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RESUMEN

En el presente trabajo se estudid el control bioldgico del Tizdn
Tempranc, causado por Altermaria solani en el cultive de Tomate.
Dicho estudio consistid en dos fases: Fase de in y_lgg, en la cual
se determinaron las caracteristicas bioguimicas y €&l comportamiento
aritagonista de las bacterias aisladas del filoplano de la hoja de tomate
contra Alternaria solani. En la fase de invernadero in vive, se estudio
el comportamiento de las bacterias escogidas por su conducta antagonista
in vitro vy mo antagonistas en el cultivo de tomate con dos variedades
Dina y Hayslib, tomando dos momentos de aplicacidn: a) simultaneamente
hongo y bacteria, b) aplicacidon de las bacterias 24 horas antes de
1a inoculacidon artificial del hongo.

Para el estudic in vitro se tomaron 50 cepas bacteriales, de las
cuales cuatro se comportaron antagonistas y 46 no antagonistas; las
cuatro cepas antagonistas inhibieron el crecimiento del patdgeno.  En

relacion a las 46 cepas se tomd una al azar para la prueba in vivo

y las restantes se apartaron. De las 50 cepas, el 30% resulté con

Pswdomonas"ﬂ&moentes_- {15 cepas bacteriales) y el 70% no fiourescentes

{35 cepas bacteriales). Para la prueba in vivo en el cultivo de
tomate, se utilizaron las cuatro cepas antagonistas y la cepa bacterial
no antagonista escogida al azar.

En el cultivo de tomate disminuyd la incidencia de la enfermedad
en 1las cuatro cepas bacteriales antagonistas y a la vez observamos
disminucion en la incidencia de la enfermedad en la cepa de caracteristi

cas no antagonistas.



INTRODUCCION

Actualmente en Nicaragua existe una dependencia total de los pestici
das, en 1984, el pai= destindé mas de 58 millones de dbélares para la
adquisicién de pesticidas. Estos productos generalmente pierden su
efectividad después de algunos afios de aplicados y la consecuencia
es gue las plagas y enfermedades desarrollan contra ellos una resistencia
gue exige un mayor numero de aplicaciones con concentraciones cada
vez mas altas {aumento de potencia toxica) para el mismo nivel de
coritrol.

Los pesticidas de amplio espectro acaban con los enemigos naturales
de plagas y enfermedades, ademas de ser mortales tanto para el hombre
como para la fauna. Las aplicaciones desmedidas de los productos
residuales en frutales, hortalizas y productos de consumo directo son
un grave peligro para el hombre por el envenenamiento paunlatino que
le ocasiona; provocan en la fauna un desequilibrio en el medio ambiente,
ya que son responsables de las disminuciones de las poblaciones de.
aves, peces y camarones.

La practica del control bioldgico ocasionaria una disminucion de
la dependencia de los pesticidas, cuya utilizacion incide considerablemen:
te en los montos de divisas que el pais destina para la dctividad agrico
l1a.

Unc de estos métodos es el "control bioldgico" de enfermedades
como Alfernaria solani, causante del Tizbén Temprano en el cultivo de
tomate, susceptible de controlarse con bacterias epifitas gque pueden

producirse a nivel de laboratorio en el pais.
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Alternaria solani {Ellis y Martin), origina también el Tizdn Temprano
en papa ¥y beremjena. El cultivo mas perjudicadoe es el tomate, gque
puede ser atacado en cualquier fase de su desarrollo. Las piénnﬂas
son susceptibles al ahogamientc y a la pudricién del cuello. La base
del tallo es circundado por una lesion café que provoca la muerte o
el achaparramiento de las plantulas o la marchiféz en las plantas jove
nes. Las hojas presentan manchas foliares alargadas, de c¢olor marron
v necrdtico, con anillos concéntricos. Si varias se retnen pueden formar
areas necrdticas mayores. Las hojas afectadas se secan y caen precoz
mente causando la muerte prematura de las plantas (Marchionatio, 1984).
Para su control se recomienda generalmente la siembra de cultivares
vesistertes a Alternaria solani y la aplicacion de fungicidas. Cuando
no  hay variedades resistentes, el agricultor debe realizar un mayor
namero de aplicaciones de fungicidas, lo cual disminuye sus ganancias:
Se recomienda ademas labores culturales con el fin de disminuir Ila
cantidad de indculos que pueda infectar a las nuevas plantas, en especial
proceder a
- No trasplantar plantas enfermas del almacigo al surco
- Rotacidn de cultivos
-  Eliminacidn vy quema de los restos de plantas infectadas
-~ Eliminar las malas hierbas
- No utilizar semillas procedenteé de cosechas contaminadas, {Agrios,

19851}.

