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DINAMICA POBLACIONAL DE BACTERIAS LITICAS PRESENTES EN LA
FILOSFERA DE BANANO EN CONDICIONES DE CAMPO EN LA ZONA DE
URABA

RESUMEN

La Sigatoka negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, es la
enfermedad foliar mas destructora para la produccién de los cultivos de banano
y platano en el mundo. Actualmente el control de esta enfermedad se centra en la
aplicacion de fungicidas quimicos; sin embargo, el patégeno ha desarrollado
resistencia, aumentando los costos de control, el impacto negativo sobre el
ambiente y la exigencia de los consumidores por una fruta cada vez mas libre del
uso de plaguicidas. Se ha desarrollado investigacién para promover el incremento
de poblaciones nativas de bacterias con actividad litica sobre M. fijiensis a través
de sustratos foliares selectivos de esta microbiota. Se observo que las poblaciones
de bacterias glucanoliticas y quitinoliticas tienden a estabilizarse con tendencia al
aumento en los ultimos muestreos, ello puede deberse a la adaptacién de las
poblaciones nativas a la aplicacion periddica de los sustratos solos 0 en mezcla
con fungicidas o a la incursién de condiciones ambientales que favorecieron el

crecimiento de las bacterias.

Palabras clave: Mycosphaerella fijiensis, bacterias quitinoliticas, bacterias

glucanoliticas, quitina coloidal, harina de cebada, control biolégico.



ABSTRACT

The Black Sigatoka caused by the fungus Mycosphaerella fijiensis Morelet, is the
most destructive foliar disease in the banana (Musa x paradisiaca L.) and plantain
(Musa acuminata Colla) production around the world. Chemical fungicides are the
main control tactics; however, fungicide resistance had increased control costs,
besides environmental contamination and consumers demands for a fruit free of
pesticide residues. It was observed that populations of bacteria and chitinolytic
glucanolytic tend to be stable with a tendency to increase in recent surveys, this
may be due to the adaptation of native populations to the periodic use of the
substrates alone or in mixtures with fungicides or conditions raid environment that
fostered the growth of bacteria.

Key words: Mycosphaerella fijiensis, chitinolytic bacteria, glucanolytic bacteria,

colloidal chitin, barley flour, biological control.
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1. INTRODUCCION

La Sigatoka negra es la enfermedad de mayor impacto econémico en los cultivos
de banano (MusaAAA.) y platano (Musa AAB) debido a la alta demanda de uso de
fungicidas de sintesis necesarios para obtener una fruta que cumpla con los
estandares de calidad para exportacion, los cuales se ven afectados por la
enfermedad principalmente en la duracion de la vida verde de la fruta cosechada.
Dichos fungicidas deben ser aplicados en intervalos de 7-12 dias, lo cual genera la
aplicacion de 35-50 ciclos de fungicidas/ afio en los paises bananeros, con altos

costos de produccion en sus cultivos (Chica et al., 2004).

Esta estrategia convencional de control quimico de la enfermedad, podria tener
una estrategia alternativa y complementaria de manejo, acorde con los
lineamientos de una agricultura sostenible, basada en la utilizacion de
microorganismos quitinoliticos y glucanoliticos nativos de la filosfera de musaceas
alimenticias, capaces de degradar la quitina y glucanos presentes en la pared
celular de hongos ascomicetes (Bartnicki-Garcia, 1968) como Mycosphaerella
fijiensis Morelet, agente etioldgico de la enfermedad, hecho que los hace sensibles
al ataque de enzimas quitinoliticas o glucanoliticas (Sahai y Manocha, 1993;
Mahadevan y Crawford, 1997).

13



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GENERALES.

Conocer bajo condiciones de campo la dinamica de bacterias con potencial litico

sobre Mycosphaerella fijiensis en la filosfera de banano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar el efecto de dos sustratos foliares a base de harina de cebada, urea
y su combinacién con aceite mineral y fungicidas convencionales sobre la cantidad

de bacterias quitino y glucanoliticas en la filosfera de banano.

2. Analizar el efecto de la precipitacion sobre la dinamica poblacional de las
bacterias.

3. Relacionar la dinamica poblacional de las bacterias liticas con el desarrollo de

la Sigatoka negra.

14



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 SIGATOKA NEGRA

La Sigatoka negra, es el principal problema fitopatol6gico del cultivo del banano y
el platano en América, Asia y Africa (Carlier et al. 2000, Lepoivre et al. 2003,
Marin et al. 2003) y es la enfermedad de mayor impacto econdmico en los
cultivos de banano (MusaAAA.) y platano (Musa AAB) debido a la alta demanda
de uso de fungicidas de sintesis necesarios para obtener una fruta que cumpla
con los estandares de calidad para exportacion, los cuales se ven afectados por la
enfermedad principalmente en la duracion de la vida verde de la fruta cosechada.
Dichos fungicidas deben ser aplicados en intervalos de 7-12 dias, lo cual genera la
aplicacion de 35-50 ciclos de fungicidas afio en los paises bananeros, con altos

costos de produccion en sus cultivos (Chica et al., 2004).

3.1.1 Origen y distribucion de la sigatoka negra

La Sigatoka Negra se identificd por vez primera en 1963 en la costa sudeste de
Viti Levu (Islas figi) (Rhodes 1964). Seguidamente, se registré su presencia en el
Pacifico (estrecho de Torres y peninsula del Cabo York en Australia, Papua Nueva
Guinea, Islas Salomon, Vanuatu, Nueva Caledonia, Isla Norfolk, Estados
Federales de Micronesia, Tonga, Samoa Occidental, Isla Niue, Isla Cook, Tahiti y
Hawai). También, fue observada en Asia en la localidad de Butan, Taiwan, sur de

15



China incluida la Isla Hainan, Vietnam, Filipinas, Malasia Occidental y Sumatra en
Indonesia (Stover 1987).

En Africa, esta enfermedad se documento por vez primera en Zambia en 1973 y
en Gabon en 1978. Luego se extendié a lo largo de la costa occidental hacia
Cameruan, Nigeria, Benin, Togo, Ghana y Costa de Marfil. Detectada en 1987 en la
republica democrética de Congo (ex Zaire), alcanzando Burundi, Ruanda, el Oeste

de Tanzania, Uganda Kenia y la Republica Centroafricana.

En América Latina, la Sigatoka negra se describié por primera vez en Honduras en
el afio de 1972 (Stover y Dickson, 1976), desde donde se disemindé hacia
Guatemala y Belice, llegando al sur de México en 1981(Orozco et al. 2001).
Posteriormente, se establecié en El Salvador, Nicaragua, Costa Rica en 1979
(Marin t Romero, 1992) y en Panama en 1981(Marcelino y Quintero, 1992),
siguiendo hacia Colombia, Ecuador y Perd (Merchan, 1990). Se ha registrado en
Venezuela y Cuba en 1991 y en Jamaica y La Republica Dominicana en 1996, en

Bolivia en 1997 y por ultimo en Brasil en 1998. (Figura 1.)
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Figura 1. Mapa de distribucion de la Sigatoka negra en el mundo.

3.1.2 Etiologia

El agente causal de la Sigatoka negra M. fijiensis Morelet, con su estado
imperfecto correspondiente a la especie Paracercospora fijiensis (Morelet)
Deighton, renombrado recientemente como Pseudocercospora fijiensis (Morelet)
Deighton, es un hongo de la clase Ascomycetes, orden Dothideales
Dothideaceae. (Belalcazar et al, 1991, 253); (Marin et al, 2003, 211); (Patifio y
Mejia, 1999, 10); (Ploetz et al, 1994, 7); (UPEB, 1992, 33). Este hongo se
reproduce y disemina a través de dos clases de esporas de tamafio microscopico
conocidas como ascosporas y conidios las cuales constituyen el in6culo del

patogeno (Merchan, 2000).
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Las ascosporas o esporas de origen sexual se encuentran dentro de las ascas, las
Cuales, se producen en el interior de los pseudotecio o seudoperitecios que
aparecen como puntos negros sobre las manchas cenizas, especialmente, en
hojas que estan parcial o totalmente necréticas. Los conidios o esporas de origen
asexual se producen en las primeras lesiones de la enfermedad, es decir, cuando
aparecen los puntos o pizcas y las rayas, principalmente, en el envés de la hoja
(Merchan, 2000).

3.1.3 Sintomatologia

Como resultado de la accion patogénica de M. fijiensis en las hojas de las plantas
afectadas se manifiesta una serie de sintomas que van desde puntos y rayas
hasta manchas necréticas, pasando por diferentes estados, los cuales han sido

descritos por Fouré (Fouré, 1991), de la siguiente manera:

Estado 1. En este estado se puede apreciar el primer sintoma visible de la
enfermedad el cual se distingue por la presencia de pequeiias decoloraciones por
puntos con menos de un milimetro de longitud, de color café rojizo mas conocida
como pizca. Este sintoma no es visible al trasluz y solo se puede observar por el

envés de la hoja.
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Estado 2. Las pizcas aumentan de tamafio en sentido longitudinal paralelas a la
venacion, formando estrias de 2 a 3 mm de longitud, de color café rojizo visibles

primero en el envés y luego en el haz.

Foto 1.Estado 2

Estado 3. Se distingue por la presencia de estrias o rayas con un tamafio minimo
de 5 mm, pudiendo alcanzar hasta 2 a 3 cm de largo. Las estrias conservan el

color rojizo por el envés y toman color negro por el haz.

Foto 2. Estado 3
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Estado 4. Se caracteriza por la presencia de manchas elipticas u ovales que

toman un color café por el envés y negro por el haz.

Estado 5. En este estado la mancha eliptica es totalmente negra en ambas caras
de la hoja, aparece rodeada por un halo amarillo y presenta una “depresion” en el

centro del tejido.

Estado 6. La mancha esta totalmente desarrollada; el area central hundida es de
color gris y un borde de color café oscuro o negro forma un anillo bien definido
alrededor de la mancha. Ademas, aparece un halo de color amarillo brillante
alrededor de la lesion. Aun cuando la hoja esté muerta, la mancha persiste y el

anillo oscuro que rodea la mancha también se mantiene bastante definido.

20



La Sigatoka negra ataca solamente las hojas en donde produce una gran cantidad
de manchas que coalescen rapidamente, causando necrosis y muerte de toda el
area foliar. De esta manera, disminuye la actividad fotosintética afectando el
normal crecimiento y productividad de las plantas y trayendo, como consecuencia,
la maduracion prematura de los racimos lo que se constituye en la mayor causa de
pérdidas ligadas al ataque de esta enfermedad (Merchan, 2000, citado por

Bornacelly y Bolafio, 2003).

Una vez el patdgeno ha penetrado al hospedero, a través de los estomas, inicia el
proceso de colonizacion intercelular e intracelular hasta formar conidioforos de P.
fijiensis, que emergen por el envés de las hojas desde el primer estadio de la

enfermedad hasta el desarrollo completo de la lesién (Belalcazar, 1991).

3.1.4 Evaluacién del estado de infeccidn

Es necesario tener una idea clara y precisa del estado sanitario de la finca, para
prevenir dafios severos al cultivo y su produccion. Por esta razén se deben hacer
evaluaciones periodicas (semanales 0 quincenales) sobre la incidencia y

severidad de la sigatoka negra en cada finca.

A continuacién se presentan dos sistemas que son los mas ampliamente usados:
la metodologia de Stover modificada para la evaluacion de incidencia y severidad;
y el sistema de preaviso bioldgico, estado de desarrollo de la enfermedad, para la

determinacion del momento para aplicar fungicidas.
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3.1.4.1 Metodologia de Stover modificada por Gauhl

La evaluacion de incidencia y severidad por medio de la Metodologia de Stover
modificada, permite obtener informacion bastante detallada de la situacion
sanitaria de la plantacion.

El sistema consiste en una estimacion visual del area foliar afectada en todas las
hojas de plantas proximas a floracion, sin necesidad de bajar la hoja. Para esta
evaluacion se toman en cuenta todas las hojas presentes excepto la hoja candela

y las hojas agobiadas.

