM 17

coma coadyuvantes, fueron evaluados mediante aplicaciones

spbre plantas sanas de soluciones de los microorganismos

con los coasdyuvantes y la posterior inoculacidn del
patogeno.
3.3.2.1 Procedimiento de preparacidn y aplicacidn de los

tratamientos.

Se utilizaron cuatro microorganismos antagonistas, dos
Serratias marcescens cgpas R-1 vy A-23, un Bacillus cereus
cepa A-30 y un Pfacillus sp. cepa O-2.

Primeramente los microorganismos fueron reproducidos

ern un medioc agar nutriente con guitina celoidal, luego se

recogieron con agua destilada esteril preparando una
sglucidn con concentracion  de 107 ufc/ml. Una verz
calibradas las concentraciones de todos los
microorganismos, se inoculd con 50 mililtitros de la

solucidn en un litro de caldo nutritivo mas quitina,
preparado con B gramos de caldo nutritivo en polvo (DIFCO),
22,5 gramos de quitina coloidal (0,02% v/v) y 2,0 gramos de
dextrosa (DIFCO); con pH regulado con NabDH entre 7 v 8 .

Se inocularon dos litros de caldo con cada una de las
cepas vy dos  mas  se prepararcn pero se mantuvieraon
estériles, para un total de 10 litros, los que se colocaron

en un agitador (recip-ocal shaker) por 24 horas a 100 rpm.
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Una wvez transcurrido ese tiempo se separaron 500
mililitros del caldo vy se les agregd uno de los
coadyuvantes Silwet L-77 (0,1% v/v}, aceite agricola AGROL
(0, 5% v/v) y  NU-FILM 17 (0,03% v/v), farmando los

siguientes tratamientos:

1. 5. marcescens (cepa R-1) + Silwet L-77
2. 5. marcescens (cepa A-23) + Silwet L-77
3. B. cereus (cepa A-30) + Silwet L-77

4. Bacillus sp. (cepa Q-2). + Silwet L-77
5. 5. marcescens (cepa R-~1) + Aceite

4. 5. marcescens (cepa A-23) + Aceite

7. B. cereus (cepa A-30) + Aceite

8. Bacillus sp. (cepa B-2). + Aceite

?« 5. marcescens (cepa R—-1) + NU-FILM 17
10. 5. marcescens (cepa A~23) + NU-FILM 17
1. B. cereus (cepa A-30) + NU-FILM 17

12. Bacillus sp., {cepa G-2). + NU-FILM 17
13. 5. marcescens (cepa R-1) + Agua estéril
14. 5. marcescens (cepa A-23) + Agua estéril
15. B. cereus (cepa A-30) + Agua esteéril

16. Bacillus sp. (cepa G-2). + Agua esteril
17. Caldo Nutritivo Estéril + Silwet L-77 (testigo)
18. C.N.E, + Aceite (testigo)

19. C.N.E. + NU-FILM 17 (testigo)
20. C.N.E. solo (testigo)
21 . Agua Destilada Esteril (ADE) (Testigo absoluto)

Los tratamientos fueron aplicados sobre plantas sanas
de tres meses de edad sembradas en macetas de tres
kilogramos (#600), con tierra esterilizada con bromuro de
metiloe. Se establecieron cinco repeticiones de una planta
cada una, para cada tratamiento en un Disefo de Bloques al

Azar.
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La aplicacidn de los tratamientous se realizd con un
atomizador manual convencional, asperjando ambas caras de
las hojas uno y dos de cada planta. La numeracion de las
hojas se hace con respecto a la hoja candela, siendoe la
numero uno la més cercana a esta vy la ndmero dos la
siguiente, contando hacia abajo (CORBANA, 1992},

Una vez aplicados los tratamientos, las plantas
permanecieron un dia mds en el invernadero y luego fueron
llevadas al campo donde se expusieron durante ocho dias a
la presidn del indeulo natural. Se colaocaron luego en una
zana cercana al invernadero, expuestas a las condiciones
ambientales del exterior.

La exposicidn en el campo permite la inoculacitn de la
enfermedad con ascosporas, estructuras gue son mas comunes
en esas condiciones y sobre las que se ha notado el efecto

ge los microorganismos {(Gonzalez, 1995).

3.3.2.2 Variables consideradas y analisis de los datos,

Dieciocho dias después de colocadas las plantas en el
espaclo mencionado, se evalud el desarrollo de la
enfermedad a través de la observacidn de la aparicidn de
sintomas en las hojas aplicadas utilizando la escala de
Mourichon {(19920), en la que se determinan cinco estados de
desarrallo de las estrias: Estado 1, puntos de un diametro
inferior a 0.5 mm de longitud; Estado 2, estrias rojizas de
aproximadamente 4 mm de longitud; Estado 3, estrias de mas
de 4 mm de longitud; Estado 4, mancha rojiza ovalada o
g@liptica; v Estado 95, mancha con presencia de wun halo
clordtico.

Para el caso de esta prueba se realizd una medicion
contabilizando unicamente el numerc de estrias emn Estados 2
y 3, que son mas facilmente identificables, presentes en un
marquito de 9 cm® colocado al azar en dos posiciones de la
hoja numero tres (numero uno al momento de la aplicacian)

de cada planta: una en la zona apical y la otra en la zona
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media de la hoja. No se discrimind sobre los dos estadas
considerados, obteniendo un uUnico valor para el numero de
pizras. Mediante el uso del programa estadistico SAS se
examinaron los datos, previamente trasformados al logaritmo
natural, a través de un analisis de varianza Y un  analisis
factorial considerando las cepas, los coadyuvantes y sus

interacciones.

3.3.3 Prueba de antagonismo en campo.

Considerando los resultados del ensayo de invernadero
y con  los antecedentes de trabajos anteriores (Gonzalez,
1995; Okumoto, 1993), se seleccionaron cinco tratamientos v
se establecid una prueba de campo con ellos y un testigo no
tratado. La prueba se efectud entre el 10 de may o
{(trasplante del material al campo} v el 1 de noviembre

{ultima evaluacion) de 1995,

3.3.3.1 Seleccidn del area de trabajo.
Se evaluaron wvarios lugares de la finca comercial de
la EARTH. E1 lugar elegido estaba cerca de la plantacian

comercial, para que esta suministrara el indculo inicial de

M. fijiensis, perg suficientemente distanmte (35-40 m) como
para evitar la deriva de las atomizaciones aéreas regulares
zon fungicidas que se realizan para controlar la enfermedad
en &l area comercial.

Ademas, la fertilidad, el contenido de materia
organica y otras caracteristicas relevantes del suelo se
analizaron para asegurar que fueran propicias para el
cultive del banano.

Para conocer la fertilidad del sitio, se realizd un
analisis del suelo desde unos 60 cm de profundidad,
aproximadamente hasta donde llegan la mayoria de raices del
banano.

S5 seleccions un lugar cubierto con charrales Y

algunos Arboles calonizadores que anterigrmente se
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utilizaba como un potrero. Se eliminé la vegetacien
mediante chapias, sierras Yy finalmente el uso de herbicidas
sistémicos comg glifosato Yy algunos quemantes comn
paraquat. La eliminacion de malezas se mantuvo durante todo
el periodo experimental.

Se construyeron alrededor de 400 metros de canales de
drenaje, distribuidos &n: uno secundario de unos 200 m gus
atravesaba toda s1 area y varios canales terciarios gue
conectados a este, drenaban pequefias zonas especificas
(Anexo 3). Con estos canales se elimind el exceso de agua

que existia y se mejoraron mucho las condiciones del lugar.

3.3.3.2 Instalacidn de trampa de asSCOsporas.

Con el fin de medir 1a cantidad de indculo presente a
lo largo del tiempo que durd el experimento, se instald en
la parcela experimental una trampa volumétrica para esporas
tipo Hirst (Burkard Manufacturing Co. Ltd, Hickmansworth,
Inglatarra) - También se instald wuna ern la plantacian
comercial, durante upm periondo de un Mes, para comparar los
niveles de indculo en los dos sitios, en plantas de edades
similares.

Estas trampas, que son accionadas por una bateria de
12 voltios, registraron la canmtidad de esSpras por semana a
través de una cinta Cubierta con un adhesive conocido como
cera de vaselina, compuesta por 150 ml de vaselina, 18
gramos de parafina y 18 gramos de fenol.

La cinta una vez retirada de la trampa se dividid en
siete secciones (una POr dia) v se fijarcn con Gelvatol (un
plastico soluble en agua, Burkard Manufacturing Co, Ltd.)
en portaobjetos para realizar la lecturas Correspondientes.

Las trampas se instalaron de tal forma gue el orificio
de succidn quedd a una altura de 2,4 metros desde 2] suelo,

quUe es la mas utilizada en estos casos.
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3.3.3.3 Instalacidn del pluviografo.

Para medir la precipitacidn se instald un pluvidgrafo
mecanico Wilh Lambrecht con registro minimo de 0,1
milimetros de agua por hora, colocado sobre una plataforma
de metal. La parte mas alta del instrumento estaba a 1,25 m
sobre 1 suelo.

El pluvidgrafo registré la precipitacién semanal en el

sitio del experimento durante todo el periodo de trabajo.

3.3.3.4 Establecimiento de parcelas experimentales.

Para evaluar los tratamientos se establecieron en el
campo cinco parcelas de 25,0 m® cada una, con nuesve
plantas de cuatro meses de edad por parcela sembradas a 2,9
m entre plantas, en tres bolilloj las parcelas se
distanciaron tres metros entre si, v los blogues
{repeticiones) cuatro metros, para evitar la deriva durante
las aplicaciones. Se establecid un Disefio de Bloques de
parcelas distribuidas Completamente al Azar (DBCA),

Se tomd en cuenta la ubicacidn de la fuente de indculo
inicial (plantacidn comercial) para la distribucién de los
blaques, evitando asi un error en el anpalisis del
compartamiento de los tratamientos (Anexos 4).,

El manejo agrondmico, con excepcidn del control de
Sigatoka, fue lo mads aproximado posible al de la plantacidn
comercial, considerando el carAdcter experimental del Area.

La unica practica agrondmica, ademas del control de la
enfermedad con fungicidas, que se modificd para el casoc del
experimento fue la eliminacidn (deshoja) y despunte de las
hojas dafadas por la misma enfermedad. Normalmente se
elimina todo el tejido afectado por la enfermedad lo antes
posible.

En la parcela experimental se tratd de eliminar lo
menos posible de 4Area foliar mientras esta no estuviese
necrozada, las hojas afectadas se eliminaron solo cuando el

area necrozada fuera superior al 33% del total, esto con el
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Tin de asegurar un nivel conveniente de indculo al permitir

un aumento 2n el numero de peritecios maduros.

3.3.3.5 Procedimiento de preparacidn y aplicaciédn de lios
tratamientos.
De acuerdo con el analisis de la prueba en invernadero

se decidid evaluar en el campo un solo microorganismo, la

bacteria gerratia marcescens cepa R-1, en combinacién con
los coadyuvantes Silwet L-77, NU-FILM 17 v con el aceite
agricola, ademas de wuwtilizar un testigo de plantas no
tratadas v uno de plantas tratadas con aceite solo, con el
fin de diferenciar su efecto fungistatico del efecto
antagonista del microorganismo. Los tratamientos se
asperjaron con frecuencia semanal entre aplicaciones vy
durante ocho semanas (ocho aplicaciones).

El Silwet L-77 se aplicd en dosis del 0,1% v/v, el
aceite agricola en dosis del 0,53% v/v vy el NU-FILM 17 en

dosis del 0,034 v/v, formando los siguientes tratamientos:

1. 5. marcescens cepa R-1 + Bilwet L-77

2. 5. marcescens cepa R-1 + NU-FILM 17

3. 5. marcescens cepa R-1 + Aceite Agricola
4. 5. marcescens cepa R-1

9. Aceite Agricola

6. Testigo absolute

El microorganismo fue reproducido vy preparado en igual
forma qgue para la prueba en el invernadero vy estandarizado
a una concentracion de 10% ufc/ml.