Una de las alternativas para sustituir los pesticidas en los cultivos
es la aplicacidn de métodos bioldgicos que mantengan Su eficiencia

en el ocontrol de las enfermedades y plagas, mediante la utilizacién



de productos bioldgicos obtenibles en cultivos peguehos a nivel de
laboratorio. Ademas de 1. ventaja econdomica, son efectivos y tienen

varios aspectos benéficos en términos eco’ dgicos.

Métodos de Control Binldgico:

El control o ocombate bioldgico de un patdgeno es la introduccidén de
un microorganismo antagonista en la superficie vegetal, capaz de multipli
carse y colonizar el filoplano. Se ha preferido utilizar microorganismos
residentes en la superficie vegetal gque presenten antagonismo al patdgeno,
por estar totaimente adaptados a sobrevivir ¥y reproducirse en el filopla
nG. La estrategia de combate es aumentar su numero en el ambilente,
a tal punto que anule en forma eficaz la accidn del patdgeno.

Las bacterias han sido los microorganismos mas usados en esta estra
tegia de combate debido a su facil manejo, & su alta tasa de reproduc
ciébn in vitro y & gue es el primer colonmizador del filoplano, La
estrategia se ha usado en el combate de:

-  Heterobasidium amnosimn mediante aplicacion de Peniophora gigantea

en cortes frescos de pino (Risbeth, 1963).
~  Mycena citricolor mediante Trxichoderma barazianmum {Vargas, 1984},

- Agrobacterium tumefasciens mediante una raza virulenta de la misma

bacteria {Cook, 1985}.

- Pseudomonas syringae gue promueve y conduce & danos por heladas

mediante Erwinia herbicola (Lindow, 1985).

- Moniliopthora roreri en cacac, mediante bacterias epifitas en la

Zona Atlantica de Costa Rica (Jiménez, 1986).
~  Pusarium culmoram y Puccinia recondita F. sp. triata, en trigo

con Erwinia herbicola (Kempf & Wolf, 1989).



QOBJETIVOS
El objetivo general de este estudio es conocer y analizar el control
binlégico de Alternaria solani en el cultivo de tomate, utilizando bacte

rias epifitas para su combate:

Objetivos especificos:

- Evaluar la capacidad de las bacterias aisladas del filoplano en
dismimir la incidencia de la enfermedad.
- Comparar @c}s momentos de aplicacion:
a) Aplicaci6én simulténea de bacteria y hongo
b) Aplicacién de bacterias 24 horas antes de la incculacion artificial
del hongo.
~ Comparar el comportamientec in vivo de una bacteria no antagonica

in vitro contra cuatro bacterias antagdnicas.



MATERIALES ¥ METODOS

La investigacidn se 1levé a cabo en Costa Rica, exactamente en el
Centro Agrondmico Tropical de Investigacién y Ensehanza (CATIE}, que
se encuentra ubicado en el Cantén de Turrialba, a 590 mts. S.n.m.,
con 9952' latitud norte, vy 83Q'38‘ longitud Oeste. La 2zona presenta
una precipitacion pluvial media anual de 2,632 mm. (promedio de 38
anos}.

Para iniciar el estudic se tomaron de la coleccién del laboratorio
"Manejo Integrado de Plagas", cincuenta {50} cepas bacteriales que
fueron aisladas del filoplano de un cultive de tomate de la Variedad
Dina, gue sufrid un severo ataque del Tizén Temprano.

Las cepas bacteriales se obtuvieron de hojas situadas a diferentes.
estratos en la planta, aisladas mediante el proceso de dilucién de espo.
ras.,

En este estado se tomaron las cepas bacteriales para su reactivacion,
con lo que se inicia propiamente esta dnvestigacion. La reactivacidn
de dichas cepas se efectué mediante el siguiente proceso: Se rayaron
‘las‘ cepas en YDC (ver anexo #l); y se sometieron a diferentes pruebas
de tipo morfoldgicas y bioguimicas, tales como KOH, Catalaza, Oxidasa,
Flourescente {ver anexo #Z}.

La posicién taxondmica de las bacterias se logrd determinar con
el Manual de Bergey de Nomenclatura y Clasificacion (Bucheman, R.
Gibbons, 1974).

Una vez reactivadas las bacterias se procedid a evaluar el compofta.

miento antagoénico de las bacterias in vitro.
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Evaluacion del antagonismo in vitro:

En un medioc de 25 ml. V-8 agar {ver anexo #l), decansando en
platos petri, se inocularon por estria al centro, 2 ml. de solucidn
de bacterias a una concentracion de '10? ycB/mt. {Unidades de
Colpmias Bacteriales por mililitro): para estudiar su posible compor
tamiento antagonista. Sequidamente se transfirieron dos discos
del hongo Alternaria solani a una distancia de 25 mm. cada una
del centro del plato. Los. discos se obtuvieron ceon sacabocados
de 5 mm. de diametro, a partir de aislamientos recientes del
hongo escogidos +en la Fina "La Montafia", en donde se obtuvieron
también las cepas bacteriales.