La hoja méas cercana a la hoja candela se considera la hoja N° 1. El conteo se
facilita considerando la distribucion en espiral (par e impar) de derecha a izquierda

a partir de las hojas 1y 2, contando hacia abajo.

Para determinar el area foliar afectada debe estimarse visualmente el area total
cubierta por todos los sintomas de la enfermedad en cada hoja y calcular el
porcentaje de la hoja cubierto por los sintomas. Para esto es necesario contar con

un patrén o modelo que divide la hoja en proporciones porcentuales.
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Figura 2. Escala de Stover modificada por Gauhl (1989)

GRADO 1 (HASTA 10 MANCHAS) GRADO 2 (< 5%)

L7 RO

GRADO 4 (16-34) GRADO 5 (34-50) GRADO 6 (>50)

Figura 3. Conteo de hojas en la evaluacién de incidencia en Sigatoka Negra
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3.1.5 Ciclo de la enfermedad

La sigatoka negra es considerada una enfermedad policiclica por la caracteristica
que tiene el hongo de reproducirse repetitivamente durante el curso de la
epidemia, es decir, por presentar una secuencia sin fin de infeccion, colonizacién,
esporulacion y dispersion y, ademas, porque en €l existe una infeccion ramificada
dado que produce dos tipos de esporas diferentes aunque ellas no ocurran,
necesariamente, en forma alterna o equitativa (Belalcazar, 1991; Patifio y Mejia,

1991, citados por Consuegra y Lorenzo, 2003)

Como se ilustra en la figura 4, el ciclo de vida de M. fijiensis se inicia con la
deposicion de las esporas, ya sean ascosporas o conidios, sobre las hojas libres
de la enfermedad o sobre las ya afectadas. Los procesos de germinacion y
penetracion del in6culo solo ocurren cuando hay condiciones favorables con
humedad relativa de 90 a 100%, temperaturas de 26 a 28°C y, sobre todo
presencia de agua libre sobre las hojas. Bajo tales condiciones, las esporas
germinan en un periodo de 2 a 6 horas, formando tubos germinativos que se
extienden y ramifican en busca de las estomas. De este modo, se inicia el
proceso de penetracién gque tarda de 2 a 3 dias si las condiciones de humedad
relativa, temperatura y mojadura foliar son las adecuadas (Belalcazar et al, 1991,
Merchan, 2000; Patifio y Mejia, 1999; Ploetz et al, 1994; Sierra, 1993).

Las ascosporas o esporas de origen sexual se desarrollan en el interior de
cuerpos fructiferos conocidos como ascécarpos o seudotecios y se desprenden de
la lesiones en estadio 5y 6, segun la escala de Foure, mientras que las conidias o
esporas de origen asexual se producen sobre los conidiéforos y se desprenden

desde el estadio 2 hasta el 6, segun la escala de Fouré.
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Las conidias se desprenden del conidiéforo, por accidon de agentes ambientales
como el agua y el viento (AUGURA - Cenibanano, 2007; Merchéan, 2000 citado por
Aislant y Gamez, 2004).

I'a / Ascospora \
Conidia
Fseudotecios con
ascas ¥ ascosporas

Protopemteuo Espermagaonia i

Esporodoquics con
conidicforos v conidias

-
&~
r4
ind

Llegada de inoculo

Lesiones maduras Lesiones jovenes
{manchas) (pizcas vy estrias)
penetracion por
Lesiones en hojas estomas

Figura 4. Ciclo de vida de M. fijiensis, agente causal de la

Sigatoka negra del banano.

Se ha observado que bajo condiciones 6ptimas en la regién bananera de Uraba el
periodo de incubacion, definido como el tiempo que transcurre entre la y la
aparicion de la primera pizca o primer sintoma de la enfermedad, puede llegar a

ser de 17 dias en el cultivo de banano y los primeros conidios se pueden formar a
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los 28 dias (Merchan, 2000; Patifio y Mejia, 1999). El periodo de latencia asexual
para Sigatoka negra, estd definido como el tiempo que transcurre entre la
penetracion del inéculo y la emision de conidias, es decir, cuando se observa
estado 5 segun la escala de Fouré y el periodo de latencia sexual es considerado
como el tiempo que transcurre entre la penetracion del indculo y la formacion de
las primeras manchas del estado 5 segun Fouré, momento en el que comienza la
produccion de seudotecios y se inicia la liberacion o expulsién de las ascosporas
(Hoyos, et al., 2006). En banano, el ciclo total de la enfermedad puede tomar de
23 a 70 dias; sin embargo, lo normal es que se cumpla en un lapso de 35 a 50

dias después de la infeccion (Sierra, 1993).

La duraciéon del ciclo de la enfermedad estd estrechamente ligado a las
condiciones ambientales, a la variabilidad del patégeno y al estado fisiologico y
grado de nutricion de la planta; sin embargo, la virulencia del patégeno unida a la
concentracion de ascosporas y de conidios son determinantes tanto para la
intensidad de la infeccion como para la evolucién de cada uno de los estados de la
enfermedad (Patifio, 2002).

La Sigatoka negra se caracteriza por presentar, durante el afio, diferentes grados
de severidad lo que esta en funcion de las condiciones ambientales, pudiendo
alcanzar niveles epidémicos que ocasionan graves dafios sobre las plantas y
pérdidas sobre el rendimiento e incluso llegar a causar la muerte de las plantas
afectadas (Patifio, 2002).

Algunas investigaciones realizadas para estudiar el efecto de las ambientales
sobre el desarrollo de la Sigatoka negra revelan que, en épocas de invierno, el

ciclo de la enfermedad se acorta, alcanzando niveles epidémicos que ocasionan
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dafios muy severos al follaje y pérdidas considerables sobre el rendimiento anual
(Patifio y Mejia, 1999). De igual forma se ha encontrado que, en épocas secas, el
ciclo de la enfermedad se alarga notablemente; en consecuencia, se registran los

menores niveles de severidad y de dafios a la produccion (Patifio, 2002).

En Urab4, la curva de severidad muestra una relacion directa con los niveles de
precipitacion, mostrando en las primeras semanas del afio niveles relativamente
altos de infeccion, como resultado de las altas infecciones que ocurrieron a finales
del afio, posteriormente con el descenso en las lluvias cae el nivel de severidad
hasta el inicio de las lluvias en abril, momento a partir del cual se incrementa la
severidad casi en forma progresiva hasta las Ultimas semanas, producto del
incremento también progresivo de la precipitacion (Chica et al.,, 2004). Los
modelos de infeccién han determinado que el progresivo desarrollo de la infeccion,
puede llegar a causar pérdidas de hasta el 100% del area foliar sana (Chica et al.,
2004).

3.1.6 Epidemiologia

M. fijiensis tiene una reproduccion sexual y otra asexual, lo que dificulta su
manejo, dandole al patégeno una mayor capacidad de producir epidemias. En la
fase sexual la produccion de conidios es mayor cuando la enfermedad atraviesa
los estadios tres y cuatro, sobre todo durante los periodos de mayor pluviosidad
(Merchan, 1998).
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El transporte de conidios por el viento es 100 veces menos que la cantidad de
ascosporas. Las esporas son la fuente de inéculo mas importantes ya que se
transportan a largas distancias por el viento. Los conidi6foros se presentan de
manera continua hasta el segundo estadio de la mancha. En el centro de la
mancha estan los primeros conidiéforos que dejan de producir conidios. Estos
conidioforos salen uno a uno o en grupos de dos a ocho por las estomas del envés

de la hoja (Stover y Simmonds, 1987).

La lluvia, el rocio y la temperatura juegan un papel importante en el desarrollo y
diseminacién del inoculo de la enfermedad. El tiempo seco, con temperaturas
nocturnas inferiores a 20°C, disminuye el desarrollo de la enfermedad, aunque
parece ser que este patdbgeno es menos sensitivo a las bajas temperaturas,
cuando las lluvias son abundantes. En general, una rapida propagacion y alta
infeccion son favorecidas por el tiempo caluroso, lluvioso y con alta humedad en el

ambiente (Gonzélez, 1987).

La Sigatoka negra presenta una dinamica estacional, determinadas por las
variaciones de temperatura y pluviometria a lo largo del afio (Pérez 1998), zonas
con mayor severidad de la enfermedad estan caracterizadas por precipitaciones
de mas de 1400 mm afio y humedades relativas por encima del 80% (Martinez et
al. 1998). La germinacion y el crecimiento de las esporas es 6ptimo cuando existe
una pelicula de agua sobre la hoja, también la produccion de peritecios y la
descarga de ascosporas comienza entre 10 y 15 minutos después de iniciado el
humedecimiento de los tejidos y termina una hora después (Pérez, 1998).
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La humedad relativa es importante en proveer las condiciones las condiciones
hidricas necesarias para la germinacion de las esporas y el desarrollo de la
infeccion. El viento es el factor que permite la dispersion de las esporas del
patdgeno, una vez que éstas han sido liberadas. Se han encontrado también
correlaciones con otros factores del clima como la evapotranspiracion y la
duracion de la humedad foliar, con el desarrollo de las infecciones (Marin y
Romero, 1992).

La liberacion de conidios, es primordialmente efectuada por el agua en forma de
rocié y por el viento, aunque una alta frecuencia de dispersion se presenta
mediante el efecto conjunto de estos dos factores. Gotas de lluvia que se deslizan
sobre las hojas arrastran conidios a areas, plantas y hojas, ubicadas en sitios
inferiores al lugar de lesion. Estas gotas, cargadas de conidios, eventualmente son
impactadas por nuevas gotas de lluvia que logran impulsar micro-gotas
ascendentes que se depositan finalmente en &areas superiores de la planta o

logran ser liberadas al ambiente para su diseminacion edlitica.

3.2 METODOS DE CONTROL DE LA SIGATOKA NEGRA

La Sigatoka negra se maneja, principalmente, a través del control quimico.
También se utilizan las practicas culturales tendientes a la reduccion del in6culo, el
control genético y en la Ultima década, se han investigado métodos de control
biolégico mediante el empleo de sustratos, antagonistas y enmiendas organicas
(Ramirez y Rodriguez, 1988; Arango, 2000).Recientemente, se han incorporado
como otros métodos alternativos de control a la enfermedad, ciertas moléculas
inductoras de resistencia de la familia del Acibenzolar (Actigard) (Patifio, 2001).

Estos ultimos meétodos de control aun se encuentran en fase experimental y
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requiere de mas investigacion, antes de ser incorporados en programas de Manejo
Integrado del Cultivo.

3.2.1 Practicas culturales

Estas préacticas estan dirigidas principalmente a reducir la fuente de inoculo del
patdgeno y siempre estan integradas o forman parte de un programa de manejo
integrado de la enfermedad. El establecimiento de un buen sistema de drenaje es
muy recomendado ya que permite reducir los niveles de humedad en el suelo y
microclima dentro del la plantacion, reduciendo en cierto grado, las condiciones

favorables para el establecimiento de la enfermedad.

La deshoja fitosanitaria, reduce la fuente de inoculo interna en una plantacion. Sin
embargo, la institucién y supervision debe ser constante y rigurosa para no causar
un dafio mayor a la plantacion. Cuando la infeccion se encuentra localizada se
recomienda cortar solo la parte afectada (“despunte”) o sacrificar solo algunas
areas de la hoja afectada (“cirugia”); pero, cuando la infeccibn se encuentra

distribuida, es conveniente eliminar toda la hoja.

En ocasiones, los hijos pueden mostrar infecciones fuertes, por lo que se recurre a
cortar esas hojas. Esta labor se completa con la eliminacién de las hojas

agobiadas (Corrales y Marin, 1992).



Foto 4.Reduccién de indculo en campo por remocion del tejido enfermo.
A.Deshoje. B. Remocion de 4pices con cirugia.