Se inicid con la aplicacidn de un litro por parcela,
en las cinco correspondiesntes al tratamiento, y se finalizd
con la aplicacidn de dos litros por parcela, esto motivado
por el crecimiento de las plantas. La aplicacidn se realizo
con  aspersoras manuales de alta presidan, SUPER 4 Modelo

425-13 (GBGUARANY), cor capacicad para cinco litros.
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Los tratamientos fueron aplicados a tode el follaje de
las tres plantas internas de cada parcela, para un total de
quince plantas por tratamiento. Las seis plantas externas
{tres a cada lado) funcionarom como barreras para evitar 1la
deriva durante las aplicaciones. E1 cantrol de la Sigatoka
en estas plantas se realizo unicamente a& través de 1la
deshoja y el despunte.

Con el fin de disminuir adn mas los posibles problemas
con el viento (deriva), las aplicaciones se realizaron
entre 6:00 am v 9:00 am, horas en las gque practicamente no

se presentan corrientes fuertes,.

3.3.3.86 Variables consideradas y andlisis de los datos.

Las variables consideradas fueron la incidencia y 1la
severidad de la enfermedad, medidas en forma semanal.

FPara las evaluaciones se consideraron dnicamente
aquellas hojas que habian sido tratadas desde &l estado de
candela, por lo que la primera evaluacién se realizd 28
dias después de la primera aplicacién para dar tiempo al
desarrolle de las hojas Yy @ la aparicidn de los sintomas de
la enfermedad en las mismas; se completaron en total ocho
evaluaciones,

Para la evaluacitn se hizo uso de la escala de Stover
modificada por Gawhl, gque es una evaluacidn visual del Area
foliar enferma en todas las hojas consideradas, excepto la
hoja candela y las hojas agobiadas. La escala se presenta
en el Cuadre 1.

Siguiendo el procedimiento recomendado, se estimd el
area total cubierta por los sintomas de la enfermedad en
tada hoja evaluada y se calculd el porcentaje gue esa Area

representa en la hoja completa.
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Cuadro 1: Escala de Stover modificada por Gauhl, 178%9.

PORCENTAJE DE TEJIDO AFECTADO GRADD
hasta 10 manchas 1
menos de 3 % 2
6 - 15 % 3
16 - 33 % 4
34 - 50 % o]
mayor de 50 % &

Con la informacion obtenida con esta escala se calculd
€l indice de enfermedad (I1.E.) para cada planta, entendido
como la suma del numero de hojas en cada grado por el grado
correspondiente, la sumatoria se divide por el ndmero total

de hojas evaluadas en la planta.

Donde:
I.E.= Indice de enfermedad de la planta.
n= Numero de hojas en ctada grado de Stover.
g= Grado de Stover correspondiente.

N= Nd4mero total! de hojas evaluadas en la planta.

Una wvez obtenidos estos indices se establece un
Promedio Fonderado de Infeccidn para cada repeticidn (PPIr)
(parcela) por semana. Este es el promedio de los indices de
la enfermedad de las tres plantas tratadas y evaluadas en

cada parcela.
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T I.E.
PPIrs ———mm—ee
3

Donde:
PPIr= Pramedio ponderado de infeccion por repeticidn.
I.E.= Indice de enfermedad de cada umna de las +tres

plantas evaluadas.

De tal manera que se aobtuvieron cinco datos semanales
(uno por repeticidn) para cada tratamiento. Con estos datos
se realizd un andlisis estadistico del 4&rea bajo la curva
del progreso de la enfermedad vy una prueba de medias a
través del programa SAS. Se analizaron siete de las acho
semanas pues no se considero la primera evaluacidn, esto
debido a que los datos de esa evaluacion (ceros) no fueron
representativos ya que adn no era posible observar sintomas

de la enfermedad en las hojas que correspondia evaluar.



3.4 PRUEBA DE UBICACION ENDOFITICA A TRAVES DE
LA RAIZ.

La prueba se realizd en el invernadero utilizando
plantas de banano con tres hojas verdaderas, producidas a
traves del cultive de tejidos por el laboratorio que para
ese fin tiene la Corporacidn Bananera Nacional S.A.
(CORBANA S.A.).

La técnica utilizada para hacer ingresar las bacterias
es la de inoculacidn endofitica inundativa a través de la
raiz, gque consiste en sumergir esa parte de la planta en
soluciones acuosas altamente concentradasg de las
microorganismos antagonistas, durante cuatro horas con el
objetivo de que las células bacterianas celonicen el

exterior e interior de la raiz.

3.4.1 Preparacion del material experimental.

Las plantas fueron sembradas primero en una mezcla de
tierra esterilizada en un horno eléctrico a 100 °C {70%4) v
arena (30%) para promover su desarrollo vy adaptacion, de
acuerdo con la recomendacion del Laboratorio de Cultivo de
Tejidos de CORBANA S.A; se les cubrid ademds con Saran
{40%) durante las primeras cuatro semanas, luego se elimind
2l SBardn v se dejaromn dos semanas mas bajo esas condiciones
antes de la inoculacidn.

Durante el tiempao gque estuvieron cubiertas se
realizaron cuatro aspersiones foliares con fertilizante
foliar (FETRILON CONBI) en dosis del 0,053% v/v, aplicando
una semanalmente con un atomizador manual .

Al momento de la aplicacidn de los tratamientos las
plantas fueron extraidas de la mezcla de tierra y arena vy
se lavaron las raices con agua comun Yy corriente,

Una wvez aplicados los tratamientos las plantas se
trasplantaron a macetas de dos kilogramos (#400), llenas

con tierra esterilizada en un horno eléctrico durante 72
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horas a 100 grados centigrados, distribuidas en tres
periodos de 24 horas cada uno, separados entre si por
intervalos de esa misma duracidn a temperatura ambiente,
una Tyndalizacion modificada para este casg. Una vez
completo el proceso 1la tierra permanecid en las macetasg
durante 4B horas mas antes de colocar las plantas.

Del suelo utilizado se hizo urn analisis de 1la
fertilidad para calcular la aplicacion de fertilizantes o
enmiendas, de acuerdo con las exigencias del cultivo de
bananao,

El suelo en las macetas se mantuvo humedo durante todo

el periodo de experimentacidn.

3.4.2 Procedimiento de preparacion y aplicaciédn de los
tratamientos.

Se evaluaron cuatro microorganismos: Serratia

MIArcescens cepas R-1 y A-23, Bacillus cereus cepa A-30 v
Hacillus sp cepa Q-2 en soluciones con concentracidn de 10%
ufe/ml.

Las cepas para las soluciones fueron reproducidas
masivamente en platos de Petri con agar nuitriente mas
quitina, preparando cada litro con 23 g de agar nutriente
(DIFCO), 22,5 g de quitina coleidal con concentracidén de
quitina del-0,2% v/v, 5 g de agar (DIFCO) vy agua destilada,
ton pH regulado con NaOH entre 7 y 8.

Una vez desarrolladas las colonias se recuperaron los
microorganismos lavando la superficie del plato con agua
destilada estéril (ADE) 7 B8 prepararon, en un beaker de 1
litrao, 300 mililitros de solucién con la concentracion
mencicnada. A estas soluciones se le incorpord Tween BO
como dispersante y adherente en dosis del 0,058%.

Preparadas las soluciones se procedid a inmocular las
plantas a través de la raiz, sumergiendo esa parte en los
beakers durante cuatra horas continuas, bajo agitacidn

periddica cada 30 winutos Y durante 10 segundos.
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Los tratamientos con los micrporganismos fueron
evaluados contra un testigo de plantas tratadas con agua
destilada estéril (ADE).

Como complemento a las soluciones concentradas Y para
prolongar la exposicidn de las raices al indcule, una vez
sembradas las plantas en las macetas, se colocaron 100
gramos de substrato (arroz) inoculado con los respectivos
microorganismos alrededor de la base del tallo de la mitad
del total de plantas tratadas con cada cepa, duplicando el
numero de tratamientos.

El substrato (arroz) se prepatrd esterilizandolo dos
veces en una autoclave horizontal eléctrica a 121 9C v dos
atmosferas de presion, durante 20 minutos cada una.

Luego el substrato se inoculd, respectivamente, con 10
ml de solucidn concentrada (107 ufc/ml) de cada uno de los
microorganismos por cada 100 g de substrato. Dejandose en
uma incubadora a 29 BC durante cinco dias.

E1l total de tratamientos a evaluar fue entonces de

diez, tal y como siguen:

1. Serratia marcescens (cepa R—-1)

2. Serratia marcescens (cepa A-273)

3. Bacillus cereus (cepa H8-30)

4. Bacillus sp (cepa Q-2)

J. Agua Destilada Estéril (ADE)

6. Serratia marcescens {cepa R-1) + Substrato
7. Serratia marcescens (cepa A-23) + Substrato
B. Hacillus cereus (cepa A~30) + Substrato

?. Bacillus sp (cepa GQ-2) + Substrato

16. Agua Destilada Estéril (ADE) + Substrato



T.4.3 Procedimientos de evaluacion de la teécnica de

inoculacidn y variahles consideradas.

Para cada tratamiento =1 establecieron ocho
repeticiones de a una planta cada una, para un total de BO
plantas.

Para verificar 1la colonizacidon e ingreso de los
microorganismos se experimentd con cuatro procedimientos

diferentes,

3.4.3.1 Observacion directa de la superficie externa de
ias raices tratadas.

Este procedimiento consistid en la utilizacion del
microscopio electrdnico para la observacidn de muestras de
tejido de la raiz de plantas tratadas con cada una de las
cuatro cepas bacteriales v del testigo.

Las muestras se colectaron inmediatamente despugs de
la aplicacidn de 1la técnica de inocculacidn, cortando
pequefros trozos de las raices vy colocandolos en el
preservante FAA, para luego procesarlas.

La preparacidn para la observacidn de las estructuras
externas consistid en la desecacidn de las muestras con un
Secador de Punto Critico con CO= (HCP~2 HITACHI, Japan) vy
la posterior cobertura con oro a través del uso de un
Cobertor ldénico (IB-3, EICO Engineering Co. Ltd., Japan).

Una vez preparadas las muestras se observaron con un
Microscopio Electronico (8-370, HITACHI, Japan) vy se

describen las observaciones.

3.4.3.2 Recoleccidn de gotas de agua expulsadas de la
planta.

El procedimiento consistid en la recoleccidn de una
pequera gota del agua expulsada por el proceso de gutacidn
en las primeras tres hojas del mismo numero de repeticiones
de cada tratamiento, la cual se distribuyd sobre medio de

cultivo agar nutriente con quitina en cajas de FPetri, para
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intentar reaislar los microorganismos aplicados a la raiz.

La recoleccidn se realizd acercando el plato a 1a gota
hasta que esta se depositara sobre el medio.

Las gota recogida de una de las repeticiones restantes
fue colocada sobre agar quitina para detectar la posible
presencia del microorganismo inoculado o de la enzima
gquitimasa.

Las gotas colectadas de plantas no aplicadas,
funcionaron como testigos mediante 1la comparacidn de las
poblaciones presentes. Para estandarizar el tiempo desde el
cual la gota estuvo expuesta al ambiente, se eliminaron
todas las gotas presentes ocho horas antes de cada
recoleccidan.

Este procedimiento se hizo una sola vez a los guince
dias de la inoculacidn, aunque pretendia ejecutarse cada
siete dias, a partir de la fecha de inoculacidn de los
tratamientos, pero no fue posible realizarla a los siete
dias por no haber gutacidn ya que las plantas afrontaron un
estado de estrés muy fuerte por el transplante y la alta
temperatura del ambiente en esos dias.

La variable evaluada fue la presencia o no de los

microorganismos respectivos.