Para lograr el aislamiento del hongo, se lavaron hojas enfermas
con agua corriente durante‘ 5 minutos, Se Sumergieron por un lapso
de 30 segundos en Hipoclorito de Sodio al 1%,. trozos pegquenios
romados de la zona limite del tejido sano y enfermo y se pasaron
en agua destilada estéril por un minuto, repitiéndose este Wdltimo
pasc por dos veces mas. Con una pinza esterilizada .a‘ la lama,
se tomaron los trozos de tejido y fueron colocados sobre medios'
de agar al 2% con estreptomicina (ver anexc #1), para eliminar
la contaminacién de hacterias; posteriormente ¢l hongo fue traslada
do a medios de cultive de jugo V-8 agar y se colocd emr incubadora
a 269(2 por 15 dias. |

El efecto antagonista se evalud por 12 dias, midiendo la distancia
de separacidn entre los puntos periféricos mas cercanos de los

discos del hongo sembrados 24 horas después de la bacteria.



3.2

Este crecimiento se compard con el testigo absoluto cultivado en
ausencia de la bacteria. Con base en este parametro se obtuvo
el porcentaje de inhibicidén para cada cepa bacterial mediante la

siguiente formula:

% inhibicidén = d x 100 =
50
g = distancia (mn) de separacidn de los discos de” crecimiento.

50

i

distancia total de separacion entre los discos de Alterparia
solani.

Se hicieron tres repeticiones por aislamientc bacterial, conside

randose como bacteria antagonista aquella que inhibiera en un 80-

502 del crecimiento micelial del hongo, realizando un andlisis de

varianza y prueba miltiple de Duncan.

Evaluacién in vivos:

Tratamiento:

Los tratamientos que se evaluaron en las variedades Dina que es

medianamente susceptible a Alternaria salani y Hayslib que es

completamente susceptible al hongo fueron las siguientes:

Tl = Testigo sin aplicacitn

T2 = Testigo con Daconil

T3 = Inoculacion de las bacterias 24 horas antes de la inoculacidn
del hongo

T4 = Inoculacisn simultanea del hongo vy de las bacterias.

Los tratamientos se aplicaron cuando las plantas tenian 45 dias

de edad, las suspensiones de bacterias utilizadas tuvieron una



concentracion de 10? UCB/ml, Para las aplicaciones se usd una

aspersora manual de presién normal, la aplicacidon fue dirigida

hasta el punto de goteo. La suspensidén de esporas del hongo

Alternaria salani se obtuvo de los aislamientos del hongo desarro

11ados en medios de cultive de jugo V-8 agar, durante 15 dias.
La esporulacién fue inducida mediante el método Dhingra, Sinclreis,

(1985) que consistid en raspar suavemente la ‘superficie del hongo

cultivado en V-8 agar con un portaobjeto estéril cuidando de no

danar la superficie y eliminando todo el micelin del hongo. Poste

riormente se tapd el plato con una ,gasa asegurandola con-una liga

de hule, colocdndolos bajo un chorro suave de agua durante 24

horas, ¢on el objeto de que se lavara todo lo gue estuviese adherido
al medio de cultivo. Pasadas las 24 horas se eiimind por completo
el agua de los platos y se colocaron en forma . inclinada durante

48 horas expuestas al medio ambiente.

Después .de ese periodo se cosecharon las esporas del hongo,
lavando 1la superficie del medio con una pipeta con agua, para
su coleccidn.  La concentracidn que nos resulté del conteo con
ui nematocimetro fue de 15,000 esporas por mililitro.

La inoculacidn del hongo se realizd colocando un disco de
papel filtro de 5 mm. de diametro empapado en la suspension
de esporas del hongo, con una cantidad de esporas de 15 a cada
lado, aplicandolas en los dos foliolos terminales de la hoja basal,
intermedia y superior. Posteriormente se dejaron todas las plantas
bajo una camara humeda formada -de varias de metal -fijadas a
la base de la mesa, las cuales sirvieron de soporte a varas de

madera colocadas transversalmente a las de metal; sobre este sopor
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te se colocd un plastico transparente, de tal forma que todas las
macetas guedaron sobre Ia mesa cubiertas por él. El plastico
fue retirade todas 1as. mahanas para permitir diracidn y colocado
nuevamente por las tardes para seguir provocando humedad. elevada,
este proceso se repitié durante 1os cinco dias siguientes a la inocu

Para analizar estadisticsmente 1os resultados de la prueba de
invernadero se empled el disefio de blogues ‘completos al azar

con cuatro tratamientos Y cuatro repeticiones; realizéandose un analsis

de varianza y prueba miltiple de Duncan.