3.2.2 Mejoramiento genético

La Sigatoka negra se favorece por la alta susceptibilidad de los principales clones
de banano utilizados en explotaciones comerciales para la explotacion (Gran
Enano y Valery, Musa AAA), lo que dificulta sustancialmente el manejo del
problema. Por ello, la resistencia genética es una de las mejores alternativas para
su control. Sin embargo, la obtencion de materiales resistentes a la Sigatoka negra
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con caracteristicas de rendimiento y calidad aceptables, es dificil y lento (Guzman
y Romero, 1996).

Se puede afirmar que los programas existentes de fitomejoramiento de banano y/o
platano o banano de coccion, tiene en general un macro objetivo: el desarrollo de
cultivares resistentes a enfermedades y plagas, tales como Sigatoka (negra y
amarilla), Mal de panama, Moko o Marchitez bacteria, nematodos, picudo, entre
los mas importantes. A esto se le agregan las caracteristicas agronémicas
deseables (tamafio y conformacion de los dedos) y calidad de la fruta. Ademas, la
reduccion del tamafio de la planta (especialmente en platano), disminucién del
ciclo del cultivo y el aumento en la produccién. La Sigatoka negra fue también la
principal justificacion para la creacion de la red Internacional para Mejoramiento
del Banano y el platano (INIBAP) quien desde 1984 empez6 a reposicionar a nivel
mundial la importancia de los bananos en general, pero muy particularmente la de
los platanos y bananos de coccién que son alimento importante en Africa, Asia y

Ameérica Latina. (Rosales y Poca sangre, 2002).

3.2.3 Control biolégico

Los fungicidas tienen un elevado costo para el agricultor, y viene perdiendo su
eficacia debido al fenédmeno de resistencia. Por otra parte, existe una demanda
creciente de los consumidores por una fruta de banano o platano mas libre del uso
de plaguicidas. La filosofia de los sustratos foliares para controlar enfermedades
en los cultivos, es coherente con los principios de la agricultura sostenible, pues se
basa en favorecer nutricionalmente, de manera selectiva, a las poblaciones

epifitas de bacterias quitinoliticas y glucanoliticas con potencial biorregulador
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sobre el patdgeno y presentes de manera natural en los ecosistemas de las
plantas cultivadas.

Una determinacién parcial de bacterias quitinoliticas y glucanoliticas epifitas
aisladas de la filosfera de plantaciones comerciales de banano y platano en Costa
Rica y Urab4, Colombia, evidenciaron la presencia de bacterias con potencial
biorregulador contra M. fijiensis en el area de la infeccidn. Los principales grupos
de bacterias encontradas, fueron en un 73% Bacilos Gram negativos, 13% bacilos
Gram positivos y 6% cocos Gram positivos, los cuales mostraron habilidad de
producir quitinasas y glucanasas en medios de crecimiento selectivos con quitina o
glucano, respectivamente, como unica fuente de carbono, en periodos inferiores a
48 h de incubacion. Esta capacidad litica puede permitir a las bacterias actuar
sobre la quitina y glucanos presentes en la pared celular de las ascosporas del
hongo, antes de que penetren en el estoma, pues se ha observado que
transcurren al menos 48 h entre la llegada de las ascosporas a la hoja y el inicio

del proceso de penetracion en el estoma.

3.2.4 Control quimico

Segun Cordero y Gonzélez (1988), en los paises donde se ha presentado la
Sigatoka negra, el control quimico se ha realizado utilizando fungicidas
protectantes, sistémicos, sistémicos locales y aplicando mezclas de fungicidas
sistémicos y protectantes. Estos productos son aplicados por medio de

fumigaciones aéreas en avionetas.



Foto 5. Aplicacion aérea de fungicidas

3.2.4.1 Protectantes

Los fungicidas protectantes tienen como funcion béasica la de prevencion. La
planta es tratada con el producto y estas moléculas no entran a su interior, lo que
hace que el hongo al ponerse en contacto con el ingrediente activo del fungicida
no se desarrolle y por lo tanto, no penetre en la célula del tejido foliar (Cordero y
Gonzélez 1988). Los fungicidas protectantes son recomendados cuando la
infeccion es baja esto sucede en épocas secas; ademas tienen la des ventaja de

ser lavados por las lluvias.

El modo de accién de estos fungicidas no es especifico, actian en muchos sitios
dentro de las células del hongo, por lo que la probabilidad de obtener resistencia a
estos fungicidas es bastante baja. Dentro de este tipo de fungicida estan los
pertenecientes a los grupos quimicos de los ditiocarbamatos como el mancozeb y

el clorotalonil que es otro tipo de fungicida (Marin y Romero 1992).
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3.2.4.2 Sistémicos

Los fungicidas sistémicos tienen la capacidad de penetrar los tejidos y de ser
movilizados a otras partes de la planta. Cuenta con un modo de accién especifico.
Esto hace que no se deban utilizar en forma continua y prolongada para evitar la
tolerancia del hongo hacia estos fungicidas. Se recomienda su uso cuando la
presion de infeccidn es alta, 50% de severidad. Tiene la ventaja de no ser lavado
por la lluvia, lo que permite reducir el nUmero de tratamientos anuales. Ademas
son compatibles con soluciones aceitosas y acuosas que son empleadas como

adyuvantes (Cordero y Gonzalez 1988).

Se cuenta con tres tipos de familias pertenecientes a este grupo: los
Benzimidasoles, los Triazoles y Estrobilurinas. Los Benzimidasoles actdan en la
tubulina de las células, proteina que se encuentra en el citoplasma y es de vital
importancia para la formacion del uso acromatico, por lo tanto es un inhibidor de la
mitosis. El fungicida mas utilizado de este grupo es el Benomil. El modo de accién
de los Triazoles es inhibir el citocromo P-450 de la enzima mono oxigenada, que
cataliza la reaccion de demetilacion del C-14 en la senda de biosintesis del

ergosterol.

Son llamados Demethyl inhibitors por que inhiben el proceso de metilacién, (Marin
y Romero 1992). En 1987, el propiconazole era el primer fungicida DMI registrado
para uso registrado en el platano en Ameérica Central. Debido a su alta eficacia
contra M. fijiensis. Otros triazoles registrados para uso en banano son Fusilazole

(registrado en Europa, pero no en Estados Unidos); fenbuconozole, bitertanol,
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tebuconazole, hexaconazole y cyproconazole. Hay diferencias en la eficacia de
estos componentes y en su movimiento sistémico dentro de la hoja. Los fungicidas
inhibidores de la biosintesis del ergosterol, son la base de los programas de
combate de la Sigatoka negra en la mayoria de los paises donde la enfermedad
esta presente. Los fungicidas de este tipo mas comunmente utilizados son, el ya
mencionado propiconazole y mas recientemente el bitertanol (Guzman y Romero,
1996).

La resistencia a los fungicidas de modo de accién especifica como el Benomil y el
propiconazole, es uno de los factores que mas influyen en las dificultades de
controlar efectivamente la enfermedad en el cultivo de banano. Estudios recientes
han demostrado la existencia de una alta frecuencia de aislamiento de M. fijiensis
resistentes a los fungicidas Benomil y propiconazole en las plantaciones de Coste
Rica (Calvo y Romero, 1996).

Los fungicidas sistémicos del grupo de Estrobilurinas presentan las sustancias
guimicas mas nuevas registradas para el uso contra Sigatoka negra. Estos
compuestos se encuentran en forma natural y son producidos por ciertas especies
de hongos que descomponen la madera con el fin de eliminar a otros hongos con

ellos por nutrientes.

Las Estrobilurinas A y B SON metabolitos fungicos secundarios aislados del hongo
del género Strobilurus; especialmente de las especies tenacellus (De Lange et al,

1993). Estos compuestos impiden la respiracion mitocondrial, bloqueando el
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transporte de electrones en la posicion complejo citocromo y frenando asi la
sintesis de ATP (Clough et al, 1994).En 1996, azoxystrobina era la primer
estrobilurina registrada para el uso en platano en América Central (Guzman y
Romero, 1996)

3.2.4.3 Sistémicos locales
Los fungicidas sistémicos locales es un grupo intermedio de fungicidas, los cuales
penetran en las hojas pero no se traslocan al resto de la planta. El Tridemorph es

el Unico fungicida utilizado en banano, que se incluye en este grupo.

Pertenece a la familia quimica de las morfolinas, cuyo modo de accién se
encuentra entre los inhibidores de la biosintesis del ergosterol que es un
componente importante de la membrana de la célula en hongos, interfiriendo con
el esterol reductasa. Actla en dos etapas diferentes en la biosintesis de los
ergosteroles, por lo que la generacién de cepas resistentes a este fungicida es
menos probable. Posee la ventaja de que no se ha encontrado resistencia cruzada
a los triazoles, lo que permite que pueda ser empleado en la rotacion de fungicidas

de modo de accion distintos (Marin y Romero, 1992).
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Tabla 1. Fungicidas utilizados en el control de Sigatoka negra

Periodo de
Accion Ingrediente activo | Nombre comercial reentrada
. Odeon 720 SC Al secarse el producto
Clorotalonil
Bravonil 720 SC Al secarse el producto
Dhitane 60 OF Al secarse el producto
PROTECTANTE
Dhitane FW-MB Al secarse el producto
Mancozeb

Manzate 200 WG Al secarse el producto

Profizeb 80% WP 2 Horas
Epoxiconazol Opus 7.5 Al secarse el producto
. Tilt 250 EC Al secarse el producto

Propiconazol
Bumper 25 EC Al secarse el producto
Azoxystrobim metil Bankit25 SC Al secarse el producto
Pyraclostrobin Regnum EC Al secarse el producto
Fenpropimorf Volley 88 OL Al secarse el producto
SISTEMICOS
LOCALES Spiroxamina Impulse EC 2 Horas
Pirymethanil Siganex 60 SC 2 Horas

3.3 RESISTENCIA A FUNGICIDAS

Los fungicidas han sido usados por alrededor de 210 aflos para proteger las

plantas contra enfermedades causadas por hongos. El comienzo de la larga

escala de aplicaciones de fungicidas para el combate de enfermedades fungosas

estd marcado por la mezcla de preparacion artesanal de caldos bordéles

elaborada por Millardet en 1883. Esta preparacion contenia, una mezcla de sulfato

de cobre y cal, que permanecio como el fungicida mas utilizado por mas de 50
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afios y que en algunos programas de Manejo Integrado de Cultivo se sigue
utilizando. (Dekker, 1982).

La aparicion repentina de la resistencia en una poblaciéon de patdgeno puede,
cuando no se reconoce en una etapa temprana, tener como resultado el fracaso
del control de la enfermedad y, consecuentemente, graves pérdidas de la
cosecha. Dekker (1982) define la resistencia a fungicidas como el cambio
hereditario de una célula fungosa o una poblacion de un hongo a un fungicida, lo

que resulta en una sensibilidad menor de lo normal hacia éste.

El uso comercial de fungicidas durante algunos afos, puede generar poblaciones
de patdgeno blancos que no son lo suficientemente sensibles para ser controlados
adecuadamente. Ellos aparecen generalmente, como una respuesta al uso
repetitivo del fungicida o al uso de otros fungicidas quimicamente relacionados o

con un mecanismo bioguimico de accion fangico similar.

Las poblaciones del patégeno que desarrollan la resistencia a un fungicida
pueden llegar a ser simultaneamente y automaticamente resistentes a otros
fungicidas que son afectados por la misma mutacion del gen siguiendo el mismo
mecanismo de la resistencia (Brent, 1995). Igualmente, que con la introduccion de
los fungicidas sistémicos, la incidencia de la resistencia crecié y el tiempo de
aparicion de esta es a menudo relativamente corto, 2-3 afios después de la

primera aplicacion, con el agravante de que esta resistencia es heredable
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3.4 USO DE LA QUITINA PARA EL CONTROL DE ENFERMEDADES
FOLIARES
La quitina es el compuesto organico que mas abunda en el planeta después de la
celulosa, y cumple misiones semejantes de proteccion y resistencia en animales

inferiores y hongos. (Herrera, 1993)

Es un polisacarido versatil formado por el azlicar N-acetilglucosamina, unida
mediante enlaces, que se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza,
aunque en el lugar que posiblemente mas abundan es el océano, siendo
producida por muchos organismos marinos incluyendo zooplancton y muchas
especies de fitoplancton. Los quitosanos son polimeros naturales similares a la
quitina en los cuales, tal vez solamente el 30% de las moléculas de glucosamina
se encuentran acetiladas. Las cadenas de quitina de mas de seis 0 siete
monomeros son insolubles; las cadenas pueden comprimir muchos miles de
monomeros. Las formas rigidas y extendidas de las moléculas son una
consecuencia de los enlaces que generan una disposicion en Zig-Zag entre los
puentes de oxigeno vecinos. Las moléculas planas, similares a un liston,
empacadas en un orden paralelo, se mantienen juntas mediante puentes de

hidrogeno.