3.4.3.3 Recuperacidon de los microorganismos de la parte
interna de la raiz.

El procedimiento consistid en la obtencién de cuatro
trocitos de raiz, de aproximadamente 1 cm de largo cada
uno, de wna planta por tratamiento; los cuales se
desinfectaron colocandolos en NalOCl al 1% durante 5 minutos
(Rodriguez, 1995), luego se lavaron con ADE Y se colocaron
en sendos platos de Petri con agar nutriente mas guitina.

Al  igual gque en el método anterior se procesaron
muestras de plantas no tratadas para la comparacidén
respectiva.

Este procedimiento se repitid en tres ocasiones, la
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primera el dia de la inoculacidn de los tratamientas, 1la
segunda a los siete dias de ésta y la tercera a los quince
dias.

Se evaluaran la presencia o no presencia de los
microorganismos, observando ademds el desarrollo de los
microorganismos un dia ¥y tres dias después, a través de la
medicidn del crecimiento desde o1 centro de la muestra
hasta el borde de la colonia en el punto de mavor

desarrcllo de la misma.

3.4.3.4 Medicidn de variables de crecimiento,

Se midieron semanalmente dos variables para establecer
indices de crecimiento, como son grosor del talleo v emisidn
foliar. La evaluacidn se realizd durante 4 semanas.,

El grosor del tallo se midio a 1 cm de altura desde =1
nivel del suelo con un calibrador de Vernier. Para el
numero de hojas se marcd la hoja en posicidan tres (CORBANA,
1992) en el momento de la inoculacidn v se conté siempre a
partir de esta hoja hacia arriba sin incluir la hoja de
candela.

Los datos fueron analizados mediante el programa
estadistico S5AS, a través del calculo de un  area bajo la
curva de incrementos v realizando una prueba de medias de

rango multiple (Duncan).
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e RESULTADOS Y DISCUSIORN.

4.1 EFECTO DE LOS AGENTES TENSO ACTIVOS
(8ilwet L-77 y Nu-Film 17) VY EL ACEITE
AGRICOLA SOBRE .08 MICROORGANISMOS

ANTAGONISTAS.

4.1.1 Efecto del coadyuvantes sabre la multiplicacion
de las cepas bacteriales in vitro.

Los resultados del conteo de las unidades formadoras
de colonias de cada combinacién de coadyuvante y cepa
bacterial indican que ninguno de los agentes tenso activos
provoco la muerte de las células.

En la Figura 1 se han graficado los resultados para
cada cepa segun el coadyuvante evaluado; en el Anexo 5 sa
incluyen los datos numéricas. E1  tratamiento presentado
como "Agua (hora 0)" es la concentracion inicial para cada
una de las cepas antes de agregar los coadyuvantes.

La concentracidn de esta misma solucion cuando se
presenta como "Agua" carresponde al conteo 24 horas después
de la separacidn v mezcla,

Para las cepas R-1, A-23 vy A~30, estos valores fueron
superiores o ligeramente supericores a la medicion 24 haras
antes, como era de esperar, considerando que el agua
destilada estéril no brinda un substrato nutritivo y la
tasa de reproduccidn se reduce probablemente cerca del
minimo.

El valor para las cepas @-2 y Q-5 fue inferior vy
ligeramente inferior, respectivamente, con relacidn al
conteo inicial. Para el casa de la cepa -3 los valores no
son realmente diferentes si se considera que la eficiencia
del conteo estd cerca de un 75 u B8O por ciento, por lo que
58 puede estimar que la multiplicacion bacterial fue

minima
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FIGURA 1: Unidades formadoras de cofonia
por mi para cada combinacién de cepa y

coadyuvante a 24 horas de la mezcla.
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El caso de la cepa Q-2 es mas dificil de comprendsr

pues la diferencia es mucho mavor, lo cual podria deberse a
un errar en el procesamiento de la muestra Y su conteo.

Debe tomarse en consideracion gue las cepas A-30, Q-2

y U=9 son todas del genero gariiius y que tenian el misma

tiempo y facilidades de crecimiento al momento del conteon

inicial; como se aprecia el valor de "Agua (hoara 0)" para

la cepa G-2 es mucho mayor que los de las cepas (-5 y A-30,
mientras que los valores de “Agua" para las tres cepas son

semejantes.

Para poder establecer el valor de las diferencias

apreciadas se realizd un andlisis factorial de los datos

obtenidos v pruebas de medias para los tratamientos. Para

verificar gue la concentracidn inicial ("Agua (hora 0)") de
cambios en

cada cepa no fue un factor determinante en los

las concentraciones, se realizd un analisis de covarianza

considerando esos valores como la Covariable, sin embargo,
este no fue significativo y por lo tanto se suprimid.
Los resultados del amnalisis factorial se presentan en

el Cuadro 2.

Cuadro 2: Analisis de varianza para los datos del conteo de
celulas bacteriales por ml en los tratamientos
con diferentes coadyuvantes. 1995.

F.V. G.L. s5.C. cC.M, Prob>F
Repeticiones 1 1,4%10*% l,4%10~ 0.268B1 ns
Coadyuvantes 4 2,2%1022 5,0%10%r% 00,0001 XX
Cepas 4 2,0%101= 5,0%10+4 0.0001 %X
Coady ¥Cepa 16 8,0%10x% 9,0%10r= 0.0001 XX
Error 24 2,1%1024 5,0810+=
Total 49 5,2%10% R*= 0.96 C.Vv.= 15,50

13« altaqunta wignificativo {(p=0.01)
new no significativo
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El cuadro muestra alta significancia (p=0,01) para los
coadyuvantes, las cepas y la interaccion de estos dos
factores. No hay significancia para las repeticiones,
aungue se debe indicar que sclo se prepararon dos
repeticiones por tratamiento, las que estadisticamente son
pocas.

Para determinar el comportamiento de cada coadyuvante
s realizo una prueba de medias (Duncan, p=0,03) para este

factor. Los resultados se aprecian en el Cuadro 3.

Cuadro 3: Diferencias del efecto del coadyuvante sobre la
concentracion de bacterias por ml, de acuerdo a
la prueba de Duncan.

Coadyuvante Media { X}
SILWET 31734475 {a)
ACEITE 20013125 {b)
NU~FILM 154678125 ()
AGUA 15359375 (c)
AGUA (hora 0) 13112500 (c)

(B} awdias can letras iguales no suyewtran difmrencias sigeificativas mntro sl (p=0,09).

En  términos generales es posible apreciar (Figura 1,
Anexo 5) que en todos los casos el contea fue mayaor cuando
=t= evaluaron los tratamientos que contenian el
organosilicon Silwet L-77.

No se puede interpretar este resultado como um aumento
radical y generalizado en las tasas de reproduccidn de los
micraorganismos, ni como  una disminucidn, sin considerar
que es posible gue la misma naturaleza y las propiedades
del producteo utilizado permiten un mejor contea al liberar
cada celula bacterial y dispersarlas en la misma solucion.

Para el caso del aceite agricola los valores son mas

homogéneos entre las cepas, pero si se considera el valar
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inicial de cada una de ellas se aprecia un aumento mayor

entre 10S gscillus (A-30, G-2 y B-5), gue son células mas
grandes, que entre las Segrratias (R-1 y A-23), esto puede
tener relacion con la capacidad como dispersante, menor que
la del Silwet L-77, del producto.

Loas tratamientos con Nu-Film 17 presentan mayor
variabilidad vy no se puede establecer un comportamiento
como en el del aceite o el Silwet L-77. Esto se refleja en
la prueba de medias (Cuadro 3}, donde el Nu-Film no mostrdé
diferencias significativas con respecto al tratamiento con
agua ("AGUA"), pero si con respecto al aceite agricola y al
Silwet.

El Nu-Film, a diferencia de los ptros dos productos,
no es un dispersante muy eficiente; su caracteristica mas
sobresaliente es como adherente, por lo que no mejora mucho
la dispersidn de las bhacterias.

En cuanto a la significancia de las cepas utilizadas

una prueba de medias mostrd los resultados del Cuadro 4.

Cuadro 4: Diferencias del efecto de las cepas sobre la
concentracidn de bacterias por ml, de acuerdo a

la prueba de Duncan.

Género Cepa Media (x)
Serratia A-23 27790625 (a)
Serratia R-1 25841350 (a)
FBacillus Q-2 15212500 =D
Bacillus A-30 13621875 ()
Bacillus a-5 13431250 (D)

(31 modias con lwtraw fguales no susabtrean ditfecencias signifilcativas matre wi {ge=0.00),

Tal y como se aprecia las diferencias entre las cepas
s deben a su género. No hay diferencias entre las cepas

del genero Serratia, R-1 y A-23, gue inclusoc son de la
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misma especie. Tampoco las hay entre las cepas del género
Bacillus, A-30, O-2 y G-5; pero si entre los dos géneros.

Las diferencias se podrian esperar considerando que el
genero Serratia posee una estrategia de supervivencia de
alta multiplicacidn de células bacteriales , mientras que
el genero Facillus lo hace a traves de la capacidad de
produccidn de esporas.

Para determinar el efecto de la interaccion entre cada
cepa vy los diferentes coadyuvantes se realizd ura
comparacion dos a dpog mediante una prueba de t entre las
medias de los tratamientos que invelucraban una misma cepa,
de tal forma que se pudo construir un cuadro con  los
resul tados del ejercicieo (Cuadra 9).

El efecto de las interacciones entre cepas vy
coadyuvantes sobre la concentraciom de células bacteriales
2% bastante similar entre cepas de un mismo genero.

Para todas las cepas el Silwet tuve los valores mas
altos y con excepcidn de la cepa A-30, este coadyuvante
presentd diferencias significativas (p=0,05) con el resto
de los tratamientocs para una misma cepa.

El aceite agricola presentd un comportamiento mas
homogeneo en relacion con el género de las cepas. Para las
Serratias nop  tuvo diferencias significativas con respecto
al agua pura, mientras que con el género Bacillus si se
aprecian diferencias significativas (p=0,05).

Los tratamientos Agua, Agua (hora 0) v Nu-Film, en
términos generales no presentaron diferencias importantes,
por lo tanto las concentraciones de los tratamientos no son
menares a la concentracion inicial, no se da un efecto
negativo evidente sobre la tasa de reproduccion.

Como se indicd antes, ni el agua destilada estéril ni
los coadyuvantes utilizados brindam una fuente nutritiva
importante. Esto indica que en general no se deberian
esperatr efectos de los coadyuvantes sobre la concentracisn,

a4 excepcidn de los factores discutidos anteriormente.
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Cuadro 5: Diferencias del efecto de la interaccion entre
cepa vy coadyuvante scobre la concentracidon de
bacterias por ml, segun prueba de t.

Género Cepa Coadyuvante Media (%}
Silwet 25857875 {a)
Aquea 27343730 (b}
Serratia R-1 Aceite 2IZ5IL25 (b)) ()
Nu-Film 22500000 (by(c)
Agua (hora Q) 20250000 (c)
Silwet 42500000 {a)
Nu-Film 32421875 (b)
Serratia A-23 Agua 27031250 (b)(e)
Aceite 21406250 () (d)
Agua (hora O} 15593750 (d)
Silwet 23281250 (a)
Aceite 18203125 (a)
Bacillus A-30 Agua 10312550 (b)
Nu—-Film 9218730 (b)
Agua (hora O) 7093730 (b)
Silwet 27265625 (a)
Aceite 18750000 (b
Bacillus G-2 Agua (hora 0) 161404625 (b}
Nu—-Film 7031250 (c)
Agua 6875000 {c)
Silwet 297690620 {a)
Aceite 18453125 (b}
Bacillus G-5 Nu—Film 7218750 (c)
Agua (hora 0) &484375 {c)
Agua 5234375 (c)
(2)1 mmdlaw con letras Lgusles en  cada cepa ho ausstran diferencias signiflcativas antre wi wn pruwba

dos a dos {g=0.087?, No s# consideran comparaclionss wntre cepas, swolo entrs coadyuvantes cont una sisaa

LT T
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4.1.2 Efecto de los caadyuvantes en plantas
desarrolladas en invernadero.