‘Supervivencia de la bacteria

Para el segiimiento de la supervivencia de la bacteria se realizd

a los 10 dijas el lavado a tres hojas {una de cada estrato: alto,

medit- ¥ bajo ‘de la planta tomada al -dzar por tratamiento), utilizan
do una solucidn salina estéril (Nacl). Para la desinfeccidpn en
el aislamients se tomaron asépticamente las hojas y con un sacaboca
do de 5 mm. He diAmetro sé obtuviercn 30 discos que se agitaron
por 3 minutos con. 100 ml. de agua destilada estéril. Con el objeto
de determinar la concentracidn: bacterial, se usd la técnica de

dilucion y se tayaron en YDC.

4 Supervivercia del Horigoy

Se realizd recoleccidn ds hojas sometidas a los ‘tratamientos T3

* y T4 que presentaron lesiones de Alternaria solani, 1as que se

lavaron asépticamente con Hipoclorite de Sodio al 1% durante 3
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minutos. Posteriormente se coolocarocn en camaras himedas por
un lapso de 48 horas para inducir su esporulacion; luego se lavaron
con agua destilada estéril para realizar cualtro recuentos de esporas
para medir su capacidad de esporulacion Yy realizar un analisis

de varianza y diferenciacion de medias.

RESULTADOS
Conjuntamente con los especialistas del laboratorio Manejo Integrado
de Plagas . (MIP), se realizaron pruebas morfoldgicas vy bioguimicas
en muestras de cepas bacteriales gue mostraron ser Pseundomonas
Flourescentes en un 30% y un 70% de Pseandomonas no flourescentes.

£l cuadro #1 muestra las principales caracteristicas morfoldgicas.

Evaluacion in vitro:

De las 50 cepas aisladas, 14 mostraron algan efecto antagonista a
Alternaria solani, entre éstas solo 4 fueron consideradas verdaderas’
antagonistas, debido a que inhibieron el desarrollc del hongo a un

nivel superior del 80% en relacion al testigo (ver cuadro #2).

Entre las 30 cepas que no mostraron efecto antagonico, se encontraron
6 que presentaron un escasc desarrollo miceliar en la zona de accion
“de las bacterias. después del lavado del micelio, la concentracion
de esporas fue muy baja; en cambio en los otros platos el crecimiento
fue de un color oscurc verdosc y en el lavado presentd un mayor porcef
taje de esporulacidén, por lo cual encontramos que es altamente significa

tiva la diferencia entre las 50 cepas bacteriales (ver cuadro #3}).



Cuadro #l: Caracteristicas bioquimicas de 1las bacterias aisladas del

filoplano del tomate con Alternariosis.

CEPA KOH CATALASA OXIDASA FLUORESCENCIA

10 - . - _

8 (9-1-2) + + _ _

12 : R . .

g ¥ + - -

22 ¥ % - _

6 + ye - -

33 ¥ ¥ - B

1 = & - -

51 + * - Flourescente

13 {7-1-2) ¥ * = -

34 * ¥ - Flourescente

4 + + = baja flourescencia
48 + + i

20 i & - -

3 * * - baja flourescencia
22 ¥ e -

i1 + * - -

51 * + + Alta fluorescencia
3 + + - Alta fluorescencia
29 + + - | _

32 + + "




Cuadro #1: Continuacidn: Caracteristicas bioguimicas de las bacterias

aisladas del filoplano del tomate con Altermariosis.

CEPA KOH CATALASA OXIDASA  FLUORESCENCIA
Sul=2 + + B -~

23 + + + Alta fluorescencia
12 + + + -

is * § i -

16 = ¥ -

2 + 4 - -

10 + = + ~

39' + +* + -

46 + + + baja fluorescencia
18 & - % -

35 + + + -

9 + - + -

30 + - + _

29 + - * -

17 + - + baja flucrescencia
3 4 ¥ 2 - -

21 + + + baja fluorescencia
2% ¥ & + -

8 + - - baja fluorescencia
1 NG erecid en ATS

5 + £ e -




cuadro #1: Continuacién: Caracteristicas bioguimicas de las bacterias

aisladas del filoplano del tomate con Alternariosis.

CEPA KOH CATALASA OXIDASA FLOURESCENCIA
15 + + + -

50 + + + baja flourescencia
25 +. + + -

) + - * -

35 + - ¥ -

14 No crecid en ATS

38 + + ¥ baja flourescencia
7 ‘ + -~ * -




Cuadro #2: Porcentaje de inhibicién del crecimiento de Alternaria solani

por diferentes cepas epifitas.