La quitina constituye uno de los polisacaridos mas insolubles que existen, lo que
explica la dificultad que implica determinar el tamafio de sus cadenas poliméricas.
Las bacterias carecen de ella, entre los protozoos, muchos ciliados utilizan la

quitina para construir estructuras protectoras (lorigas) a semejanza de los corales:



multiples amebas, todas las parasitas de animales forman quistes de quitina, este
plisacarido lo hallamos en las colonias (Herrera-Ruiz, 1993).

Esta presente en algas, como en las diatomaes y los crisoflagelados. En los
hongos con excepcion de los oomicetos, ese polisacarido se erige en el principal

compuesto del armazoén de pared celular (Herrera-Ruiz, 1990).

Al ser la quitina un polimero tan insoluble, a lo largo de los tiempos se han
desarrollado diferentes metodologias para lograr su obtencidbn en materias mas
pequefias y féaciles de utilizar por los microorganismos degradadores en el

ambiente.

3.4.1 Microorganismos quitinoliticos

Siendo la quitina el segundo compuesto mas abundante en la naturaleza se puede
deducir que la tendencia evolutiva de la misma ha dotado a cientos de
microorganismos con la capacidad y la maquinaria enziméatica para aprovechar de
alguna manera ésta fuente de energia. La capacidad de degradar quitina se
encuentra ampliamente diseminada entre varios grupos taxondémicos de
procariotas incluyendo bacterias como Vibrio sp, Vibrio harveyi, Vibrio furnissii,
Photobactrium sp, enterobacterias, Streptomyces lividans, Streptomyces griseus,
Streptomyces olivaceoviridis, Serratia marcescens, Serratia. Liquefaciens,
clostridios y Arqueobacterias. Las bacterias emplean una gran cantidad de
proteinas, incluyendo proteinas ligadoras de quitina para degradar este
compuesto, pero la hidrélisis mediante quitinasas es el paso clave para la

solubilizacion y mineralizacion de la quitina (San-Lang et al 2001).
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3.5 USO DE GLUCANO PARA EL MANEJO DE ENFERMEDADES FOLIARES

El glucano es un polisacarido de cadena larga, con enlaces glicosidicos beta
(Clarke y Stone, 1962). Este es un componente estructural de las plantas de la
Familia Poaceae (Nevins et al, 1987; McNeil et al 1984; Stinard y Nevins, 1980) y
uno de los principales constituyentes de la pared celular de muchos hongos
fitopatdogenos (Mauch et al, 1984; Broglie et al, 1994)

Dentro de las propiedades nutricionales y promotoras de la buena salud que
presenta el glucano, se destaca su efecto dafiino en la dieta de animales
monogastricos al decrecer su tasa de crecimiento y su eficiencia de conversion
alimenticia. Sin embargo, los efectos del glucano en la dieta humana son
beneficiosos al reducir los niveles de colesterol y los niveles de glucosa en la
sangre (Klopfenstein, 1988; Davison et al, 1991)

3.5.1 El uso de glucano como sustrato y como activador de las barreras
defensivas de la planta

El uso de sustratos como agentes de enmienda foliar para modificar las
condiciones nutricionales de la filosfera y favorecer el crecimiento y las diferentes
actividades de los microorganismos biocontroladores ha sido bastante investigado

en los ultimos arfios.
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La aplicacion de sustratos como azucares (EI Ghaouth et al, 1995), leche
(Okumoto y Bustamante, 1993; Ruiz, 1995), melaza (Ruiz, 1995), almidon de yuca
(Calvo y Vargas, 1989), quitina (Okumoto y Bustamante, 1993; Gonzéalez, 1996),
quitosan (Benhamou et al, 1994) y algunos otros; se ha estudiado con el objetivo
de promover el crecimiento selectivo de antagonistas especificos, mejorar la

efectividad de estos o activar mecanismos de defensa de las plantas.

El glucano es un componente principal de la pared celular de una gran cantidad de
hongos fitopatdgenos, lo cual sugiere la posibilidad de implementar el uso de
sustratos con base en glucano para incrementar las poblaciones de
microorganismos antagonistas glucanoiiticos, capaces de habitar y colonizar el
nicho ecologico del patégeno y reducir su incidencia y dafio.

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

mismo.

Varias técnicas de extraccion y de cuantificacion han sido desarrolladas para la
determinacion de glucanos a partir de cereales como la cebada y la avena
(Zygmunt and Paisley, 1993; Wood and Weisz, 1984; Mc Cleary and Glennie-
Holmes, 1985; Welch and Lloyd, 1989; Carr et al, 1990; Dawkins and Nnanna,
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1993) y de algunas bebidas alcohodlicas (Mc Cleary and Nurthen, 1986). Sin
embargo, los dos primeros materiales no estan disponibles en nuestro medio,
mientras que la utilizacion de una bebida alcohdlica como fuente de glucano

implicaria un costo muy elevado.

Hasta el momento no se ha documentado el uso de glucano como sustratos para
promover el crecimiento y desarrollo de las poblaciones de microorganismos
glucanoliticos presentes en la filosfera, mejorar su actividad antagonica a
patdgenos o su habilidad para persistir en la superficie foliar. Sin embargo, si se ha
documentado el papel de una serie de compuestos bidticos, entre ellos los
glucanos, como inductores de fitoalexinas en la planta y ademas como inductores

de resistencia a enfermedades.

Las enzimas glucanasas son consideradas como componente de un mecanismo
general de defensas contra patégenos en varias especies de plantas, pudiendo
actuar sinergisticamente con las quitinasas (Dumas-Gaudot et al, 1992).

Estas enzimas estan presentes en las paredes celulares de las plantas y son las
responsables de la liberacion de los glucanos componentes estructurales del

micelio de hongos fitopatégenos que tratan de penetrar dichas paredes.

El grado de degradacion del micelio depende de la actividad de dichas enzimas y

podria producir una serie de glucanos de diferente peso molecular, siendo mas
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facil para la planta tomar aquellos de menor peso molecular a través de la cuticula;
toda vez que los receptores adecuados se encuentren presentes. Los glucanos
aplicados exégenamente como un protector de la planta pueden similarmente ser
modificado por las glucanasas presentes en la pared celular de las plantas y

estimular las mismas respuestas defensivas contra patdgenos (Lyon, 1995).

Los glucanos, al igual que otros activadores de las barreras defensivas de la
planta, son asociados con genes menores 0 resistencia horizontal, por lo que es
poco probable que los patdgenos desarrollen resistencia a dichos compuestos.
Estos no tienen actividad antimicrobial directa o no tiene ningun efecto conocidos
sobre otros organismos que no sean las plantas. Su efecto sobre otros organismos
y sobre el medio ambiente es entonces, en general, benigno. En consecuencia,
una de las grandes ventajas de su utilizacion es que podrian ser usados juntos

como otro método de control bioldgico (Lyon, 1995).

El uso de sustratos activadores de mecanismos de defensa es hoy en dia una
alternativa al uso indiscriminado de productos quimicos sintéticos, aun y cuando
por el momento, aquellos son menos eficaces. Estos compuestos podrian ser
utilizados en mezcla con los productos quimicos, logrado asi reducir la cantidad
gue de estos se aplica a los cultivos y al medio ambiente; o podrian ser aplicados
juntos como compuestos antimicrobiales de ocurrencia natural para mejorar su

efectividad en la reduccion de las enfermedades (Lyon, 1995).



3.6 ASPECTOS DE LA FILOSFERA

3.6.1 El medio ambiente de la filosfera

Existen muchas evidencias que demuestran que el control biolégico natural provee
proteccidon contra un gran numero de enfermedades foliares en el campo. La
superficie de las partes aéreas de las planta proveen un habitat para el desarrollo
de un gran namero de microorganismos, muchos de los cuales son capaces de
influenciar el crecimiento de microorganismos patégenos. Estos microorganismos
epifitos juegan un papel muy importante en la reduccién de la incidencia de
enfermedades foliares de cultivos en el campo (Blakeman y Fokkema, 1982).

El efecto antagonico de microorganismos foliares sobre organismos patdgenos,
depende en gran medida de las condiciones climatolégicas y quimicas
prevalecientes en el microhabitat en el cual se encuentran ambos organismos.
Este microhabitat especializado, usualmente llamado filosfera, tiende a mantener
un balance bioldgico natural entre los organismos saproéfitos o epifitos y los
patdégenos (Blakeman y Fokkema, 1982).

Segun Windels y Lindow (1985), el control biolégico de patdgenos de la filosfera
se ve limitada debido a que las interacciones bioticas y las condiciones abidticas

en dicho microhabitat son complejas y dificiles de regular.



La filosfera se caracteriza porque las condiciones ambientales en la superficie de
las hojas fluctian mucho mas répido en relacion a lo que ocurre en la rizosfera. La
variacion de la temperatura dentro de una misma planta o en la superficie de una
misma hoja y la variacion entre las temperaturas diurnas y nocturnas son eventos
normales y propios de la filosfera (Blakeman, 1985). Segun Hirano y Upper (1983),
la filosfera ha sido frecuentemente vista como un ambiente hostil ya que sus
habitantes estan expuestos a fluctuaciones extremas de temperatura, a la

radiacion visible y ultravioleta y a periodos de desecacion.

La humedad relativa es el factor de mayor influencia en el crecimiento y
sobrevivencia de los microorganismos en la filosfera. Diferencias de humedad
dentro de la superficie de las hojas y el aire circundante son el resultado de su
continua transpiracién; un proceso determinado por el espesor de la capa limite y
la apertura estoméatica (Blakeman, 1985). La provision irregular de humedad en la
superficie de las hojas resulta en un crecimiento intermitente de los
microorganismos, particularmente bacterias hongos filamentosos, presentandose
problemas de sobrevivencia durante periodos de sequia (Blakeman y Fokkema,
1982).

Por otro lado, la formacion de rocio y la precipitacion son elementos de mucha
importancia en el crecimiento de los microorganismos foliares, ya que ambos
contribuyen a mantener la superficie foliar mojada y a una alta humedad relativa.
La presencia de sustancias quimicas hidrofébicas en la superficie de las hojas y
las regosidades de este también influyen en la retencion y distribucion del agua en

la superficie foliar (Blakeman, 1985).
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La disponibilidad de nutriente en el area foliar tiene una marcada influencia en las
poblaciones de microorganismos epifitos. En etapas tempranas del desarrollo
vegetal, estos microorganismos obtienen sus nutrientes principalmente a partir del
contenido celular que escapa de los tejidos foliares. Durante este periodo la
disponibilidad de nutrientes es limitada, por lo que la poblacion microbiana,
compuesta principalmente por bacterias, es baja. En etapas mas avanzadas, otros
componentes foraneos como el polen y secreciones de afidos se encuentran
disponibles y es cuando las poblaciones microbianas se incrementan (Blakeman y
Fokkema, 1982).

Otros materiales que llegan a la superficie foliar y que proveen nutrientes para la
microflora epifita incluyen restos de suelos y particulas de polvo, sustancias
liberadas a partir de esporas de hogos (incluyendo carbohidratos y aminoacidos) y
metabolitos microbiales extracelulares. De igual manera, las ceras de la cuticula

so utilizadas por algunas levaduras epifitas (Morris y Rouse, 1985).