La prueba se realizd en un periodo de 25 dias, entre el 12

de junio (aplicacién de los tratamientos) y el &4 de julio

(evaluacidn) de 1995.

4.1.2.1 Condiciones ambientales externas al invernadero.

Las plantas utilizadas crecieraon bajo condiciones de
invernadero pero um dia después de la aplicacién de los
tratamientos fueron expuestas a la inoculacidn natural en
una plantacidn de platano con Sigatoka Negra por ocho dias,
posteriormente fueron mantenidas en uma zona cercana al
invernaderaoa expuestas a las condiciones naturales de
temperatura, humedad relativa y precipitacidn.

Los valores de esas condiciones agroclimdticas se
obtuvieron de la estacidn meteoroldgica del CATIE y se
presentan en las Figuras 2, 3 y 4. Los valares numéricos se
brindan en el Anexo &,

En  la Figura 2 se pueden apreciar las temperaturas
medias, maximas y minimas presentes durante la prueba. Las
temperaturas medias en ninguna ocasidn sobrepasan los 24°C.
El wvalor mas bhajo corresponde al dia 30 de Junic con
20,3°C,

El promedio de la temperatura media para el periodo es
de 22,3°C, mientras los de las temperaturas minimas y
maximas son de 19,3°C vy 28,3°C, respectivamente (Anexo &) .
Durante el periocdo de interés predominaron las temperaturas
inferiores a la media.

Considerando que el rango de temperaturas favorables
para el desarrollo de la enfermedad se ubica entre los 22 vy
28°C, con un optimo en los 26°C Y que cuando ia temperatura
nocturna es inferior a los 20°C se inhibe el desarrollo de
la enfermedad (8tover, 198B7), se puede concluir que la
temperatura fue una limitante para un desarrolleo normal de

la enfermedad.
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Principalmente las temperaturas minimas parecen ser
mas limitantes que las temperaturas maximas sobre el
patdgeno (CORBANA, 1992).

La precipitacion presente durante el periodo de
trabajo acumuld 240 milimetros de lluvia (Bnexo 6). Su
distribucion, como se aprecia en la Figura 3, favorecio el
momento en que las plantas estuvieron expuestas al indculo
de campo, lo cual constituyd una muy conveniente situacion
para evaluar gl comportamiento de los coadyuvantes,
Solamente para los dias previos al momento de retirar las
plantas del area de inoculacidn, se habian acumulado ya 130
mm de lluvia.

La precipitacidn juega un rol determinante en el
comportamiento de la infeccidn, al punto gue s ha
caracterizado el progreso de la enfermedad de acuerdo con
los niveles de precipitacion a lo largo del afo {CORBANA,
1292).,

Para la zona Atlantica de Costa Rica se ha determinado
una elevacion de los niveles de enfermedad durante los
meses de Jjunio v  Julio, con una maximo en los meses de
agosto y setiembre, a partir de donde sufre un leve
descenso nuevamente (CORBANA, 1992).

Considerando la época del afio en que se realizdo el
ensayo (junio, julio), efectivamente la precipitacién no
era un factor limitante vy no lo fue.

Al digual que la precipitacion, la humedad relativa
(Figura 4) no constituyd un factor limitante para el
desarrolio de la enfermedad v por tanto la evaluacion de
los tratamientos. La humedad relativa promedio para el
tiempo de estudio fue de 90,1%, con muy poca variacidén puEs
el rango tuvo un limite maximo de 23,1% y minimo de B7,4%
(Anexo &). Manteniendo siempre niveles adecuados vy
necesarios para la germinacion de las esporas vy el

desarrollo de la infeccidn.
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El promedio de velocidad del viento fue bastante baijo
durante el ensayo con un valor de 0,80 m/s (2,88 Km/h)
(Anexo &), lo cual se considera como un aire ligero y poco
significativo (Heuveldop, 1984).

S5in embargo estos niveles pueden ser suficientes
considerando que el viento juega un papel importante para
la diseminacion de las esporas una vez liberadas, pero
determinante en el case de distancias apreciables. Las
plantas sanas fueron colocadas al pie de las infectadas pear

lo que el viento no fue un factor limitante.

4.1.2.2 Evaluacién del efecto del uso de los coadyuvantes
sobre la enfermedad mediante el conteo del numero

de pizcas.

La Figura S corresponde a la evaluacidn de la
enfermedad (promedio) mediante el conteo del ndmero de
pizcas en los estados 2 v 3 de la escala de Mourichon, en

un marquito de 9 cm=, colocado al azar en dos posiciones de
la hoja tres de cada planta.

Be aprecia en la figura que los tratamientos 5 (Aceite
+ R1) y 18 (Aceite) fueron 1os de menor numero de pizcas en
promedio, seguidos por los tratamientos de la combinacidn
de la cepa Rl con el Nu-Film Yy el Agua Estéril (9 vy 13
respectivamente).

U  analisis de varianza detectd gque no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos como se
muestra en el Cuadro 6, lo cual coincide con una  prueba
similar realizada por Gonzalez, 1995. Pero muestra alta
significancia (p=0,01) para las repeticiones, 1los cual
indica que existid una gradiente en algun factor no
considerado.

La exposicion a las condiciones ambientales del campo
que sufren las plantas procedentes del invernadero, puede
ser un  factor determinante para el desarrollo de los

sintomas.

el



@ O

»00oN -0

40 -
35
30
25
20 - B
i
15 _... T e
10 4
5 e
O I t | T i I i I I “ ] T ! I 1 i 1 i | I 3 | T
1234567 8 9101112131415161718192021
Tratamiento
FIGURA 5: Efecto de los tratamientos
sobre la severidad de la Sigatoka Negra,
en invernadero.Nimero de pizcas en 9 ¢m?2
1: Stiwet + A1 B:Acelte + A23 M:Nu~Fiim + A3016:Agua + Q2
2: Silwet + A23 7:Acaite + A30 12:Nu-Film + Q2 17:Silwet
3:8ilwet + AS0 8:Aceite + Q2 13:Agua + R1 18:Aceaitae
4:Silwet + Q2 9:Nu-Film + R1 14:Agua + A23  19:Nu-Fiim

B: Acelte *+ R1

10:Nu-Flim + A23 18:Agua + A30 20:Medlo
21:Agua

51



Cuadro &: Analisis de varianza para los datos transformados
(log{promedio)) del ndmero de pizcas en Jcm? de
la hoja de banano. 1995.

F.V. G.L. S.C. cC.mM. Frob>F
Repeticiones 4 14,29 3.57 0.0001 %x
Tratamientos 20 6.91 0.34 0.1972 ns
Error 77 20.26 0.26
Total 101 41 45 Rz2= 0.51 C.V.= 146.53

38w xltamente significative (pw0,.01)
nem no migpnifliecativo

lLas caracteristicas externas y de adaptacidn del
follaje requieren de algun tiempo que permita capacitar a
la planta para un funcionamiento normal luego de un cambio
en los niveles de los factores ambientales, tal v como el
gue se da en este caso.

La inoculacidn mediante la exposicidn e2n una
plantacion con alta infeccion del patdgeno se justifica en
la problematica que presenta el agente causal de la
Sigatoka Negra para la esporulaciétn en condiciones de
laboratorio, por lo que una inoculacidn artificial presenta
un alto grado de riesgo v dificultad.

Durante la exposicion al indculo en el campa, algunas
plantas fueron colocadas al pie de las plantas enfermas,
mientras que otras estaban alejadas aproximadamente a metro
y medic o dos metros de la base de las mismas y esto pudo
haber sido un factor determinante de los niveles de esa
inoculacidn, Esto debe considerarse también como una
variable gue al no estar previsto su efecto sobre el indice
de infeccion vy no ser incorporada al andlisis estadistico
pudo provocar un  aumento en la variacion entre las
repeticiones v perder asi el efecto mismo del tratamiento.

Para tratar de determinar el efecto de cada cepa vy de
cada coadyuvante en forma independiente v las interacciones

entre ellos, se realizd una descomposicidn de los

LR
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tratamientos en sus factores, considerando cuatro niveles
de coadyuvante (Silwet, Aceite, Nu~Film Yy Agua Estéril como
testigo) vy ecinco niveles de cepa (R1, A23, A30, (A2 vy 1la
ausencia de cepa como testigo), v se analizaron los datos
como un disefio factorial.

En el Cuadra 7 se indican los valares del analisis vy

la significancia de cada factaor.

Cuadro 7: Analisis factorial para los datos transformados
{log(promedin)) del ndamero de pizcas en 9cm? de
la hoja de bananco. 1995.

F.V. G.L. S.C. C.M. Prob>F
Repeticiones 4 12.85 3,21 0.0001 %%
Coadyuvantes 3 1.74 0.58 0.1025 ns
Cepa 4 2.83 0.71 0.0423 x
CoadyuvantexCepa 12 2.16 0.18 0.78B10 ng
Error 735 19.79 0.27
Total F& 39.36 Rz2= 0,50 C.V.= 146.83

(3} La diferencia &n #! ndawro de gradan de libmrtad (B.L)} con reswpecto &l dissfo da bloques sa dubwe
A la no ssnwsidwracidn dewl tratamiento Agua wola, que he wra reprasentativo an el dimoRe Yactorial.

¥3 » sltamante significative {(p=0.01)

¥ = mignificative {(pwd.on)

n&E * no wilgnificativos

e observa gue las cepas muestran significancia
{p=0.05), mientras no 1la hay en para los coadyuvantes ni
para la interaccion de 1los dos factores. Es decir gue al
menas una cepa se comportd en forma diferente a las otras.

Segun los resultados de una prueba de Duncan realizada
Cof los datos transformados, la cepa R1 no muestra
diferencias con respecto al testigo ni a la cepa A-30, pero
51 muestra diferencias con respecto a las cepas A-23 y Q-2
(Cuadro 8).

Las caracteristicas favorables de la cepa R-1 han sido
comprobadas reiteradamente por Gonzalez (1993), tanto a

nivel de invernadero camo en campo, vy por Ruiz (1995) en



Cuadro 8: Diferencias del efecto de la cepa sobre el ndmero
de pizcas en 9cm? de la hoja de banano, de
acuerdo a la prueba de Duncan.

Cepa Media (X}

R-1 2.778 (a)
A-30 3.107 (aj(b)
Testigo 3.115 (a)(by
A-23 3.183 {b)
Q-2 3.289 {(b)
13)1 mwdlas can Iwtras lgusles no suwstran difecsnclas wignificativas entre si (pe=0.03).

combinacion con substratos nutricionales. En esta prueba, a
pesar de o mostrar diferencias estadisticas con el
testigo, logra reducir la incidencia de la enfermedad mas
gue cualguiera de las otras.

La no presencia de diferencias entre el uso o no de
coadyuvantes también fue determinada por Gonzdalez en una
prueba preliminar jpn yvitro. Sin embargo, al considerar que
existieron factores no contemplados en el andlisis y que de
alguna forma afectaron el desarrollo de la enfermedad v su
relacidn  con los tratamientos, o se descartd una
diferencia en el comportamiento de dichos productos en

condiciones de campo.
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4.1.3 Prueba de antagonismo en campo.

4.1.3.1 Seleccidn de tratamientos.

Con base en los resultados obtenidos en 1a prueba
anterior con la evaluacién del ndmero de pizcas vy de
acuerde a la metodologia establecida se selecciond a
Serratia marcescens cepa R—-1 como el dnico microorganismo
que  seria evaluado en campo. Se decidid ademés probar
nuevamente la combinacidn de este microorganismo con los
coadyuvantes Silwet L-77, Aceite Agricola Agrol, Nu-Film 17
y con el agua, ademas de un testigo no tratado, pero va en
condiciones de campo y bajo un sistema agricola de

plantacidn comercial.

4.1.3.2 Analisis de fertilidad v fertilizacion del Aarea

seleccionada.