REPETICIONES

CEPA 1 2 3 PROMEDIO
Testigo 0 0 0 0

10 20 16 18 18

8 (9-1-2) 2 2 4 2.66
12 2 0 0 0.66
9t 6 4 8 6

22 ) 6 4 3.33
6 0 0 0 0

33 16 18 20 18

1 6 10 10 14.66
5T 84 80 78 80.66
13 (7=1-2) 18 22 24 21.33
34 70 76 78 74,66
4 24 24 20 22.66
48 8 12 12 10.66
20 2 2 4 2.66
3+ 50 56 60 55.33
51t % 80 78 84 80.66
3 60 56 52 38.84
29 56 52 64 36.21

32 64 68 66 44.22




Cuadro #2: Continuacidn: Porcentaje de inhibicidn del crecimiento

we Alternaria solani. por diferentes cepas de bacterias

epifitas.
____REPETICIONES

CEPA T 2 3 PROMEDIO
15 . 20 20 24 21.33
50 22 22 22 22

25 40 42 38 40

6 0 0 0 0

8 10 6 4 6.66
36 20 12 18 16.66
38 76 74 72 74

7 20 26 22 22.66
4 20 18 18 6
11%* 4 6 8 6

* Son Antagonistas

*%  No Antagonistas



Cuadro #3: Diferencias entre el comportamiento de 1l + cepas bacteriales

CEPAS MEDIA GRUPO DUNCAN
> 43.333 A
51° 40.333 B
51 40.333 B
34 37.333 <
38 37.000 C
3 36.333 c
2¢ 36.000 ¢
32 33.000 D
G2 31.333 D
8 31.000 D
29 28.667 E
3 | 28.000 F E
3 27.667 F E
21 26.000 F
50° 2(:;,000 G
17 14.000 H
31 11.667 I
46 11.883 1
7 11.333 J I
4 11.333 J I
10 11.000 J I
15 11.000 J 1




Cuadro #3: Continuaciodn: Diferencias entre el comportamiento de las

cepas bacteriales.

‘CEPAS. . MEDIA GRUPO DUNCAN

5 10.667 JF

s

£
ot
w W

13 (7-1-2) 10.667

=
=

11 9.333 F
1t 9,000 g

33 9.000:

L

)

B 8.333

16 7.667

Z =z =z

39 7.333

Z

12 7.000

23 6.667

xR X R B 2 2 &

o o o O o

29 6.667

I S < A - ~ T O ~

2 =z =2

Lk

30 £.000

48 5,333

& 3.333

R
R
36 3.000 R
g+ 3,000 R
9 2.667 R

3}

2 1.667

P S = SN e TR o « B o
vi




Cuadro #3: <Continuacidn: Diferencias entre el comportamiento fe las

cepas bacteriales.

CEPA MEDIA GRUPO DUNCAN

8 (9-1-2) 1.333 U T S
» 0.333 U iy

6 0.000 U

46 0.000 U

35 0.000 U

25 0.000 U

Testigo 0.000 u

18 0.000 S U

(Cifras con las mismas letras no ‘son significativamente diferentes segin.

Priieba de Duncan al 0.05%).
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Evaluacidn in vivo:

El analisis de varianza evidencid diferencias altamente significativas
(p = 0.0001) entre los tratamientos en la incidencia del Tizén Temprano.

El ‘tratamierto de mayor efecto fue la aplicacién de 1as cepas
2, 5% y 11: 24 horas antes del indculo -artificial dél hongo. Cuando
se aplicaron simultanéamente bacteria y hongo, no hubo ninguna respuesta
positiva. esto confirma 1os resultados de Andrews (1985), quien sefala
que los primeros signos de un efecto antagonista se observan cuand
las poblaciones alcanzan de a x 104 61 % 105 unidades de ‘colonias
bacteriales/ml. en el momento gue se va a dar la infeccic':jn; esto normal
mente se logra cuando el antagonista es aplicado algunos dias antes
que el patdgeno. Se puede concluir que los. tratamientos son altamente

significantes entre las dos variedades. (ver cuadro #4).

Supervivencia de la bacterias

La fluctuacién de la poblacién bacterial oscils entre 1,38 x 10° hasta
0 unidades de colonias bacteriales (ver cuadro #5).

De 1o anterior podemos deducir que en comparacion con- el testigo,
1a poblacién bacterial de Daconil es mayor y se aproxima a la. cepa
bacterial 51" coincidiendo con 1o dicho por Hislop {(1976), en que
14 aplicacion de quimicos en el filoplano puede reducir o fomentar
las poblaciones de microorganismos epifitos. {(ver cuadro #6).

Asimismo, Blakemann ¥ Fokkema {1982) determinaron que los hongos
epifitos son eliminados por fungicidas de amplio espectro tales como
ditiocarbamatos, dandose un aumento ‘de bacterias epifitas con gran

resistencia hacia estos fungicidas.



Cuadro #4: Resumen de incidencia de 1z enfermedad Alfernaria soland

para las variables-cultivares por tratamiento.

T T

4 4
VARIEDAD VARIEDAD
CEPAS ‘DINA HAYSLIR DINA HAYSLIEB
{+ Resistente) {'S'usceptibim

* 2 10-20-19 16-23-23 o - 7T - 7 9-20~-17
% 51 12-21~20 13-19-19 6 - &6 -~ 6 je22-21
*% 11 16-20-19 24~24-24 g - 11 - 11 _2—18—18
* 38 19-24-20. 19-22-22 0 - 17 - 17 8-22-21
* 51%  21-24-22 19-23-23 2 =16 -~ 16 52122
TESTIGO VARIEDAD

DINA HAYSLIB
‘Agua + Hongo 23 - 24 - 23 23 - 19 - 24
Daconil 0~ 0~ 0 0~ 0 - 0

* Cepas bacteriales antagonistas
** Cepas bacteriales no antagonistas

T, Tnoculacion de las cepas bacteriales 24 horas, antes de la inoculacion
del hongo.