De las numerosas sustancias organicas e inorganicas presentes en la superficie
de la hoja, incluyendo aminoacidos esenciales, monosacéridos, polisacéaridos,
acidos organicos y numerosos macronutrientes y micronutrientes, una cantidad
considerable es perdida debido al efecto de lavado producido por la lluvia, el rocio,
la neblina y la bruma (Blakeman y Fokkema, 1982; Hirano y Upper, 1983).



3.7 CONTROL BIOLOGICO DE ENFERMEDADES CAUSADAS POR HONGOS
FITOPATOGENOS

La regulacion biologica para patdgenos foliares puede ser una alternativa
complementaria del control integrado de enfermedades, la cual frecuentemente
involucra la aplicacion del microorganismo antagonista sobre la superficie de la
hoja (Spurr 1981, Blakeman y Fokkema 1982). Sin embargo, el éxito de dicho
antagonista depende de su capacidad para establecerse como miembro de la
microbiota epifita -especialmente cuando se requiere disminuir el in6culo del
patdgeno- (Spurr 1981, Blakeman y Fokkema 1982). Por tal motivo, el uso de
antagonistas microbianos aislados de la microbiota epifita deberia preferirse al uso
de antagonistas aislados de otros ambientes, pues los primeros se encuentran
adaptados a las condiciones que determinan el habitat en la superficie de la hoja
(Blakeman y Fokkema 1982, Andrews 1992).

Dentro de la regulacion biolégica de fitopatdogenos, una de las estrategias consiste
en el uso de microorganismos antagonistas productores de sustancias antibidticas
y/o enzimas liticas que actien sobre sus esporas o tubos germinativos -en su fase
epifita de crecimiento- (Andrews 1992, Elad et al. 2002). Por ejemplo, el de
microorganismos productores de quitinasas y/o glucanasas en la regulacion de
hongos basidiomicetos y ascomicetos ha demostrado ser de utilidad, pues la
pared celular de dichos hongos esta constituida principalmente por microfibrillas
de quitina y B-glucanos -hecho que los hace sensibles al ataque de estas enzimas,
especialmente a nivel de la hifa (Sahai y Manocha 1993, Alexopoulos et al. 1996,
Mahadevan y Crawford 1997, Cohen-Kupiec y Chet 1998). Esta bioregulacion

mediante el uso de bacterias liticas antagonistas, ha sido estudiada con diversos
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fitopatogenos como Rhizoctonia solani, Phytophthora fragariae var. rubi,
Phytophthora capsici, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum,
Bipolaris sorokiniana y Pseudomonas syringae pv. Tomate, entre otros (Chernin et
al. 1995, Valois et al. 1996, Ordentlich, Elad y Chet 1998, Sing et al. 1999, Zhang y
Yuen 2000, Parra y Ramirez 2002, Ji y Wilson 2003, Sid Ahmed et al. 2003).

Una cepa de Serratia marcescens aislada de suelo, resultd ser un agente
bioregulador efectivo contra Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani, bajo
condiciones de invernadero. La actividad antagonica de la cepa, se relacioné con

la produccién y liberacion de enzimas quitinoliticas (Ordentlich, Elad y Chet 1998).

Chernin et al. (1995), reportaron que tres cepas quitinoliticas de Enterobacter
agglomerans -aisladas de suelo-, lograron disminuir la incidencia de Rhizoctonia
solani en algodon, en un 64 a 86%, bajo condiciones de invernadero; mientras que
dos mutantes Tn5 de una de las cepas, las cuales no evidenciaron actividad

quitinolitica, fueron incapaces de proteger a las plantas contra la enfermedad.

Mahadevan y Crawford (1997), determinaron que la actividad quitinolitica de la
cepa Streptomyces lydicus WYEC108, aislada de suelo, esta relacionada con las

propiedades antifungicas de la bacteria.

Singh et al (1998), demostraron que la combinacién de dos cepas bacterianas
aisladas de suelo, Paenibacillus sp. 300 y Streptomyces sp. 385, suprimieron el
dafio producido por Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum a una planta de
pepino cohombro (Cucumis sativus). Tal actividad supresora, se cree involucro la

accion de enzimas quitinoliticas y glucanoliticas.
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Zhang y Yuen (2000), reportaron que Stenotrophomonas maltophilia cepa C3
inhibié la germinacion de conidias de Bipolaris sorokiniana. Uno de los
mecanismos implicados en dicha inhibicion, se cree estuvo relacionado con la

produccion y liberacion de quitinasas por parte de la bacteria.

Al igual que en el caso de las enzimas quitinoliticas, muchas especies bacterianas
estan en la capacidad de producir glucanasas. Fridlender et al (1993),
determinaron que un aislado de Pseudomonas cepacia disminuyo la incidencia de
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Pythium ultimum en un 85, 48 y 71%,
respectivamente, bajo condiciones de invernadero. La actividad biorreguladora de
la bacteria, se debié a la produccion de p-(1—3) glucanasas, pero no de

quitinasas.

Valois et al (1996), seleccionaron 30 actinomicetos -aislados de suelo- por su
habilidad para producir diversos tipos de B-(1—3) glucanasas. Dichas enzimas,
hidrolizaron los glucanos presentes en la pared celular de Phytophtora spp. 11 de
tales cepas, redujeron significativamente el indice de pudricién en la raiz, causado
por Phytophtora fragariae var. rubi, cuando fueron inoculadas en plantas de

frambuesa.

Por otro lado, se ha demostrado que las poblaciones del microorganismo

antagonista pueden ser incrementadas mediante la aplicacion de sustratos foliares
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que las favorezcan nutricionalmente, aumentando consecuentemente su actividad
biorreguladora (Davis et al. 2002, Fokkema et al. 1979, Ploper et al. 1992, Stadler
y Mueller 1996), en lugar de la aplicacion directa y masiva de los agentes
bioldgicos de control, evitando los riesgos potenciales asociados a este tipo de
aplicacion en campo. La quitina ha sido aplicada como sustrato junto con la
bacteria Bacillus cereus cepa 304 para el control de la mancha foliar en mani
causada por Cercospora arachidicola, incrementandose el tamafio poblacional de
la bacteria sobre las hojas y resultando en un control significativo de la
enfermedad (Kokalis-Burelle et al. 1992). Los aminoacidos también han sido
utilizados como sustratos para incrementar el tamafio poblacional de cepas de
bacterias antagonistas no patogénicas sobre frutas de manzana, logrando un
control mejorado del moho azul que afecta esta fruta (Janisiewicz, Usall y Bors
1992). Se ha reportado también que la aplicacion de metionina incremento el
tamafo poblacional del agente de control biologico Pseudomonas putida AP-1 en
el suelo, donde la supresion de la marchitez por Fusarium en tomate fue mayor
cuando la bacteria fue aplicada con el aminoacido en relacién a su aplicacién
individual (Yamada y Ogiso 1997).

La habilidad para incrementar selectivamente el tamafio poblacional y la eficacia
de un microorganismo biocontrolador, empleando enmiendas nutricionales, se
basa en el hecho de que la concentracion y diversidad de nutrientes constituye un
factor limitante para el crecimiento de las poblaciones microbianas en la planta,
especialmente las localizadas en el filoplano; pues dicho lugar constituye un
habitat donde la concentracion de fuentes de carbono y nitrdgeno es escasa
(Andrews 1992, Janisiewicz y Bors 1995, Wilson y Lindow 1994, Wilson et al 1995,

Salazar 2005), observandose por ejemplo que la aplicacion exdgena de carbono
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incrementa las poblaciones de P.putida y P.syringae en la filosfera de frijol y tomate

respectivamente (Wilson y Lindow 1995, Ji y Wilson 2003).

Zhang y Yuen (2000), lograron disminuir la incidencia de Bipolaris sorokiniana en
tallos frescos de “Kentucky-31” y Lolium perenne, utlizando la cepa
Stenotrophomonas maltophilia C3, tanto en condiciones de invernadero como en
condiciones de campo. Por otro lado, cuando una solucién de quitina coloidal fue
aplicada en compaiiia de células C3 preinducidas o no inducidas -creciendo en
medios que contenian quitina, o en medios que no la contenian, respectivamente-,

incrementaron significativamente la efectividad de la bacteria.

Sid Ahmed et al. (2003), aislaron una cepa de Bacillus subtilis -HS93- y una cepa
de Bacillus licheniformis -LS674- de raices de plantas de pimienta, las cuales
demostraron -en ensayos in vitro- su efecto antagénico contra Phytophthora
capsici y Rhizoctonia solani; explicado, en parte, por su actividad quitinolitica. El
tratamiento de semillas y raices con suspensiones de HS93 y quitina al 0.5%,
resulté ser mas efectiva contra la pudricién de las raices por Phytophthora sp. Y
Rhizoctonia sp. Con respecto a la adicién de la bacteria sin quitina. El efecto de
LS674 contra R. solani, fue incrementado significativamente cuando la bacteria fue
usada en suspensiones con 0.5% de quitina, para el tratamiento de las raices. El
uso de quitina sola al 0.5%, para el tratamiento de las raices, también redujo la

pudricion causada por Rhizoctonia sp.



En el caso de la bioregulacion para el hongo causal de la Sigatoka negra, M.
fijiensis, se han realizado algunas investigaciones basadas en el uso de
antagonistas nativos de la filosfera de musaceas alimenticias y en el uso de

sustratos foliares.

Gonzalez y col. (1996), aislaron 120 microorganismos quitinoliticos de la filosfera
de plantas de banano var. Gran Enano, en Costa Rica. Pruebas de antagonismo
in vitro, mostraron que las cepas R1 y A23-pertenecientes a la especie S.
marcescens- inhibieron la longitud del tubo germinativo de M. fijiensis en un 74.2%
y 71.4%, respectivamente. En pruebas con fungicidas sintéticos, se determiné
que los dos aislados fueron compatibles en un 80% con mancozeb, 25.3% con
propioconazol, 75% con tridemorf y 50% con benomil, cuando fueron usados a
concentraciones de hasta 1000ppm. Posteriormente, en ensayos de casa de
mallas y parcelas experimentales -y utilizando plantas de banano var. Gran Enano,
evaluaron el efecto de diversos sustratos -R1 + A23, quitina, R1 + A23 + quitina,
un fungicida sintético y agua- sobre la evolucion de la Sigatoka Negra. En la casa
de mallas, los tratamientos controlaron la enfermedad en un 84%, sin presentar
diferencias significativas entre ellos. En el campo, todos los tratamientos fueron
superiores al testigo, pero el tratamiento con fungicidas controlé la enfermedad en
un 60%, mientras que los otros tratamientos la controlaron en un 40% en promedio

-sin presentar diferencias significativas entre ellos-.

Ruiz-Silvera y col (1997), evaluaron el efecto de diferentes sustratos -extracto de
hojas de banano, leche, abono foliar, melaza y almidén de yuca, solos 0 en

combinacion- sobre el crecimiento de bacterias antagonistas de M. fijiensis -tanto
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in vitro como en casa de mallas-. En el ensayo in vitro, el extracto de hojas de
banano fue el mejor sustrato para el crecimiento de S. marcescens R1. En las
pruebas realizadas en casa de mallas, el sustrato compuesto por leche y melaza
mostrd los mejores resultados con respecto al establecimiento de S. marcescens
R1. Posteriormente, estos autores evaluaron el efecto de diversos sustratos
foliares sobre la evolucion de la Sigatoka negra en plantas de banano var. Gran
Enano, en condiciones de invernadero y condiciones de campo. En condiciones
de invernadero, el sustrato compuesto de S. marcescens R1 y melaza presenté
los mejores resultados para controlar la enfermedad. Sin embargo, en el ensayo
de campo no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos y el

testigo absoluto.