4.1.3.2.1 Condiciones de fertilidad.
Se realizdé un andlisis del suelo del area seleccionada
a &0 om de profundidad, en el Laboratoric Quimico Suelos Y

Foliares de CORBANA S.A..

Los resultados se comparan con los promedios de la
Zona Oeste, en la cual esta ubicada la EARTH segun la
zonificacion de las 4areas cultivadas de banano, y con los

niveles Optimos de nutrimentos en el suelo segun el
Ministerio de Agricultura y Gamaderia (MAG), utilizados con
exito en el cultivo del banano. Los valores se presentan en
el Cuadro 9.

En términos generales las condiciones de fertilidad
del suelo utilizado son buenas y adecuadas con respecto al
optimo reconocido vy el promedio de la zona., Individualmente
se puede resaltar un excelente contenido de P, Mn y Materia
Urganica entre los aspectos nutricionales positivos, asi
como una alta concentracidn de Fe (muy relacionado con el

pHY, una ligers deficiencia en In (caracteristico de 1a

k)



Cuadro ?: Condiciones quimicas del &rea experimental en la
E.A.R.T.H, Pocora de Limdn, Yy de la Zona Oeste.

Nutrimentos:

Al femol(+)/11]
Ca fcmol(+}/1]
Mg [emol(+)/1]
K femol(+)/1]
P (mg/1)

M (mg/1})

in {mg/1)

Cu (mg/1)

Fe {mg/1l)

pH

Materia Organica (%)
Relaciones:

Ca/Mg

Ca/K

Mg /K

(Ca+Mg) /K

100 K/ {Ca+Mg+K)

Area Exp.:

0,21

Zona Oeste?

Dptimo®

3,5-4,0
17,0-25,0
8,0-15,0
20,0-30,0

3,0-5,0

Textura*

Franco (Arena 39,B%, Limo 42,6%, Arcilla 17,6%)

{1} Fuentw: Laboratorio Quisics Bumlow ¥y Foliares, LORBANA B.A,

(2} Fumate: Lope: y Espihoza, 1993,
(3) Fuente: Bertsch, 1984,
{4) Laboratorio de Buelow, CATIE.
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zona) y un pH ligeramente &cido, entre los negativos.

Existe un desbalance marcado en la relacien Mg/K v mas
ligero en las de Ca/Mg vy Ca/K, sienda adecuado para los
casos de (Ca+Mg)/K y 100 K/ (Ca+Mg+K).

La textura es franca segun las proporciones de arena,
lima vy arcilla presentes, que puede caonsiderarse la mas
adecuada para el cultivo, principalmente una vez que se
eliminaron pequefos problemas de drenaje que se presentaron

al inicio.

4.1.3.2.2 Fertilizacién realizada.

Considerando el andlisis de suelo la fertilizacidn se
estandarizd con la realizada en la plantacidon comercial
para area nuevas,

Al momento del trasplante se aplicaron 20 gramos de la
formula 10-30-10 (NPK) en el fondo del hoyo, cubriendo el
abono con un capa de tierra de unos cinco centimetros antes
de colocar la planta. Dos semanas después se dispersaron 60
g/planta de sulfato de magnesio sobre la rodaja de cada
una. A un mes vy medio del trasplante se hizo una
fertilizacidn con nitrato de amonio (Nutran Farmula
Nitrogenada &0-0-0) en una dosis de 50 g/planta sobre la
rodaja.

A partir del sequndo mes desde el trasplante se
realizd una aplicacidn mensual con formula completa (18-5-

13-6-2).

4.1.3.3 Densidades de indculo #n la parcela experimental
y en la plantacidn comercial.

El registro de 1los niveles de indculo en la parcela
experimental y en la plantacién comercial se presenrntan en
la Figura 6., La metodologia seguida para el procesamiento
de las cintas se presenta en el Anexo 7. E1 valor semanal
es el promedio de ascosparas por metro cubico de aire

durante la semana respectiva.

a7



= Ensayo
P. Comercial
4
3
2
1
0

Semanas

FIGURA 6: Niumero de ascosporas por metro
cibico de aire en las parcelas de ensayo
y en la plantacion comercial, EARTH.1995
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Los valores correspondientes al area del ensayo no son
superiores en ningdn caso & las 5 asc/m™ de aire por
semana, constituyendose esto en un nivel extremadamente
bajo de indculo para todo el periodo de registro. EI1
pramedic semanal fue de 2,8 asc/m™ de aire.

Gaulh en 1985 registrd en platanales sin manejo de la
enfermedad de la Finca San Pablo, 28 Millas de Limén, vy
para la misma época del afo, niveles de indculo por semana
en un rango de 1000 a mas de 54460 asc/m™ de aire a una
altura de 4,65 m. En todo su periodo de estudio reporta una
mayor frecuencia de valores superiores a las 1000 asc/m™ de
aire semanal (Gauhl, 19790}.

Gonzalez en 1994 trabajando con microorganismos
antagonistas en una parcela alejada de plantaciones
comerciales, pero al lado de una parcela de banano sin
combate guimico ni mantenimiento, registrd niveles de
inoculo muy altos, con promedio semanal de 114746 asc/m™ de
aire (Bonzdlez, 1995).

La comparacion entre los valores de la parcela
experimental y la plantacion comercial cercana, muestra que
las diferencias son peguefas pero, con excepcidn de la
dgltima semana, los niveles de indculo en el aire son
mayores en la plantacidn comercial. En esta area el combate
de la Sigatoka Negra se realiza alternando los fungicidas
de contacto v sistemicos tradicionalmente usados para tal
fin, haciendo aplicaciones de acuerdo con el método de
preaviso bioldgico, asesorados por la Corporacion Bananera
Nacional (CORBANA S.A.).

Al analizar las concentraciones de indculo diariamente
si es posible apreciar dos comportamientos claramente
diferentes {(Figura 7). En el area experimental se mantiene
una concentracion mas baja pero constante a lo largo del
periodo de observacidn, mientras que en el Area comercial
s2 producen picos altos separados por dias de practicamente

CEro asCcosporas por metro cubico de aire.
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El  comportamiento en la plantacidén manejada por la
EARTH es bastante semejante, auntue con niveles mucho mas
bajos, al reportado por Gaulh para el caso de platanales
con  combate quimico reducideo de la enfermedad {Baulh,
1990). Este comportamiento, su periodicidad e intensidad
estan estrechamente ligadas con las condiciones climaticas
imperantes vy sus variaciones,

Los valopres registrados por las trampas en este esnsayo
pueden considerarse bajos cen relacion a  los datos
repaortados por otros autores (GBauhl, 19903 Gonzalez, 1995).
En cualquier caso cabe considerar que la eficiencia de las
trampas volumétricas depende directamente de la velocldad
del viento, el tamafo de las particulas v otros factaores
como la composicidn del adhesivo utilizado.

Normalmente se logra una eficiencia del 75% (Bartlett
y Bainbridge, 1978) o del 70% * 20% (Burkard Manufacturing
Co.Ltd. s.f.), segun las condiciones eepecificas de la
medicidn.

En este caso uno de los factores mas importantes pudo
haber sido que el numero de aumentos utilizados {200X) para
el conteo, este puedo haber sido insuficiente y disminuidg
la capacidad del observador para visualizar las esporas en

la cinta.

4.1.3.4 Precipitacion semanal durante 1la realizacion de
la prueba.

La precipitacion registrada en el sitio del
experimento durante el periodo de aplicacidn y evaluacion
de los tratamientos se presenta en la Figura 8. Para las
semanas dos y tres se tuvo problemas con el pluviografe por
lo que no se registro la precipitacion correspondiente.

El acumulado de 1luvias alcanza los 494,4 mm, con
promedio de 195,5 mm por mes, que cumple los requerimientos

necesarios de la planta de banano (Soto, 1985).
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4.1.3.9 Efecto del uso de coadyuvantes sobre el
desarrollo y la severidad de la enfermedad.

La combinacidn de la cepa R-1 con el aceite agricola
resultd  ser el tratamiento mds eficiente para lograr la
disminuecidn de la tasa de infeccidn de la enfermedad.

En la Figura ? se presentan los comportamientos de los
tratamientos durante las ocho semanas de evaluacidn. Como
se aprecia durante todo el periodo el tratamiento Aceite+R1
es el de niveles mads bajos de infeccidn.

£l andlisis estadistico de los datos considerando el
area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)

contirma las diferencias entre tratamiemtos (Cuadro 10).

Cuadro 10:Andlisis de varianza para los valores de ABCPE
de cada tratamiento, para la Sigatoka Negra en

CaMmPo.
F.V. G.L. S.C. e.M. Prab>F
Repeticiones 4 13.534 3.38 0.00B3 xx
Tratamientos 5 23.01 4 .60 0.0012 xx
Error 20 14.64 159.22
Total 29 51.18 Rz= 0.71 C.V.= 17.46

E¥= a)ltamante significativo {p=0.0%}
ABCPE calculada coame ET(1+1}=TLILY{L+1)+Y43/2, donde Tim Tiespo an la i-ésima obawrvacion ¥
YiwBwvmridad wn ia i-é&mias nDbservacidn.

Los tratamientos resultaron altamente significativos
(p=0.01), al igual que las repeticiones. La significancia
de las repeticiones se esperaba pues fueron colocadas sabre
una gradiemte de distancia con respecto al 4rea comercial
(fuente de indculo inicial).

Ademas, por razones de disponibilidad de material, una
de las repeticlones fue sembrada con plantas procedentes de
invernaderoc y no con plantas previamente adaptadas a las
condiciones de campo coma las utilizadas en las otras

cuatro repeticiones. Este factor provocd que las plantas de

&3
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invernadero se desarrollaran méas lentamente pues debieron
sufrir todo el periodo de adaptacidn.

Para determinar las diferencias entre tratamientos se
realizd una prueba de medias (Duncan, p=0.0%) para los
valores medios del ABCPE de cada tratamiento (Figura 10).

Los resul tados se muestran en 21 Cuadro 11.

Cuadro 11: Diferencias entre los valores medios del AHCPE
de cada tratamiento del ensayo de campo, segin
prueba de Duncan.

Tratamiento Media {%)
Acelite + R-1 3.417 {a)
Aceite 3.996 {a)({b)
Silwet + R-1 4.787 {(b)(c)
Nu-Film + R-1 0.497 (c)
Testigo 5.644 (c)
R—1 5.725 {c)

{$): nadias con lstras iqgusles no muestran diferenclas significativas sntre wi (p=0.08).

Como lo muestra la prueba, los tratamientos Aceite+R1
y Aceite presentaron diferencias significativas (p=0.035)
con respecto al Testigo, pero no las hubo entre ellos. No
se dan diferencias entre el Aceite v la combinacidon del
Silwet vy la bacteria, pero si entre esta combipacidn v la
respectiva entre aceite vy el microorganismo.

Considerando el comportamiento fungistatico reconcocido
del aceite agricola vy al no presentarse diferencias entre
el control de la enfermedad ejercido por 1 producto
aplicado solo o en combinacidn con el antagonista, no
parece haber un efecto de la presencia del microorganismo;
més aun considerando que las diferencias entre el Testigo vy
el tratamienta de bacteria sola no son estadisticamente

significativas.
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Sin embargo cabe retomar que la ausencia de
diferencias estadisticas entre la combinacien del Silwet
mas antagonista y el aceite solo indica un grado de control
logrado claramente por el antagonista ya que nNo se conace
que el arganosilicon tenga capacidad fungicida o
fungistatica.

Bonzdalez (1995) reporta un control eficiente con la
aplicacidn del micragrganismo sin necesidad de
coadyuvantes, equivalente a la aplicacidn de la bacteria
sola, en condiciones de niveles muy elevados del indculo de
la enfermedad presentes en el ensayo.

Ruiz no encontrg diferencias entre el testigo v los
tratamientos de aplicacidn mensual de la cepa R-1 en un
ensayo con substratos bajo condiciones de baja densidad de
indculo. Mientras si reporta diferencias con respecto al
tratamiento con fungicidas, siendo este ltimo mas
eficiente (Ruiz, 1995).