T Inoculacién simultanea de las cepa bacterial y el hongo.



Cuadro #5: Supervivencia y reproduccion de las poblaciones bacteriales en los tratamientos
1D dias después de la inoculacion artificial.
HAYSLIB

PRIMER MUESTHO . SEGUNDO MUESTREQ
F/UCB/ml. NF/UCB/ml. TOTAL F/“UCB/ml. ?NF,/UCBZml TOTAL
Daconil 1.5 % 109 91 x 108 2.41 :5‘(}04 4.3 x 105 3 x 104 4 x IGS
Testigo + Hongo 1. x 168 LB x 10° 1.36 x mr8 0 9.3 x 104 9.3 x 10"
5' Simultaneo 2.87%10° 2.4 x)1é7 2.8 % 10° 2 %10 5 x10 7 %10
5' un dia antes  1.06x1 ’ 2 x 1(? 1.085 x 1{39 2 X% '105 2.1 x 106 2.3 % 186
S1' Simultineo 2.9 x 107 29 %10 8 x10 9 x100. 51 x10 6 xI0
510 un dia antes 4.9 5100 15 x10 64.x10 13 x0T 45 x 100  LBxIO
2 simultaneo 1.6 xlﬁ? 6.8 xlﬂg 6.9 x'l(ia. 4.7 x lé? 1.6 x 10_8 B.0T x 108
2 un dia antes 2.3 x1 4 8.9 x 188 9.13 x 108' 2.2 x 107' 8.6 x I’i}?' 1.08 x 108

F 1

NF

UCB: Unidad Colonias Bacteriales

Fluorescente

No Fluorescente



Cuadre #5: Continuaci6n: Supervivencia y reproduccidn de las poblaciones bacteriales en
los tratamientos 10 dias después de la inoculacién artificial.
DINA
PRIMER MUESTREQ _  'SEGUNDO MUESTREC

F/UCB/ml. NF/UCB/ml.  TOTAL F/UCB/ml. NF/UCB/ml. TOTAL
Daconil 6.4 %10 5.6 %10 1.2 x100 3 x100 3.9 x10° 6.9 x10°
Testip + Hongo 3 x 10° 9.6 x10° 126 x 100 - 0 2.6 % 10° 2.63 x 100
5% similtaneo 4.7 xlﬂg 2 x'lﬁs- 4.9 x109 1.4 x'lt)é 9.5 :-(106 1.9 xlO?
5' i dia antes 91 x 1010 2 x10 93 x10° 1.2 x106 2.2 x,'106 34 x10°
51" simulténeo’ 78 %10 1.9 xlﬁ? 9.7 x10 1.1 x_i{}e 1.08:::107 119 x10
514w dia antes 2.1 x 107 o1 x10° 112 x10° 8.7 x10° 8.2 x 107 1.éd x 100
2 sinulténes. 43 x10 7.8 % 10° 8.23 x 10° 0 19 x10° 19" 1
3 wdia antes 5.7 x10 725 x10° 7.8 % 107 0 1.24 x 10° 1.24 x1€38

UCB

1

o
0

NF

i

Flourescente

No Flourescente

Unidades de Colonias Bacteriales/ml.



Cuadro #6: Tratamientos con mayor porcentaje poblacional de bacterias, 10 dias después de la
inoculacidén en el segundo muestreo.

CEPA TRATAMIENTO VARIEDAD F/UCB/ml. NF/UCB/ml. TOTAL
51¢ 3 Hayslib 1.8 x 10 45 x 107 1.83x 100
51 3 Dina 1.2 % 10° 22 x10° 34 x10°
5 4 Dina 1.4 x 105 9.5 x 106 1.09 x 10?
51" 3 Dina 8.8 % 105 8.2 x 105 1.69 % 106
2 3 Dina 0 1.9 x 1G6 19 x 196
2 3 Hayslib 0 1.24 x 10° 1A X1
51" 4 Dina L1l x 106 1.08 x 107 1.69 x 106'
2 4. Hayslib 22 %10 8.6 x 10 Lmx10°
5" 3 Hayslib 2 x10° 21 x 10° 23 x10°
2! 3 Hayslib 17 x10° 7.6 X 10 8.07 % 10

F = Flourescente

NF = No Flourescente

ucs

Unidades de Colonias Bacterialas
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Supervivencia del hongo:

En esta metodologia se realizd el conteo por cmzde la reproduccion
de las conidias de Altemaria solani encontradas en la variedad Dina
inoculadas un dia antes, obtefniendo un porcentaje de esporulacidon menor
en oomparacidén con el testigo y con respecte a la variedad Hayslib
{ver cuadro #7).