Arango (2002), evalud, bajo condiciones de invernadero y campo, el efecto de
diferentes sustratos -melaza, glucano, leche, quitina y nitrato de calcio, solos 6 en
combinacion- sobre la diversidad, densidad de poblacion, estabilidad y actividad
litica de bacterias antagonistas de M. fijiensis; asi como, sobre la evolucion de la
enfermedad. En condiciones de invernadero, los sustratos A -quitina + levadura +
nitrato de calcio- y B -quitina + leche + melaza- fueron considerados los mejores
sustratos para las variables evaluadas. En el ensayo de campo, los dos sustratos
anteriores se aplicaron en rotacién con fungicidas sintéticos usados para el control
de la Sigatoka negra, mostrando un control estadisticamente igual al control
convencional, lo cual significé una reduccion del 40% el numero de aplicacion de

fungicidas.



Osorio y coautores (2004), realizaron una seleccion de bacterias quitinoliticas -
nativas del Uraba antioquefio- con potencial antagonista hacia M. fijiensis. 20 de
las 116 bacterias aisladas inicialmente -provenientes de agua de pozo, lavados de
la filosfera 6 muestras de suelo de plantas de banano y platano-, evidenciaron las
mayores tasas de degradacion de la quitina. Tres de tales aislados, fueron
seleccionados -por su antagonismo in vitro contra M. fijiensis y su compatibilidad
con fungicidas sintéticos usados en el control de la Sigatoka negra- para su
inclusion en diversos sustratos -solos o en mezcla con una solucion mineral
minima y un adherente comercial-, los cuales fueron aplicados foliarmente en
condiciones de invernadero a plantulas de banano var. Gran Enano, sometida a
un proceso de inoculacion natural con el patégeno. Ninguna de las bacterias
evaluadas, presenté diferencias significativas con el testigo absoluto.  Sin
embargo, al aplicarlas en rotacion con fungicidas sintéticos se obtuvo un control
estadisticamente igual al ofrecido por el sistema estandar de control quimico, bajo

condiciones de campo.

Una caracterizacion parcial de las bacterias quitinoliticas y glucanoliticas epifitas
aisladas de la filosfera de plantaciones comerciales de banano y platano en Costa
Rica y en Uraba- Colombia, evidencian la presencia de bacterias con potencial
bioregulador contra M. fijiensis. Estas bacterias, con morfologia de bacilos gram
negativos -principalmente-, cocos 6 bacilos gram positivos, fueron capaces de
producir quitinasas y glucanasas en medios de crecimiento selectivos con quitina 6
B-(1,3) glucanos, respectivamente, como Unica fuente de carbono, en periodos
inferiores a 48 h de incubacién (Osorio et al., 2004; Salazar, 2005). Esta capacidad
puede permitir a las bacterias aisladas actuar sobre la quitina y/o 3-(1,3) glucanos

presentes en la pared celular de las ascosporas del hongo, antes de que éstas
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penetren en el estoma; pues se ha observado que transcurren al menos 48 h entre
la llegada de la ascospora a la hoja y el inicio del proceso de penetracion en el
estoma (Beveraggi, 1992; Stover, 1980; citados por Marin et al., 2003).

Sin embargo, pese a comprobarse la presencia de bacterias liticas epifitas con
potencial biocontrolador, existe poco conocimiento sobre el nivel de nutrimentos
presentes en la filosfera y su variacion bajo diversas condiciones climaticas;
nutrimentos que determinan la diversidad y densidad poblacional de la microbiota
epifita, especialmente en lo que respecta a la variedad y concentracién de los
carbohidratos presentes (Mercier y Lindow, 2000). Es por ello que, se condujo una
caracterizacion quimica parcial de lavados de hojas de plantas de banano y
platano, ubicadas en é&reas de cultivo comercial en el Urab& antioquefio
colombiano. Dicha caracterizacion confirmé que la filosfera es un ambiente
nutricionalmente pobre cuando se le compara con otros habitats como la rizosfera
(Salazar 2005). Adicionalmente, se evidencié que en la época lluviosa puede
presentarse una menor disponibilidad de macronutrientes para la microbiota
epifita, especialmente en lo que respecta al contenido proteico y nutrimentos como

el sodio, el magnesio y el amonio (Salazar 2005).

La informacion obtenida de la caracterizacién quimica, fue empleada para formular
un sustrato foliar que permitiera incrementar, de manera selectiva, las poblaciones
de bacterias quitinoliticas y glucanoliticas de la filosfera de las musaceas
estudiadas, seleccionando dos sustratos a base de quitina coloidal, harina de
cebada y urea, los cuales incrementaron en mas de 10,000 veces la poblacion de
estas bacterias liticas (Salazar, 2005). En la experimentacion en campo la
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aplicacion de dichos sustratos en rotacion con fungicidas convencionales permitio
una reduccion del 43% en el nimero de ciclos de fungicidas convencionales
(Patifio et al.2006); encontrando que es posible elaborar un sustrato foliar con un
elemento de bajo costo y facil obtencion como la harina de cebada como sustrato
apropiado para la seleccion de bacterias quito y glucanoliticas en la filosfera de
banano, perfilando asi un reemplazo de la quitina coloidal de alto costo y laboriosa

obtencion por la harina de cebada.

A pesar de las experiencias anteriores es necesario y apremiante confirmarlas y
confrontar estas experiencias en sistemas cercanos a la produccién comercial de
banano de exportacién y estudiar mas alla de la reduccion en severidad, sus
efectos en la fruta a ser exportada. Con base en el anterior marco tedrico, se
estudiara la accion biorreguladora de bacterias quitino y glucanoliticas, la cual se
espera sea fomentada por un sustrato con fuentes de quitina, glucano y nitrégeno,
aplicado a la filosfera de banano, en un sistema bajo condiciones similares a la
producciéon comercial de banano de exportacion, evaluando ademas del efecto
sobre el desarrollo de la enfermedad, el efecto de estas medidas de control sobre
parametros de produccion y calidad de la fruta que en ultima instancia son los que

el productor utiliza como criterio de adopcion de la tecnologia propuesta.



3.8 SUSTRATOS FOLIARES PARA EL INCREMENTO DE BACTERIAS
QUITINOLITICAS Y GLUCANOLITICAS EN LA FILOSFERA DE BANANO

La regulacion biologica para patdgenos foliares, puede ser una alternativa
complementaria del control integrado de enfermedades, la cual frecuentemente
involucra la aplicaciébn del microorganismo antagonista sobre la superficie de la
hoja (Spurr 1981, Blakeman y Fokkema 1982). Sin embargo, el éxito de dicho
antagonista depende de su capacidad para establecerse como miembro de la
microbiota epifita — especialmente cuando se requiere disminuir el inéculo del
patégeno- (Spurr 1981, Blakeman y Fokkema 1982). Por tal motivo, el uso de
antagonistas microbianos aislados de la microbiota epifita deberia preferirse al uso
de antagonistas aislados de otros ambientes, pues los primeros se encuentran
adaptados a las condiciones que determinan el habitat en la superficie de la hoja
(Blakeman y Fokkema 1982, Andrews 1992).

Dentro de la regulacién bioldgica de Fitopatdgenos, una de las estrategias consiste
en el uso de microorganismos antagonistas productores de sustancias antibiéticas
y/o enzimas liticas que actien sobre sus esporas o tubos germinativos -en su fase
epifita de crecimiento- (Andrews 1992, Elad et al. 2002). Por ejemplo, el empleo
de microorganismos productores de quitinasas y/o glucanasas en la regulacién de
hongos basidiomicetos y ascomicetos ha demostrado ser de utilidad, pues la
pared celular de dichos hongos esta constituida principalmente por microfibrillas de
quitina y glucanos, hecho que los hace sensibles al ataque de estas enzimas,
especialmente a nivel de la hifa (Sahai y Manocha 1993, Alexopoulos, Mims, y
Blackwell 1996, Mahadevan y Crawford 1997, Cohen- Kupiec y Chet 1998). Esta
bioregulacién mediante el uso de bacterias liticas antagonistas, ha sido estudiada

con diversos fitopatdgenos como Rhizoctonia solani, Phytophthora fragariae var.
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rubi, Phytophthora capsici, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum, Bipolaris sorokiniana y Pseudomonas syringae pv. tomate, entre
otros (Chernin et al. 1995, Valois et al. 1996, Ordentlich, Elad and Chet 1998, Sing
et al. 1999, Zhang y Yuen 2000, Parra y Ramirez 2002, Ji y Wilson 2003, Sid
Ahmed et al. 2003).

Osorio et al. (2004), realizaron pruebas de antagonismo sobre ascosporas de M.
Fijiensis, con bacterias quitinoliticas aisladas del filoplano de banano en un ensayo
in situ sobre discos de hojas también de esta planta, encontrando que algunos de
los aislados inhibieron la germinacion de las ascosporas o deformaron sus tubos
germinativos, hasta en un 40 y 85 % respectivamente. Tal efecto, en parte, fue
explicado por la actividad de las enzimas quitinoliticas sobre la pared del

patdgeno.

En una fase previa a esta investigacion, se demostré que las bacterias liticas
epifitas podian estar presentes en bajas poblaciones en la filosfera de plantas de
banano cultivadas, y que ademas algunas de estas bacterias producian quitinasas
y/o glucanasas en un periodo inferior a las 48 horas de incubacién, cuando una
fuente de quitina 6 (1,3) glucanos estuvo presente en el medio de cultivo que
soportaba su crecimiento (Salazar 2005). Esta capacidad, les puede permitir a los
aislados actuar sobre la quitina y/o (1,3) glucanos presentes en la pared celular de
los tubos germinativos de M. fijiensis, antes de que estos penetren en el estoma;
pues se ha observado que trascurren al menos 48 horas entre la llegada de la
ascospora a la hoja y el inicio del proceso de penetracion en el estoma (Marin et
al. 2003).



Por otro lado, se ha demostrado que las poblaciones del microorganismo
antagonista pueden ser incrementadas mediante la aplicacion de sustratos foliares
que las favorezcan nutricionalmente, aumentando consecuentemente su actividad
biorreguladora (Davis et al. 2002, Fokkema et al. 1979, Ploper, Backman y
Rodriguez-Kabana 1992, Stadler y Mueller 1996), en lugar de la aplicacion directa
y masiva de los agentes biolégicos de control, evitando los riesgos potenciales
asociados a este tipo de aplicacion en campo. La quitina ha sido aplicada como
sustrato junto con la bacteria Bacillus cereus cepa 304 para el control de la
mancha foliar en mani causada por Cercospora arachidicola, incrementandose el
tamafo poblacional de la bacteria sobre las hojas y resultando en un control
significativo de la enfermedad (Kokalis-Burelle et al. 1992). Los aminoacidos
también han sido utilizados como sustratos para incrementar el tamafio poblacional
de cepas de bacterias antagonistas no patogénicas sobre frutas de manzana,
logrando un control mejorado del moho azul que afecta esta fruta (Janisiewicz,
Usall y Bors 1992). Se ha reportado también que la aplicacion de metionina
incrementd el tamafio poblacional del agente de control bioldgico Pseudomonas
putida AP-1 en el suelo, donde la supresion de la marchitez por Fusarium en
tomate fue mayor cuando la bacteria fue aplicada con el aminoécido en relacion a

su aplicacion individual (Yamada y Ogiso 1997).

La habilidad para incrementar selectivamente el tamafio poblacional y la eficacia
de un microorganismo biocontrolador, empleando enmiendas nutricionales, se
basa en el hecho de que la concentracion y diversidad de nutrientes constituye un
factor limitante para el crecimiento de las poblaciones microbianas en la planta,
especialmente las localizadas en el filoplano; pues dicho lugar constituye un

habitat donde la concentracion de fuentes de carbono y nitrGgeno es escasa
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(Andrews 1992, Janisiewicz y Bors 1995, Wilson y Lindow 1994, Wilson et al
1995, Salazar 2005), observandose por ejemplo que la aplicacién exdégena de
carbono incrementa las poblaciones de P. putida y P.syringae en la filosfera de

frijol y tomate respectivamente (Wilsony Lindow 1995, Ji y Wilson 2003).