Para el caso de la prueba realizada en campo se debe
considerar que los niveles de indculo  fueron muy bajos y
#sto hace mads dificil que se logren expresar diferencias
entre los tratamientos; ademas, como en los otros ensayos
{Gonzdlez, 19953 Ruiz, 1993) se estima que el disefio de
parcelas contiguas implica un problema de deriva que podria

significar un subsidio para gl testigo.
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4.2 UBICACION ENDOFITICA A TRAVES DE LA RAIZ.

El analisis del suelo uwtilizado (Anexo B)Y 1o
identifico como un suelo arcilloso, con pH ligeramente
acido y niveles adecuados de las bases K, Mg vy Ca, asi como
del contenido de materia organica. Con un nivel de fésforo
muy cercano al limite inferior del dptimo recomendado, sin
embargo se decidid no hacer aplicaciones de enmiendas o
fertilizantes para evitar alterar las relaciones vy con ello

afectar el comportamiento y efecto de los tratamientos.

4.2.1 Observaciin directa de la superficie de las
raices tratadas.

Se colectaron muestras de la raiz de plantas tratadas
con las cuatro cepas bacteriales utilizadas y del testigo
tratado con  agua destilada esteril, es decir cinco
tratamientos.

Mediante 1 usn del microscopio electronico se
pudieron hacer observaciones de +tres de los tratamientos.
Se apreciaron las correspondientes a la cepa R-1 de
Serratia marcescens, a la cepa A-30 de Bacillus cereus y a
la cepa 0-2 del genero Bacillus sp.

La primera observacidn fue de la muestra de la cepa
A-30 vy se lograron determinar sus detalles y distribucion a
2200 aumentos. La forma de la ceélula bacterial era la de un
pequerc cilindro con una relacidn largo:diametro de unos
S:l, con un tono claro en su superficie.

La caracteristica mds interesante fue su distribucian
sobre la superficie de la raiz. Bran cantidad de células
independientes estaban dispersas sobre la superficie
radical, pero se observaron también una especie de pequefios
cordones o cadenitas constituidas por varias células unidas
por los extremos, en grupos de cinco, ocho, diez o pocas
mas. Estas cadenas se ubicaron, igualmente, sobre cualquier

parte de la superficie,
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La segunda muestra analizada fue la de la cepa R~1,
una Serratia. Para apreciar en detalle las caracteristicas
y distribucidn de estas células fue necesario utilizar
entre 3700 y 4200 aumentos, casi el doble de los necesarios
&n la cepa anterior.

En este caso se tratd de celulas independientes con
forma ovoidal v un tono mas opaco de su  superfticie con
respecto a la anterior. La cantidad de células era mucho
mayor a la de A-30 y su dispersion y distribucidn un - poco
mas homogeéneas sobre la raiz.

Finalmente se realizaron las observaciones de la cepa
Q-2 del género Pacillus. Su forma y el tono de su
superficie eran muy similares a las de A-30, pera su tamado
bastante menor casi un 50%. Sin embargo las observaciones
se pudieron realizar a 2200 aumentos.

5in  duda los detalles mas caracteristicos en la cepa
G-2 fueron su dispersion y su  distribucien, las cuales
ademas de algunas celulas independientes consistian
principalmente en grandes conglomerados de células sobre
una area pequefia de la superficie radical. Los grupons
podrian ser de miles de celulas, pero no fue posible
apreciar formaciones tipo cadena como las de A-30, mas bien
estaban colocadas o unidas por una masa.

Es importante resaltar gque todos los tratamientos
incluian wna dosis de 0,054 v/v de Tween B0, como

dispersante. Sin embargo sola en el caso de la cepa R-1 se

aprecid una distribucidn  bastante homogénea sobre la
superficie de la raiz. Las cadenitas de A-30 y las masas
formadas por -2, indican gue este coadyuvante no actug
eficientemente sobre ellas, lo cual puede ser un factor

determinante en un posible ingreso de las células por los
conductos o la misma opcidn de colonizar ia rairz v el suelo

circundante en una pasible aplicacidn en esta area.
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4.2.2 Presencia de microorganismos en gotas de aqua
expulsadas de la planta.

La recoleccion se realizd una sola vez sobre agar
nutriente con gquitina y sobre agar quitina. Se evalué la
presgncia (positivo) o no (negativo) del microorganismo
respectivo; para los testigos se considerd la presencia de
cualquiera de los microorganismos de interés como resul tado
positivo y la ausencia de estos como negativo. Los

resultados se presentan en el Cuadro 12,

Cuadro 12: Resultados de la prueba de recuperacion de los
microorganismos inoculados a traves de la
recoleccidn de gotas de agua expulsadas por la

planta.
AN+Q AG

Tratamiento Repeticion
i 2 3 1
1 R~1 +, + + -
2 A-23 + - - -
3 A-30 - - - -
4 Q-2 - - - -
3 Testigo - - - -
& R-1 + substrate + + + -
7 A-23 + substrato - - - -
8 A-30 + substrate + + + -
? Q-2 + substrato - - - -

10 Testigo + substrato - -~ - -

im 4y Prossncia dwel microorganisss de interds,
2= 1 No presencla del afcravrganiessy de interdw.



Los resultados obtenidos para la recoleccidn sobre
AN+Q son  bastante precisos ya que con excepcidn del
tratamiento 2, se pudo determinar la presencia o ausencia
del microorganismo de interés en las tres repeticiones.

Salamente tres tratamientos mostraron resultados

positivos: la g, parcescens cepa R-1 con y sin substrato vy
gl B. cereus cepa A-30 con substrato. Resulta interesante
gue no se trate de un solo género como podria esperarse
considerando las caracteristicas de cada uno de ellos. Las
Serratias son de menor tamafo que los Facillus y por lo

tanto posiblemente mas faciles de ser transportadas paor los

conductos. S5in embargo, 1 género Facillus es el dnico
capaz de producir pEqUenas esporas que pueden ser
acarreadas, sin dejar de considerar la posibilidad de ser

los mismos bacilos arrastrados por el sistema de succion de
la planta.

La ausencia de microorganismos en los  testigos,
tratamientos 5 y 10, permite asegurar que el comportamiento
de los tratamientos 1, 6 y 9 se debe precisamente a la
metodologia utilizada.

lLa aplicacidn de substrato no parece terner efecto
sobre la cepa R-1, que de por si tiene una altisima
habilidad reproductiva vy de supervivencia comprobada nor
anteriores ensayos (Gonzalez, 1995; Ruiz, 1995).

Para la cepa A-30 hay un efecto en el aumento de la
disponibilidad de indculo y el tiempo de exposiciédn a
traves de la colocaciédn del substrato inoculado. Como se
aprecia, cuando este microorganismo fue inoculado
unicamente a través de la exposicion de las raices a 1la
solucidn concentrada, no fue posible determinar su
presencia en las gotas de agua colectadas, mientras gue al
agregar el substrato se aobtuvieron resultados positivos
para las tres repeticiones.

El transporte a través del tejido interno de 1la

planta, donde las condiciones del medio son tan diferentes
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a las del exterior, puede significar un verdadero tamiz
ejerciendo una presion de seleccidn por individuos de 1la
poblacion de la cepa inoculada.

Las caracteristicas particulares de esas poblaciones
deberian ser evaluadas y comparadas con las de la poblacidn
original, de tal forma que se mida el efecto, positivo o
negativo, de la exposicion de las cepas al ambiente
endofito de la planta.

Okumoto (1993) encontrd que la cepa A-30 crecid menos
en agar nutriente con quitina (AN@) que en agar quitina
(AQ) cuando se sembraron las poblaciones originales sobre
platos de petri con los respectivos medias. Se atribuye
este comportamiento a que esta cepa no podria utilizar bien
la fuente de nutricidn extra en presencia de quitina.

En este caso la recoleccidn del producto de gutacion
de la planta sobre agar quitina (AQ) mostrd resultados
negativos para todos los tratamientos, lo que parece
indicar gue la recupsracidn en un medio poco nutritivo no
gs factible.

Es posible considerar gue las concentraciones tan
bajas de microorganisma que podrian ser transportadas y la
propia viabilidad de estos habrian provocado esos
resul tados, pero también pudo ser el efecto del medio
enddfito.

Finalmente no se pueden descartar factores externos
gue pudieron influir en los resultados. Como puede ser por
ejemplo la gran cantidad de organismos colonizadores que se
desarrollaron sobre el substrato colocado en las macetas,
la gran mayoria hongos como T7richoderma sp, entre otros,
que pudieron ser competencia o al menos alterar el

comportamiento de las plantas tratadas.
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4,2.3 Recuperacidn de los microorganismos de la parte
interna de la raiz.

La presencia de colonias de los microorganismos de
interés en los platos con medio nutritivo es el mas claro
indicio del ingreso de los mismos a la raiz de las plantas
tratadas.

Los resultados presentes en el Cuadro 13 incluyen la
determinacion de 1la presencia del microorganisme v los
promedios de crecimiento de las colonias medido uno v tres
dias después de la siembra en el plato. Los valores de los
tratamientos con vy sin substrato para la primera evaluacidn
son los mismos, pues s tomo una planta representativa para
cada cepa vya gue todavia no se habia colocado el substrato.

De acuerdo con los resultados las cepas del género
Bacillus (A-30, 8-2) tuvieron mayor facilidad para ingresar
y colonizar la raiz de las plantas tratadas que las cepas
del género Serratia (R-1, A~23). Es posible que esto se
deba a la capacidad de producir esporas, mds resistentes al
medio ¥y mas peqguenas, caracteristica de los Bacillus.

Para las cepas R-1 v A-23 no se nota un efecto de la
colocacidn del substrato en las macetas, mientras que para
las cepas A-30 y O-2 se aprecia algun efecto al disminuirse
la presencia y los promedios de crecimiento de las colonias
cuando habia substrato.

La colocacion del substrato inoculado trajo consigo un
problema de contaminacidn por la gran cantidad de
microorganismos, principalmente hongos, gque colonizaron vy
se desarrollaron sobre el.

Tanto los bongos como otros microorganismos presentes
pueden causar una disminucidn de las poblaciones de las
bacterias inoculadas mediante la produccian de metabolitos
y otros productos.

En los platos donde se pusieron muestras de los
testigos con y sin substrato, y de algunas de las

repeticiones de los tratamientos, e pudo apreciar el
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Cuadro 13: Resultados de la prueba de recuperacion de
microorganismos de la parte interna de la raiz Yy
medicion del crecimiento de las colonias en cm.

1l d.d.s?* 3 d.d.s.2
Tratamiento Eval.= Pres,= Prom.4 Pres. Prom.
1 4 0,16 + 4t 0,38
R-1 2 +—t 0,10 =t 0,43
3 = G,00 i Q,29
1 +Htt 0,16 +ht 0,37
A-23 2 ——++ 0,10 =t 0,31
3 e 0,00 ——— 0,12
1 o+ 0,43 +++ 0,72
A-30 2 +4 -+ 0,20 ++++ 1,44
I e 0,33 + 4 1,43
1 ERTRrI. 0’55 e ob 2 3 i,lq
Q-2 z2 +4+++ 1,00 ++ -+ 2,10
3 oo 0,55 b 1,50
1 ———— 0,00 ———— 0,00
Testigo 2 e e 0,00 e 0,00
3 e 0,00 e — 0,00
1 +ttt 0,146 F bt 0,36
R—1+Subst. 2 +4—+ 0,17 + - 0,50
3 e e 0,00 +—++ 0,18
1 ++++ 0,14 4 0,37
A—-23+8ubst, 2 o e o 0,14 — et 0,18
3 e 0,00 +om 0,21
1 + A 0,43 ++++ 0,72
A~30+5ubst. 2 +++— ¢,30 b 1,26
3 e 0,00 o 0,33
1 +4+++ 0,53 ++++ 1,19
-2+5ubst. 2 ++++ 1,03 O 1,67
3 o 0,53 e 0,93
1 ———— 0,00 ———— 0,00
Test.+Subst. 2 it 0,00 ———— 0,00
3 v 0,00 e 0,00

l1: {dutd . m.lmdims despuks dw 1la siwsbra wn wl plato.