En el analisis estadistico deducimos qué hay una alta significancia
en la reproduccidon de las conidias con respecto a los tratamientos

en las dos variedades utilizadas (ver cuadro #8 y #9).



Cuadro #7:

por tratamiento.

Conteo de poblacion de conidias de Alternaria salani

TRATAMIENTOS CONIDIAS
CEPA T  CULTIVAR I It I v
2 4 Hayslib 32 44 32 34
5° 4  Hayslib 82 61 75 69
11 4  Hayslib 48 42 44 56
38 4  Hayslib 35 33 33 38
51° 4  Hayslib 29 24 25 30
2 3 Hayslib 26 28 24 27
5 '3 Hayslib 27 29 34 34
11 3  Hayslib 14 10 14 12
38 3 Hayslib 35 28 26 25
51¢ 3 Hayslib 10 12 8 15
Testigo 3  Hayslib 69 46 46 61
2 4  Dina 18 28 21 20
51 4 Dina’ 19 20 14 13
11 4 Dina 29 23 24 35
38 4  Dina 25 30 21 19
51° 4 Dpina 16 24 25 33

Comidias/ml.



Cuadro #8: Produccién de Conidias del Hongo Alternaria solani

entre los tratamientos.

TRATAMIENTO % DE CONIDIAS/cm® GRUPOC DUNCAN
Testigo 87.577 A
5% - Tratamiento 3 31.257 B
11 - Tratamiento 3 30.326 B
38 - Tratamiento 3 26.868 C

3 - Tratamiento 3 26.552 ¢
51~ Tratamiento 3. 25.253 D C

2 - Tratamiento 4 24.555% DCE
38 -~ Tratamiento 4 24.398 DCE
5 - Tratamiento 4 23.468 D E
11 - Tratamiento 4 22.478 E
51~ Tratamiento 4 18.544 F

Cifras con. las mismas letras, no son significativamente diferentes.



Cuadro #9: Reproduccién de Conidias de Alternaria solani por Variedad

conforme lips tratamientos.

TRATAMIENTO POR CULTIVAR MEDIAS GRUPO DUNCAN
Testigo Dina 138.052 A

5" - T3 Hayslib 42.291 B
Testigo Hayslib 37.102 o
i1 - T3 Hayslib 34.407 le

2 - T3 Hayslib 29.722 D
38 - T3 Hayslib 29.462 E D
5' 6 T4 Hayslib 27.804 E DF
11 - T4 Dina. 27.319 E ©DF
38 - T4 Hayslib 26.383 EGDF
11 - T3 Dina 26.245 EGDF
51"~ T3 Hayslib 25.952 E G H. F
2 - T4 Hayslib 25.607 G HF
51% T3 Dina 24,554 G H F
38 - T3 Dina 24.247 G HF
2 - T4 Dina 23.502 1 GH

2 - T3 Dina 23.38 I G H
38 - T4 Dina 22.413 1 HJ
51 - T4 Dina 20.429 I KJ
5 - T3 Dina 20.223 I KJ
5% - T4 Dina 19.133 L K J
11 - T4 Hayslib 17.637 L X J
51 -~ T4 Hayslib 16.660 L.



DISCUSION

Prueba in vitro:

Los criterios de seleccidn de las cepas bacteriales promisorias, se
basarcn en el buen crecimiento vy la presencia de pigmentos in vitro.
por lo general, las bacterias epifitas presentan pigmentos que actan
como proteccién contra la radiacién, ademds las bacterias seleccionadas
se caracterizan por una alta tasa de reproduccién in vitro, lo que
facilitaria 1a produccién de la masa bacterial antagonista a usarse
en el filoplano de la hoja.

La seleccién. se fundamenta en el principio de Baker y Cook {1974),
determinan los posibles antagonistas donde la enfermedad no ocurra
o no pueda desarrcllarse debido a gque las esporas han sido incapaces
‘de germinar por la presencia de algin agente en el filoplano. Esta
alternativa se confirmé en cuatro de las 50 cepas bacteriales aisladas,
en las que se observd un altc antagonismo in vitro y dos de ellas
controlaron eficazmente la enfermedad a nivel de invernadero.

Resultados de diferentes investigéciﬁneis en el campo del combate
biologico de patdgenos del suelo Baker y Cbok (1974) vy de &érganos
aéreos, Andrewus (19853); Fokkema (1876}, han mostradc gque no hay
relacién significativa entre antagonismo in vitro vy efectividad en el
campo. Frecuentemente organismos con antagonismos en platos de agar,
no controlan si son aplicados en las plantas y algunas veres se compor
tan como efectivos controladores en el campo y no presentan propiedades
inhibitorias in vitro, Fokkema, Houter, Kosterman, Nelis {1979].