En el caso de las estrategias de regulacion biolégica para M. fijiensis, se han
realizado algunas investigaciones basadas en la aplicacion de bacterias
antagonistas productoras de quitinasas y/o glucanasas aisladas de la filosfera de
banano y platano, solas 6 en combinacion con sustratos foliares de diversas
caracteristicas nutricionales compuestas por quitina coloidal, leche y melaza,
entre otros- (Gonzalez et al. 1996, Ruiz-Silvera et al. 1997, Arango 2000); no
obstante, es necesario dirigir la aplicacion de estas sustratos con base en una
caracterizacion previa de la filosfera de banano, al menos en sus componentes
quimico nutricional (minerales, carbohidratos y proteinas) y de poblaciones nativas

de bacterias con potencial litico sobre el hongo causante de la Sigatoka negra.

3.8.1 Efecto de sustratos foliares sobre la sigatoka negra

La Asociacion de Bananeros de Colombia (AUGURA), a través de su Centro de
Investigaciones del Banano (Cenibanano), considero la realizacion de un estudio
guimico y microbiolégico de la filosfera de plantas de banano y platano, con el fin
de formular un sustrato que aplicado al follaje de dichas musaceas, permitiera
incrementar sus poblaciones naturales de bacterias quitinoliticas y glucanoliticas
epifitas, facilitando su actuacion como potenciales antagonistas y asi reducir el
inoculo de M. Fijiensis. Esto, con una consecuente disminucion de las

aplicaciones de fungicidas sintéticos y sin la necesidad de recurrir a aspersiones
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masivas de estos microorganismos antagénicos en el campo. Los fungicidas
tienen un elevado costo para el agricultor, y vienen perdiendo su eficacia debido al
fendbmeno de resistencia. Por otra parte, existe una demanda creciente de los
consumidores por una fruta de banano o platano mas libre del uso de plaguicidas.
La filosofia de los sustratos foliares para controlar enfermedades en los cultivos,
es coherente con los principios de la agricultura sostenible, pues se basa en
favorecer nutricionalmente, y de manera selectiva, a las poblaciones epifitas de
bacterias quitinoliticas y glucanoliticas con potencial biorregulador sobre el
patdbgeno y presentes de manera natural en los ecosistemas de las plantas
cultivadas.

Una determinacién parcial de bacterias quitinoliticas y glucanoliticas epifitas
aisladas de la filosfera de plantaciones comerciales de banano y platano en Costa
Rica y en Urabd, Colombia, evidenciaron la presencia de bacterias con potencial
biorregulador contra M. fijiensis en el area de la infeccion.

Los principales grupos de bacterias encontradas, fueron en un 73% bacilos Gram
negativos, 13% bacilos Gram Positivos y 6% cocos Gram positivos, los cuales
mostraron habilidad de producir quitinasas y glucanasas en medios de crecimiento
selectivos con quitina o B-(1,3) glucanos, respectivamente, como Unica fuente de

carbono, en periodos inferiores a 48 h de incubacion (Osorio et al., 2004; Salazar

Et al., 2006). Esta capacidad litica puede permitir a las bacterias actuar sobre la
quitina y/o B-(1,3) glucanos presentes en la pared celular de las ascosporas del
hongo, antes de que penetren en el estoma, pues se ha observado que
transcurren al menos 48 h entre la llegada de la ascospora a la hoja y el inicio del

proceso de penetracidon en el estoma (Beveraggi, 1992; Stover, 1980; citados por
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Marin et al., 2003). Sin embargo, pese a comprobarse la presencia de bacterias
liticas epifitas con potencial biocontrolador en la filosfera de estas musaceas,
existe poco conocimiento sobre el nivel de nutrimentos presentes en ésta y su

variacion bajo diversas condiciones climaticas.

Se ha reportado que los nutrimentos determinan la diversidad y densidad
poblacional de la microbiota epifita, especialmente en lo que respecta a la
variedad y concentracion de los carbohidratos disponibles (Mercier y Lindow,
2000). Es por ello que se realiz6 una caracterizacion quimica parcial de lavados
de hojas de plantas de banano y platano, ubicadas en areas de cultivo comercial
en el Uraba antioquefio colombiano. Dicha caracterizacidén confirmé que la filosfera
es un ambiente nutricionalmente pobre cuando se la compara con otros habitats,
como la rizosfera, especialmente en lo que respecta al contenido de carbohidratos
y proteinas, los cuales son inferiores al 0,05% para ambos casos (Salazar, 2005).
Adicionalmente, se evidencié que en la época lluviosa existe una menor
disponibilidad de macronutrientes para la microbiota epifita, especialmente en lo
que respecta al contenido proteico y nutrimentos como el sodio, el magnesio y el

amonio (Salazar et al., 2006).

La informacién obtenida de la caracterizacion quimica fue empleada para disefiar
sustratos foliares, que permitieran incrementar, de manera selectiva, las
poblaciones de bacterias quitinoliticas y glucanoliticas de la filosfera de las
musaceas estudiadas. Estrategia que es fundamento de este estudio y que ya ha
sido probada en investigaciones anteriores, con resultados diversos. Gonzalez et

al. (1996a; 1996b) en ensayos de invernadero demostraron que sustratos foliares



a base de quitina coloidal y cuatro cepas de bacterias quitinoliticas, tres cepas del
género Serratia y una del género Bacillus, disminuyeron la severidad de la
enfermedad en un 84% cuando fueron comparados con el testigo absoluto,
mientras que el testigo quimico lo hizo en un 78%. En ensayo de campo, y bajo
condiciones de in6culo abundante del hongo, tales sustratos lograron reducir la
severidad de la enfermedad en un 40% con respecto al testigo absoluto, en tanto
que el testigo quimico lo hizo en un 60%. Ruiz-Silvera et al. (1997). En un area de
cultivo de banano no protegida con fungicidas pero cercana a plantaciones
comerciales, no encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
varios sustratos foliares, a base de leche, melaza y la cepa R1 de Serratia
marcescens con el testigo absoluto, en relacion a la severidad de la enfermedad;
sin embargo, el in6culo capturado en el area fue siempre mas bajo que el de la
plantaciébn aledafia. En condiciones de campo, Arango (2002) encontré que
sustratos compuestos de leche, melaza y quitina, y de glucano, melaza y nitrato
de calcio, alternados con fungicidas convencionales, permitieron reducir en un
40% el numero de aplicaciones de éstos. Esta investigacion constituyé uno de los
primeros reportes sobre la eficacia y viabilidad economica de la aplicacion de
sustratos foliares alternados con fungicidas sintéticos para el manejo de la
Sigatoka negra. Esta estrategia de control busca reducir el in6culo del patégeno,
antes que las condiciones ambientales favorezcan su diseminacién vy
establecimiento. Por lo tanto, es importante alcanzar su maxima eficacia en
momentos de baja presion de la enfermedad como la época seca, y asi lograr
establecer poblaciones mas abundantes y efectivas de la microbiota antagonista
en las épocas lluviosas donde la presion de la enfermedad es mas fuerte
(Butterworth y McCartney, 1991; Salazar et al., 2006).



Salazar et al. (2006) evaluaron 14 sustratos foliares en un ensayo de inoculacién
natural con el patégeno, formulados al comparar los niveles de nutrimentos de la
filosfera de muséaceas alimenticias con las necesidades nutricionales de las

poblaciones bacterianas quitinolitica y glucanolitica epifitas.

En el presente experimento se seleccionaron los dos sustratos que lograron
incrementar en mayor concentracién dichas poblaciones, para ser evaluados en
condiciones de campo por su capacidad de control de Sigatoka negra, tanto solos
como en rotacion con fungicidas sintéticos usados en el control convencional de la

enfermedad.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 LOCALIZACION

El experimento se llevd a cabo en la zona de Uraba, ubicada al norte del
departamento de Antioquia, perteneciente a la zona de vida bosque humedo
tropical, presenta 87% de humedad relativa, temperatura promedio anual de 28 C,
precipitacion promedio anual de 2.870 mm, brillo solar promedio de 4,56 horas
dia-1, altitud de 25 m.s.n.m..La préctica investigativa se realizo bajo condiciones
de campo y laboratorio en la sede de Apartadd del Politécnico Jaime Isaza
Cadavid y en el laboratorio de CENIBANANO-AUGURA respectivamente.
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Figura 5. Localizacion geogréfica de la investigacion.
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4.2. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS DE RESULTADOS

Se seleccionara los dos mejores sustratos foliares en términos de fomento de
bacterias liticas nativas de la filosfera de banano y que muestra mejor
compatibilidad con los componentes béasicos de las mezcla de fungicidas
convencionales en su mejor dosis y frecuencia de aplicacion, en caso de ser
estadisticamente iguales se escogera aquel sustrato a base de harina de cebada
y/o urea, por su menor costo y mayor disponibilidad, teniendo en cuenta que solo
se evaluaran seis tratamientos (T1, T2, T5, T6, T8, T9) de los nueve tratamientos
establecidos en las parcelas:

T1: Mejor sustrato foliar 1 (SF1)

T2: Mejor sustrato foliar 2 (SF2)

T3: SF1 + aceite mineral a dosis convencional

T4: SF2 + aceite mineral a dosis convencional

T5: SF 1 + mezcla fungicida convencional

T6: SF 2 + mezcla fungicida convencional

T7: Aceite mineral a dosis y frecuencia de aplicacién convencional
T8: Mezcla fungicida a dosis y frecuencia de aplicacién convencional

T9: Testigo sin control

Se utilizarda un disefio de Bloques Completamente al Azar, con 9 tratamientos y 3
repeticiones (parcelas lineales) distribuidas en tres bloques diferentes. Cada
parcela lineal, constara de 7 plantas del cultivar Gran enano, pero solo las cinco
centrales seran efectivas para la evaluacion. Estas parcelas estaran separadas por
una hilera de pasto King-grass (Pennisetum purpureum Kunth), para evitar el
efecto de deriva al momento de las aplicaciones.
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Foto 6. Parcela experimental. Foto 7. Parcelas con las barreras.

Se evaluaron quincenalmente el grado de severidad de la enfermedad de acuerdo
a la escala de Stover modificada por Gauhl (1989), la cual consiste en una
estimacion visual del porcentaje de area foliar afectada en todas las hojas de la
planta excepto la hoja candela y las hojas dobladas, por medio de la siguiente
escala:

Grado 0 = Hoja sin sintomas visibles

Grado 1 = Hoja con < 1% de rayas o hasta 10 manchas
Grado 2 = Hoja con 1 — 5% de é&rea foliar atacada
Grado 3 = Hoja con 6 — 15% de é&rea foliar atacada
Grado 4 = Hoja con 16 — 33% de area foliar atacada
Grado 5 = Hoja con 34 — 50% de area foliar atacada

Grado 6 = Hoja con > 50% de éarea foliar atacada
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Para tener una mejor estimacion del efecto de los tratamientos sobre la
enfermedad, se medira igualmente cada dos semanas el indice de severidad
(Marin y Romero 1992), el cual considera ademas del grado de severidad de la
hoja, la posicién que ésta ocupa en la planta, asignando los siguientes factores de
correccion de acuerdo al nimero de la hoja:

No. de hoja Factor de correccion No. de hoja Factor de correccion
ly?2 60 10 25
3 55 11 20
4 50 12 15
5 45 13 10
6 40 14 5
7y8 35 >14 1
9 30

Para estimar el comportamiento de los tratamientos en el tiempo, se usara la
variable area bajo la curva del desarrollo de la enfermedad (ABCDE). Los
tratamientos que no incluyen la aplicacién de mezcla de fungicida convencional,
seran aplicados semanalmente, mientras que los que incluyen dicha mezcla, la
rotacion estara determinada por el tipo de fungicida utilizado, siendo cada 7-9 dias
si este es protectante o cada 12-14 dias si es sistémico. Todos los tratamientos
recibiran el control cultural de la enfermedad que se practica en una finca
convencional. Los resultados seran analizados mediante el programa R.
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4.3. METODOLOGIA EN CAMPO

4.3.1. Toma de muestras en parcelas experimentales.

Se realizaran toma de muestras cada siete dias mediante el siguiente protocolo:

1. Se esterilizaron previamente hisopos de algodén, tubos de vidrio y buffer

fosfato.