21 Eval.=Evaluacldnii=dia de aplicacidn de  los trataminntonj2esinte diaw demspudés de la aplicacion ds
tratamiantom;Sequince dias despudw de la apiicacién dw los tratamisntos.

3t Prew.=Prasaoncia du} microorganissc dw  Aintsrds  en  cada e de  las cuatro repsticiohent

brapresentey -=No premsenta.

4t Proa,«Proswdlo dw Jlam custro repsticlones del cruecimlento de ie colonia.
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crecimiento de colonias bacteriales diferentes a las de los
microorganismos inoculados, lo cual indica 1a presencia
endofitica de otros microorganismos en forma natural,
aunque no se puede descartar en este casgo el escape de
algunos microorganismos epifitos a ia desinfeccidn
realizada.

Estas bacterias podrian ser eventualmente competidores
0 antagonistas de las cepas inoculadas coma tratamientos v
dificultar su ingreso y la colonizacién del interior de la
planta.

Ese comportamiento no fue estudiado, sin embargo, Ruiz
en wuna comunicacién personal (19246}, informe de evidentes
disminuciones e inhibiciones del crecimiento de las
colonias de las cepas de Pacillus cuando eran colocadas en
extractos de hojas molidas, con respecto al crecimiemto
cuando  eran colocadas en extractos de hojas obtenidos del
lavado externo de la lamina foliar. El efecto parece haber
sido producido por la presencia de microorganismos
enddfitos liberados a través de la molienda del tejido o de

algun metabolito generado o liberado por ésta.

4.2.4 Efecto de la inoculacidn sobre dos variables de
crecimiento: Diametro del tallo y ndmero de
hojas.

El numero de hojas no fue un parametro adecuado por el
corto periodo de evaluacidn ya que la emisidn foliar en el
caso del banano es casi semanal y dificilmente pueden
detectarse diferencias e un  mes. Seria valioso el
parametro para ensayos de mayor duracién, preferiblemente
&1 Campo.

El diametro del tallo si fue una variable adecuada. Se
realizdo el analisis utilizando los incrementos semanales
del grosor del tallo a un centimetro de altura para
eliminar el efecto de diferencias en el grosor 1nicial de

las plantas, a pesar de ser estas bastante homogéneas.
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La Figura 11 muestra los incrementos semanales para
cada tratamiento. Se calculd el area bajo una curva trazada
con dichos valores que permitid evaluar los tratamientos
estadisticamente. En el Anexo 9 se reportan los valores
numericos de los incrementos semanales.

En el Cuadro 14 se aprecian los resultados del
anadlisis estadistico. Donde encontramos que los
tratamientos tuvieron diferencias altamente significativas

(p=0,01), no asi las repeticiones.

Cuadro 14: Resultados del analisis estadistico del Area
bajo la curva de incrementos semanales.

F.V. G.L. 5.C. C.M. Prob>F
Repeticiones 4 0.02 0.004 0.664 ns
Tratamientos 2 0.23 0.025 0.003 xx
Error 35 0.25 0.007
Total 48 0.50 R2= 0.30 C.V.= 30.495

ne= no significative

Ti» sltacente significative {(p=0.01}

RBE1E calculada como ET{L+1)-TLILY(4+31+YL1/2, donde Tim Tiempe wn  la i-4wima opbswrvacién  y
YiwBuvaridad wn la i-dsisma sheervacion.

Para determinar el comportamiento de los tratamientos
se realizd una prueba de medias de rango mialtiple (Duncan,
p=0,05), obteniendo los resultados del Cuadro 15.

Los tratamientos con 1la cepa A-30 sola (T3) Yy con
substrato inoculado (7T8) fueron 1los unicos gque mostraron
diferencias significativas (p=0,035) con respecto al testigo
absoluto (T5). Este comportamiento parece indicar que la
colocacidn del substrato inoculado no significo ninguna
ventaja para la promocidn del crecimiento de las plantas
tratadas.

La cepa A-30 corresponde a un J, cereus y también
mostrd diferencias significativas con respecto a otro
Bacillus, 1la cepa G-2, probando asi ser mas efectiva en

promover el crecimiento de las plantas.
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Cuadro 13: Diferencias entre los valores medios del ABCIS
para cada tratamiento del ensayo de inoculacian
endofitica, segun prueba de Duncan.

Tratamiento Media (%)
T3 A-30 0.427 (a)
T8 A~30 + substrato 0.358 (a)(b)
T1Q Testigo + substrato 0.296 {B)(c)
T7 A-23 + substrato 0.293 {(b)(c)
T2 A-23 0.2469 (bi(ec)
T1 R-1 0.245 {bY{c)
Té R-1 + substrato 0.245 (b)(c)
T4 Q-2 Q.207 ()
T9 -2 + substrato 0.206 (c)
T3 Testigo 0.200 (c)
(£)s nedias con letras iguales no muestren diferenciss significativas wntra wi (p=0,0B}.

GBonzdlez reporto la apreciacidn visual de un

crecimiento superior de plantas +tratadas con tratamientos
que incluian la cepa A=30 y la cepa R-1 (Gonzalez, 1995).

Los dos tratamientos que involucraban la cepa R-1 no
mostraron diferencias con respecto al tratamientoc 68-30 con
substrato, pero si con respecto al tratamiento con esa cepa
sola. Esto parece indicar, y bajo el conocimiento del gran
crecimiento de otros microorganismos sobre el substrato,
que la cepa A-30 fue de alguna forma afectada por esos
microorganismos.

bEse efecto no se nota para las otras cepas pues no
existen diferencias en los comportamiertos de los pares de
tratamientos en que se involucran cada una de ellas.

La colonizacidn tan alta por parte de microorganismos
comt Vrichoderma sp, parece ser la razan por la cual ne se

aprecian diferencias entre =21 Testigo con substrato y el
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tratamiento de A-30+substrato.

Es posible que estos microorganismos tengan un efecto
sobre el crecimiento de las plantas v a la vez afectar de
alguna forma el efecto de la cepa A-30, gque inoculada sola
indica ser mejor para inducir incrementos en el crecimienta

de las plantas de banano que las otras cepas.
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4.3 DISCUSION GENERAL.

Los comportamientos de las cepas a lo largo de las
pruebas con agentes tenso activos y de calocacidn
endofitica realizadas en este trabajo es reflejo de las
propiedades que se han estudiado y comprobado en ensayos de
caracterizacion, antagonismo ¥ de combinacion con
substratos realizados con estos microorganismos (Gonzalez,
1993535 Okumoto et aJ, 1993; Rodriguez, 1995; Ruiz, 1995).

Las cepas de PBacillus, como la A-30 y la [Q-2,
presentaron mejores compor-tamientos en la prueba de
ubicacidn endofitica, pues su presencia fue mds evidente vy
el crecimiento de las colonias recuperadas fue mayor, con
respecto a las cepas del genero Serratia, comog la R-1.

t.os bacilos mostraron mejores condiciones para
adaptarse al ambiente interno de las plantas, al menos del
tejido radical, de acuerdo con su compartamiento en las
pruehas de recuperacion de microorganismos de esas arsas.
Sin embargo cuando se intentaron recuperar de la parte
aerea de la planta la cepa R-1 fue la que actud mejor.

La mejor adaptacidn de los bacilos (especificamente de
la cepa A-30) en la zona radical parecié incidir en la
capacidad de 1lgs mismos para inducir el crecimiento de las
plantas. La cepa Q-2 no mostrd ser un  buen inductor del
crecimiento, pero se adaptd mejor vy sus colonias crecieron
mas rapidamente gue todas las cepas.

lLa colocacidn del substrato aumentd la exposicidn de
lag raices a los microorganismos v esto permitid gque la
cepa A-30 pudiera ser recuperada a traveés de la recoleccion
de gotas de agua producto del proceso de gutacion. Este
resultado indica que al aumentar la presencia de las
bacterias en la zona radical se puede lograr o motivar el
ingreso de las mismas al tejido de las plantas en niveles
mas significativos y mejorar asi las posibilidades del

establecimiento endaftite.
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Por otra parte los bacilos no fueron tan eficientes
cuando se trato de ubicarlos en la superficie foliar con
ayuda de los coadvuvantes. En este caso la cepa R-1 mostro,
coma en otros ensayos (Gonzalez, 1995, Ruiz, 1995), las
mejores caracteristicas tanto en adaptacion comao en
antagonismo hacia el agente causal de la Sigatoka Negra.

La cepa R-1 ha mostrado en otras pruebas de campo
niveles de control de la enfermedad solo un poco menores a
los aleanzados por laos fungicidas (Gonzalez, 1993); en este
caso no se utilizaron laos productos fungicidas mas
tradicionales, pero si el aceite agricola que es parte
esencial del control actual de la Sigatoka en la
plantaciones comerciales.

Las caracteristicas propias del aceite agricola fueron
suficientes para lograr evitar y/o disminuir los miveles de
la enfermedad con respecto al testigo, pero la combinacidn
del microorganismo antagonista con 21 organosilicon Silwet
L-77 logro igualar ese control. De tal forma dgue la
eficiencia del microaorganismo antagonista Serratia
marcescens cepa R-1 fue superior cuando se le aplicd en  la
superficie foliar con el producto.

Noo se puede descartar la posibilidad de deriva entre
tratamientos y de estos al testigo, lo cual pudo praovacar
un nivel bajo de infeccidn generalizado en la parcela
experimental, haciendo mas dificil la identificacion de
diferencias entre los tratamientos.

El crecimiento de las plantas fue estimulado por el
microorganismo antagonista Bacillus cereus cepa A~-30 cuando
las raices se expusieron a una solucidn concentrada de 1la
bacteria, pero no se logrd determinar el efecto de esa
inoculacidn sobre la incidencia vy severidad de la

enfermedad.
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S CONMCLUSTONES o

2.1 USO DE COADYUVANTES EN LA APLICACION FOLIAR:

- Los coadyuvantes Silwet L-77, Nu-Film 17 v el aceite
agricola no aftectaron la multiplicacidon v viabilidad de los

microorganismos antagonistas.

~ Bajo condiciones de baja precipitacidn y temperatura
limitante para el patédgeno, &1 uso de coadyuvantes no
contribuyd a aumentar la eficiencia de las bacterias

guitinoliticas, en plantas desarrolladas en invernadero.

- En esas mismas condiciones la cepa bacterial del
antagonista fue mas significativa que 21 coadyuvante

utilizado, en cuanto al nivel de enfermedad permitido.

- La cepa R-1 de &, marcescens resultd ser la de mayor
capacidad antagonista a nivel foliar sobre la Sigatoka
Negra en plantas desarvrolladas en invernadero, con

inooulacidn natural de la enfermedad.

- Lops niveles de indculo de M, Fijiensis en el aire
fueron bajos durante las once semanas de duracien del

ensayo de campo.

= Durante el periodo de comparacion el  indculo en el
aire mostrd comportamientos diferentes entre la parcela
gxperimental (bajo vy constante) v la plantacidn comercial

{ciclos de aumentos v descensos subitos).

~ Bajo condiciones de campo v con niveles bajos de
indculo, la bacteria antagonista 5, marcescens cepa R-1
aplicada en agua pura no mostrd diferencia significativas

con el testigo para el control de la Sigatoka Negra.
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- El aceite agricola solo vy en combinacidn con  la
bacteria 5, marcescens cepa R-1, alcanzaron los niveles mas
altos de control de la enfermedad, bajo las condicionss de

campo descritas.

5.2 UBICACION ENDOFITICA A TRAVES DE LA RAIZ:

~ La distribucidn de las cepas bacteriales sobre la
superficie de la raiz fue diferente y puede ser un factor
determinante ante la posibilidad de penetrar y/a colonizar

la zona radical de las plantas inoculadas.

1
- La recuperacidn de los microorganismos de secciones
de raiz desinfectados extermnamente comprobd la factibilidad

del metodo de inoculaciédn endofitica a traveés de la raiz.

~ Las cepas A-30 y Q-2 del género Bacillus tuvieron
mayor éxito al ingresar y colonizar el tejido interno de
las plantas tratadas, aungue las cepas R-1 y A-23 del

genero Serratia, también fueron detectadas.
- ka cepa A-30 promovid el crecimiento de las plantas

en mayor grado que cualquiera de las otras cepas,y  en mas

del doble con respecto al testigo.
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< RECOMENDACIOMNES:

= Continuar las evaluaciones de campo  del efecto del
uso del aceite agricola vy el Silwet L-77 en combinacidm con
las cepas antagonistas bajo condiciones de niveles de
indculo mads altos Y mayor duracidn del ensayo, incluyendo

andlisis de productividad de las parcelas experimentales.

= La utilizacidn de 1a trampa de esporas brinda un
dato muy valioso, deberia implementarse vy estandarizarse su
andlisis para pruebas futuras. Un estudio mas profundo de
la epidemiologia de la enfermedad en el area experimental y
la plantacidn comercial deberia ser una razdmn mas para su

Uso.

~ Realizar ensayos de invernadero Y Campo para evaluar
el potencial de la bacterias Quitinoliticas mas eficientes

como inductoras de crecimiemto.

=~ Evaluar las caracteristicas particulares de 1a
poblaciones de las tepas bacteriales utilizadas durante lag
pruebas de inoculacion endofitica y de la poblaciones
reaisladas a través de los diferentes procedimientos de

comprobacién de la misma.

- Implementar metodologias de deteccion de posibles
sustancias inductoras y niveles de quitinasas en 1a planta
tratada durante la realizacion de evaluaciones de induccidn

de crecimiento v resistencia inducida.
- Hacer uso del microscopio electranico para facilitar

la comprension de muchos hechos relacionados con  la

actividad antagonista de las bacterias en la planta.
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Anexo 3: Ubicacién de la parcela experimental.

Jorge Miranda, Carlos Ruiz.
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Anexo 4: Distribucién de los tratamientos en la

arcela ex erlmem‘al en la EARTH.

\I I l Plantacion Comercial I I//

SIMBOLOGIA :

T8

- TRAMPA ESPORAS TR CANAL 2RIO T1: Siiwet + R1

£\ PLUVIOGRAFO

CANAL 3RIO

PARCELA

T2: Nu~Film + Rt

T3: Aceite + R1

T4: R1
TE: Aceite

T68: Teatigo
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Anexo

5
coadyuvantes

Resultados
Silwet

Anexo 5.

{(ufc/ml)
L-77,

prusba
Nu-Film y

de toxicidad

de los

el aceite agricola

sobre los microrganismos antagonistas a p, fijiensis.
Cepa AGLIA ABGUA SILWET ACEITE NU-FILM
{(hora 0)

R~1 2.0%107 2.7%107 3.6%107 2.3%107 2.2%107
A-273 1.5%x107 2.7%107 4.2%107 2.1%107 3.2%107
A-30 7.1%10e 1L.0%107 2.3%107 1.8%10% ?.2%10%
Q-2 1.6%107 bH.9%10% 2.7%107 1.9%107 7.0%10=
a-5 b.5%k10= 3.2%10° 3.0%107 1.8%107 7.2%10%
{(ufe/ml) = Unidades formadoras de colonia por mililitro.
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Anexo .

Anexo &: Datos meteoroldgicos durante el periodo de
inoculacidn, desarrollo v evaluacidn de 1la Sigatoka en la
prueba de control en plantas desarrolladas en invernadero.

Fecha Temperatura Precipit. Humedad Velocidad
mes dia max min med Diaria Relativa Viento

°C *C o mim A m/s

Junio 12 28.6 20.4 22.1 1 ?1.3 0.80

8 13 30.8 20.2 22.2 18 3.1 Q.85

" 14 26.1 12.0 21.0 o ?1.4 0.80

" 15 29.8 19.0 22.4 23 93.1 0.87

" 16 29.8 18.8 22.4 11 0.1 0.&8B

" 17 30.0 19.&6 23.4 1 ?1.8 0.87

o i8 30.3 20.85 23.46 28 89.9 0.83

o 1% 30.2 18.7 22.4 43 82.8 0.90

" 20 30.4 1B.4 22.6 2 B2.2 0.94

" 21 1.2 20.4 22.9 4 87.4 Q.69

" 22 30.% 20.7 23.9 0 20.8 0.74

" 23 30.%9 19.0 22.1 2 Bg.3 0.54

o 24 0.9 17.7 22.72 17 92.9 Q.97

" 295 28.7 18.4 21.5 0 87.7 0.81

" 246 29.1 18.0 22.6 0 89.2 0.93

' 27 28.4 19.8 21.8 ¢] 889.3 0.44

" 28 28.9 12.3 22.0 & 21.9 Q.75

" 29 29.2 18.7 22.1 i 21.5 .98

" 30 26.4 18.2 20.5 2 88.2 Q.83

Julic 1 30.1 18.4 22.2 52 89.1 0.70

" 2 22.5 19.4 23.4 1 88.4 0.93

" 3 2B.& 20.3 22.95 3 88.7 0.78

" 4 30.1 19.3 23.2 Q ?1.1 0.83

it 3 27 .6 192.6 21.1 0 89.2 0.791

" ) 29.2 19.7 22.0 25 F0.5 0.95

Promediao 28.3 19.3 22.3 240+ 0.1 .80

Fuente: Estacidn CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1995,

l= Ea up atuoulade no un prossdis,
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Anexo 7.

Estimacion de la concentracidn de indculo de p, fijiensis
en el aire a partir de los datos registrados con la trampa
vaolumetrica. :

La metodologia siguiente es la recomendada por la compafiia
productora de las trampas, segun aparece en el manual de
aoperacion de las mismas. (BURKARD MANUFACTURING Co.Ltd.s.f.)

1. La cinta de la trampa es retirada v colocada sobre la
regla calibrada de Siete secciones que incluye el equipo.
Cada seccidn de estas representa un dia de la semana. E1
cilindro del reloj interno de la trampa expone dos
milimetros de cinta cada hora, por lo que la seccidn o dia
mide exactamente 48 mm de largo, que es lo correspondiente
a las 24 horas de cada dia, por 14 mm de ancho, para un
area total de 672 mm?2 por dia.

2. Una ves separada cada seccidn, son colocadas en
portaobjetos v cubiertas con Gelvatol v un  cubrecbjietos
para evitar la humedad y el deterioro. Se recomienda
guardarlas a 4°C para que no bhaya germinacién de las
esporas y pasible contaminacidén con bacterias y hongos.

3. Para el conteo de las esporas se utiliza un microscopio
con un aumento  adecuado al  tamafio de las particulas de
interés. En este caso las observaciones se realizaron con
200 aumentos. Con estos aumentos se obtiene un campo éptico
de 1 mm de diametro.

4, La observacion se realizd haciendo un muestreos de cinco
desplazamientos desde la primera hasta la vigésima cuarta

hora para cada seccion (dia), ubicados en cinco diferentes
posiciones del ancho total de cinta vy en sentido paralelo
al mavimiento del eilindro en la trampa. Contando las

ascosporas que aparecian a lo largo de cada desplazamiento;
la sumatoria de las esporas observadas en los cinco
desplazamientos corresponde a las observadas en 2] muestreo
(representadas por una X}.

9. A partir de este dato se realizan los siguientes
calculos:

a. Area cubierta por cada desplazamiento:
diametro del campo dptico ¥ largo de la secciéan =

(L mm % 48 mm)= 48 mm?2
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Anexo 7.
{continuacidn)
b. Area cubierta por muestreo:
numero de desplazamientos ¥ area de cada desplazamiento =
{5 x 48 mm2 )= 240 mm?
c. Numero de esporas registradas en el adrea total de la
seccion {(dia) (representadas por X'):

(numero de esporas contadas por muestreo) % (area total
por dia o seccidn}) % (area por muestreo) =

(esp./muestreo) ¥ (&72 mm2 dia-) ; (240 mm? /muestreo)l= X°
o lo gue es lo mismo:

(X % 2.8)= X' esporas/dia

d. Esporas por metro cubico de aire:(representadas por X' ')

Dato importante suministrado por 21 manual: suceidn de la
trampa= 0.6 m7 de aire/hora, es decir:

0.6%24=14 .4 m~ de aire/dia)

por lo tanto:
Esporas por metro cubico de aire se calcula:s
numeroc de esporas por dia / metros cubico de aire por dia

X' esporasfdia / 14.4 mT/diaz= X'

En resumen, para el caso de 200 aumentos v cinco
desplazamientos por muestreo, cada espora observada en la
cinta representa:

(2.8 7 14.4) = 0.2 esporas por m% de aire.

Factor de conversidn:
Esporas por metro cubico de aire= (esporas por dia ¥ 0.2)
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Anexc B.

Anexo B: Resultados andlisis de suelo utilizado en la
prueba de ubicacidn endofitica a traveés de la raiz.(X)

Nutrimentos: Suelo Optimo*
Ca 4,52 4-20
Mg 1,23 1~10
K 0,20 0,2~1,5
P 9,70 10-40
oH 4,9 5,5-4,3
Materia Organica (4) 3,873 3,1

Relaciones:

Ca/Mg 3,67 3,5-4,0

Ca/k 22,60 17,0-25,0
Mg /K 6,15 8,0-15,0
(Ca+Mg) /K 28,75 20,0-30,0
100 K/ (Ea+Mg+K) 3,36 3,0-5,0

Textura: Arcilloso (Arena 26,4%, Limo 31,6%, Arcilla 42,0%)

(¥} = Laboratorio de suelos CATIE.
(1} Fuente: Lépez y Espinoza, 19%93.

It
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Anexo 9.

Anexo 9: Incrementos semanales {(cm) del diametro del tallo
a un centimetro de altura para las plantas tratadas en la
prueba de inoculacion endofitica por la raiz.

Tratamientos Semansa
1 2 3 4

R—-1 0,022 0,042 G,138 0,108
A-23 0,024 0,044 0,134 0,158
A-30 0,030 0,102 0,210 0,200
a-2 0,022 0,102 0,060 6,048
Testigo 0,014 0,032 0,112 0,098
R-1 +Subst. 0,010 0,046 0,114 Q,1460
A-23 + Subst. 0,020 0,070 0,128 0,174
A-30 + Subst. 0,018 0,064 ¢,178 0,208
Q-2 + Subst. 0,022 0,095 0,058 ¢,08B5
Test. + Subst. 0,010 0,018 0,144 G,258

101



	PORTADA
	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	TABLA DE CONTENIDO
	LISTA DE CUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE ANEXOS
	RESUMEN
	SUMMARY
	1. INTRODUCCION
	1.1 Hipótesis de trabajo
	1.2 Objetivos del trabajo

	2. REVISION DE LITERATURA
	2.1 El cultivo
	2.2 La enfermedad
	2.3 El control biológico

	3. MATERIALES Y METODOS
	3.1 Localización
	3.2 Material experimental
	3.3 Pruebas de antagonismo con el uso de agentes tenso activos (Silwet L-77 y Nu-film 17) y el aceite agrícola
	3.4 Prueba de ubicación endofítica a través de la raíz 

	4. RESULTADOS Y DISCUSION
	4.1 Efecto de los agentes tenso activos (Silwet L-77 y Nu-film 17) y el aceite agrícola sobre los microorganismos antagonistas
	4.2 Ubicación endofítica a través de la raíz
	4.3 Discusión general

	5. CONCLUSIONES
	5.1 Uso de coadyuvantes en la aplicación foliar
	5.2 Ubicación endofitica a través de la raíz

	6. RECOMENDACIONES
	7. BIBLIOGRAFIA
	8. ANEXOS