2. Se visita el sitio de muestreo con los materiales estériles y una nevera de icopor

con gel refrigerante para transportar los tubos al laboratorio de procesamiento.

3. Para muestrear la hoja se utiliza la metodologia del hisopo, la cual consiste en
frotar una superficie determinada con un hisopo himedo con buffer fosfato y se
frota sobre la superficie a evaluar, en por lo menos dos direcciones distintas,
rotandolo ligeramente. Después se descarga el hisopo en un medio de

recogida.

4. Los tubos se mantendran en hielo hasta su procesamiento (no mas de 6 horas).

71



Foto 8. Toma de muestras en campo foto 9. Hisopo en buffer fosfato.

4.4. METODOLOGIA EN LABORATORIO

Después de haber tomado las muestras en campo se procede a llevarlas al

laboratorio para su respectiva siembra.

4.4.1. Siembra en laboratorio de muestras provenientes de plantas de las

parcelas experimentales.

1 Una vez las muestras llegan al laboratorio, se realizan diluciones seriadas por
muestra, hasta la dilucién 10-° en tubos eppendorf de 1.5 mL, por ejemplo: de la
muestra de campo se toman 50 L y se adicionan a un tubo eppendorf con 950
uL de agua destilada estéril, se agita vigorosamente, se extraen de alli 50 pL vy
se agregan a otro tubo eppendorf que contiene agua destilada estéril. Se

continGia con este proceso hasta completar la dilucién 10°°.
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2. De las diluciones se toman 20ul y son sembrados por duplicado mediante la
técnica de siembra en superficie en los medios selectivos harina de cebada (10
° 107 y 10°) y quitina (10" y 103 y la solucién pura sin diluir). Estos datos

varian con el comportamiento en el crecimiento de los muestreos iniciales.

Foto 10. Materiales para la siembra Foto 11. Muestras sembradas

De muestras

3 El proceso de incubacion, se realiza a 28°C. Se hace lectura cuando se observe
crecimiento (48h-72h). Los recuentos, se expresan en términos de unidades
formadoras de colonia por mililitro -UFC/mL-, cuyo célculo emplea la siguiente
formula: Nimero de colonias obtenidas x 50 x el factor de dilucion.
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Foto 12. Colonias de bacterias liticas en medio de cultivo a base de harina de

cebada en diluciones de 10®° 10° 10”7 de derecha a izquierda.

4.5. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.

4.5.1. Agar bacteriolégico (2%) + Harina de cebada (2.5%)

1. El volumen de agua a preparar se precalienta en horno microondas (500mL, 2.5
minutos). Se toma la cantidad de harina de cebada (125um) y se cierne al
volumen de agua precalentado que debe estar en agitacion para que la harina
se incorpore y no forme grumos. Luego se agrega el agar y se deja en agitaciéon
5 minutos. Después de lleva a horno microondas (por cada 100 mL, 1 minuto) y
se detiene el calentamiento (500 ml cada 30 segundos), se agita y se reanuda
el calentamiento.
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2. Se esteriliza en autoclave a 15 PSI por 15 minutos.

3. Se sirve en cajas de petri esterilizadas, se deja enfriar y se voltea para evitar
que las gotas de condensacion causadas por el enfriamiento caigan al medio.

4. Se conservan en la nevera hasta su uso.

Foto 13. Medios de cultivo
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4.5.2. Agar bacterioldgico (2%) + Quitina coloidal (4%)

1.

Sobre una medida de agua destilada en agitacién se deposita el agar y la
quitina coloidal, se agita por 5 minutos.

Se esteriliza en autoclave a 15 PSI por 15 minutos.

Se sirve en cajas de petri esterilizadas, se deja enfriar y se voltea para evitar
que las gotas de condensacion causadas por el enfriamiento caigan al medio.

Se conservan en la nevera.

Foto 14. Preparaciéon de medios de cultivo
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1.

4.6. PREPARACION DE SUSTRATOS.

Se preparan las soluciones base que son la solucién mineral base compuesta
de 1 g de K;HPO,, 0,5 g/L de MgSQO,4, 1 g/L de NaCl y 1 g/L de CaNO3 vy el
buffer fosfato compuesto por 5.8g/L de Na,HPO, y 3.5¢/L de KH,PO,,

. Se pesan las cantidades correspondientes de cada elemento componente de

los sustratos: Quitina coloidal 4%, Urea 4%, Harina de cebada 2.5% (pasada

por tamiz de 125 um).

. Se precalienta la solucién base (solucién mineral base o buffer fosfato) en horno

microondas (500ml, 2.5 minutos) La harina de cebada se cierne, a la solucion
base precalentada, que debe estar en agitacién para que no forme grumos.
Luego se lleva la solucién al horno microondas (1 minuto por cada 100 ml) y se
detiene el calentamiento (100 ml, cada 10 segundos; 500 ml cada 30

segundos), se agita y se reanuda el calentamiento.

. Se mezclan los componentes, dependiendo del sustrato, se completa el

volumen y se agitan en placa por 5 minutos.

. Los sustratos se esterilizan en autoclave a 121°C por 15 minutos. Se dejan

enfriar y se conservan en la nevera.
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Foto 15. Componentes para la preparacion de sustratos foliares (harina de cebada + K2HPO4 + NaCl

5. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

5.1 Objetivo 1

En esta evaluacién, en el tiempo se observa que las poblaciones de bacterias
glucanoliticas tienden a estabilizarse con tendencia al aumento en los ultimos
muestreos, ello puede deberse a la adaptacion de las poblaciones nativas a la
aplicacion periodica de los sustratos solos o en mezcla con fungicidas o a la
incursion de condiciones ambientales que favorecieron el crecimiento, esto por el

comportamiento del tratamiento testigo que tiene la misma tendencia que los
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demas tratamientos. La comparacién de las medias de las poblaciones, mostro

que el tratamiento T4 obtuvo conteos significativamente mas altos (1.88 veces

encima del testigo) de bacterias glucanoliticas que el testigo absoluto (sin control),

seguido del tratamiento T1 (54% por encima del testigo). Los demas tratamientos

tienen valores similares o menores al testigo absoluto en la variable ufc/cm?

Efecto de los sustratos foliares solos y en mezcla con fungicidas sobre la dinamica poblacional
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Figura 6. Efectos de los sustratos foliares solos y en mezcla con fungicidas sobre
la dindmica poblacional de bacterias glucanoliticas
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La tendencia en el tiempo de las bacterias quitinoliticas, refleja el aumento y la

estabilidad de las ufc/cm? fomentadas por el T4 (2E+3 veces por encima del

testigo). Los demas tratamientos,

incluido el

testigo absoluto muestran

fluctuaciones en la variable respuesta siempre por debajo del tratamiento T4.

Efecto de los sustratos foliares solos y en mezcla con fungicidas sobre la dinamica poblacional de
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Figura 7. Efectos de los sustratos foliares solos y en mezcla con fungicidas sobre
la dinamica poblacional de bacterias quitinoliticas.



5.2 Objetivo 2

En esta evaluacion, en el tiempo se observa que las poblaciones de bacterias
glucanoliticas tienden a estabilizarse con tendencia al aumento en los Ultimos
muestreos, ello puede deberse a la adaptacion de las poblaciones nativas a la
aplicacion periddica de los sustratos solos o en mezcla con fungicidas o a la
incursién de condiciones ambientales que favorecieron el crecimiento, esto por el
comportamiento del tratamiento testigo que tiene la misma tendencia que los
demas tratamientos. La comparacion de las medias de las poblaciones, mostro
que el tratamiento T4 obtuvo conteos significativamente mas altos (1.88 veces
encima del testigo) de bacterias glucanoliticas que el testigo absoluto (sin control),
seguido del tratamiento T1 (54% por encima del testigo). Los demas tratamientos

tienen valores similares o menores al testigo absoluto en la variable ufc/cm?.

En cuanto a la precipitacion se puede decir que las poblaciones de bacterias se
empiezan a adaptar a las aplicaciones de los sustratos, el aumento en la
precipitacion promueve su crecimiento de manera similar para todos los

tratamientos principalmente en los Ultimos muestreos.
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Efecto de la precipitacién sobre la dinamica poblacional de bacterias

1,00E+11

1,00E+10 |-

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07 |

Log UFC/em?

1,00E+04 -

1,00E+03 |

1,00E+05 -

glucanoliticas.

1,00E+06

1,00€:02 ——

1,00E+01

1,00E+00

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13 M14 M15 M16

T 200
T 180
- 160

b 140

120

L 100
80
60
a0

20

I o (mm)

TL:SFL

—&—T2:5F2

—e—T3:SF1+MF

——T4:SF24MF

—t+—T5:MF

~—@—T0:Testigo abs.

Figura 8. Efecto de la precipitacion sobre la dinamica poblacional de bacterias

quitinoliticas.

+ La tendencia en el tiempo de las bacterias quitinoliticas, refleja el aumento y la

estabilidad de las ufc/cm? fomentadas por el T4 (2E+3 veces por encima del

testigo).

Los demas tratamientos,

incluido el testigo absoluto muestran

fluctuaciones en la variable respuesta siempre por debajo del tratamiento T4.

» El comportamiento de la precipitacién en relacién con las bacterias quitinoliticas
muestra un comportamiento similar a las glucanoliticas, donde se observa una

adaptacion inicial y luego un aumento del crecimiento en los ultimos muestreos
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fomentado por los sustratos (T4 en mayor medida) y probablemente por la lluvia

acumulada.

Efecto de la precipitacion sobre la dinamica poblacional de bacterias
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Figura 9. Efecto de la precipitacion sobre la dinamica poblacional de bacterias

glucanolitica

5.3 Objetivo 3

Se observa altas poblaciones de bacterias glucanoliticas homogéneas en todos

los tratamientos del orden de 10 E9, pero solo el tratamiento SF2 en mezcla con

fungicida, presenta menor nivel de enfermedad con respecto al testigo sin control

quimico.



Relacion de la dinamica poblacional de bacterias glucanoliticas con el

desarrollo de Sigatoka negra. §
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Figura 10. Relacién de la dinamica poblacional de bacterias glucanoliticas con el
desarrollo de Sigatoka negra.

Los niveles poblacionales de las bacterias no se correlacionan con los niveles de

enfermedad, encontrados por los sustratos solos.
La mezcla con fungicidas no afecta las poblaciones de bacterias liticas.

Con relaciéon a la enfermedad, se observa una situacion similar que la encontrada
con las glucanoliticas en donde el SF2 en mezcla con fungicida, presenta menor
de enfermedad que el encontrado con el testigo sin control quimico.



Se demostré compatibilidad de los dos sustratos foliares con aceite mineral y con
la mezcla fungicida, dado que no se encontré en condiciones de campo problemas

de fitotoxicidad.

Relacion de la dinamica poblacional de bacterias quitinoliticas con el
desarrollo de la Sigatoka negra.
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Figura 11. Relacién de la dinAmica poblacional de bacterias quitinoliticas con el
desarrollo de Sigatoka negra.



Tabla 2. Andlisis estadistico para la variable ufc/cm? en parcelas experimentales.

Coefficients:
Estimate Std. Error |z value Pr(>|z])

(Intercept) 1,94E+04 4 51E-03 4295206|<2e-16 ***
factor(tto)1 4,31E+02 5,79E-03 74467|<2e-16 ***
factor(tto)2 -3,24E+02 6,96E-03 -46567|<2e-16 ***
factor(tto)3 -2,47E+02 6,81E-03 -36212|<2e-16 ***
factor(tto)4 6,51E+02 5,58E-03 116570| <2e-16 ***
factor(tto)5 2,97E+01 6,33E-03 4686|<2e-16 ***
factor(tto)6 -6,32E+03 7,37E-01 -8577| <2e-16 ***

Signif. codes: 0 “*** 0.001 “**” 0.01 “*’ 0.05°."0.1"" 1

Promedios
256312789
394475961
185374525
200325160
491263013
264027876
460004

Tratamientos
0

oo~ lwIN]|F-
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