Con Alternaria solani, los resultados mostraron que especies bacte

risles con alto antagonismo in vitro fueron menos efective en el inverna
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dero y una cepa sin ningin comportamiento antagonista in vitro fue
una de las mejores en el mismo invernadero. Dado este comportamiento
y el hecho de que no se probd la eficiencia de las bacterias gque
no mostraron -antagonismo in vitro, es necesario estudiarlas -én las
pruebas in vivo antes de descartarlas. Sin olvidar que las pruebas
de antagonismos sobre superficies vegetales en condiciones controladas,.
son las ‘“pruebas maestras® en la seleccion de agentes antagonistas,

Andrews {1985; Fokkema {(1976}.

Evaluacidn in vivos

La estrategia de usar bacterias epifitas podria ser exii:csa como 1o
demuestra la efectividad de la cepa 2, 5' y 11 y concuerda ¢on las
conclusiones de Brave y Victoria (1981) en cacao, gue las bacterias
son efectivas para el control de algunas enfermedades y la efectividad
del combate bioldgico se puede explicar con base a dos factores:
a) . los rasgos del agente bioldgico y b) el microambiente de la hoja
del cultivo. Las Dbacterias aisladas presentan gran capacidad de
adaptacion en los primeros estadios” del desarrollo de la _hoia; en
donde posiblemente los wmicroorganismos epifitos competidores fueron
escasos v la aplicacidén bacterial permitid que la bacteria colonizara
v ocupara en altas concentraciones el filoplano, durante la.época critica
para el hongo del Tizdén Temprano; lo cual se muestra en la reduccidn
significativa de la incidencia del Tizdén Temprano en los tratamientos
binldgicos efectuados. (

Se confirma la mayor efectividad del tratamiento aplicado 24 horas

antes de la inoculacidn del hongo, enh comparacitn con las inoculsciones
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simulténea. Posiblemente el periode de avance de las bacterims en
el filoplano de la hoja fue corto en la ‘inoculacion simultanea, lo gue
produjo que las bacterias no colonizaran en la cantiodad necesaria
para prevenir la germinacion y penetracion de las conidias de Alternaria
solani. Pl tratamiento tres aplicado 24 horas antes de la inoculacidn

del hongo, se comportd en forma similar al tratamiento quimico.

Supervivencia de la bacteria:

Los tratamientos presentaron mayor porcentaje de poblacion bacterial
en el segqundo muestreo, a la vez observamos gque el comportamiento
fue muy variable en los dos cultivares, ya que Hayslib alcanzé el
mayor Crecimiento bacterial con el tratamiento tres en la cepa 51°.
Segiin  los resultados logrados en esta investigacion, se puede
cohaiéemr posible colonizar el filoplano de la hoja de tomate en el
periodo critico del atagque de Alternaria solani. Esta es la razdn

del porgue la bacteria logrd controlar la incidencia de la enfermedad.

Supervivencia del hongo:

La producci6én de conidias mostrd gue comparado con el testigono hubo
inhibicidn en el tratamiento de inoculacién simultanea del hongo con.
la bacteria. La poblacidn de conidias fue reducida con los tratamientos
de bacterias aplicados 24 horas antes de la inoculacién del hongo.
Posteriormente se observé que hubo variabilidad en los dos cultivares,
va que Hayslib cuya caracteristica es ser altamente susc:epfiblef presen’
té al momento ._del- conteo en la cepa 51' un menor numerc poblacional

de conidias.
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Se concluye que para implementar el combate bioldgico es necesario
primero confirmar los resultados de este ensayo en los diferentes
cultivares, ya gque no se puede aplicar a todas 1las otras variedades

por las diferencias de comportamiento gue observamos.



CONCLUSICONES
En los primeros 45 dias del desarrollo de la planta de tomate,

el filoplano estd colonizado principalmente por bacterias.

De cincuenta aislamientos obtenidos, solo dos cepas (2 y 5%}

presentaron un alto antagonismo a nivel de laboratorio e invernaderoc.

Las bacterias por su capacidad de . adaptacidén, son microorganismos

aptos para el combate bioldgico de Albternaria salani..

Las cepas {2, 5', 38, 51, 11) asperjadas 24 horas antes de la
inoculacidén artificial del hongo, disminuyen la incidencia de

Para tener un control bioldgico sobre Alternaria solani, es necesario
que €l atague binldgico se establezca en el filoplano antes de
los primeros sintomas de la enfermedad y con concentraciones

. 7
de 10 uyCB/ml.

La fluctuacitn poblacional de las conidias de Altermaria solani
sobre la superficie de la hoja, se relaciona positivamente oon

1a accidn de las bacterias epifitas.



RECOMENDACIONES
Sequir seleccionando cepas bactariales epifitas, antagonistas a
Alterparia solani, tratande de seleccionar las gque tengan propieda

des antagonistas como las cepas 2, 5 ¥ 1l.
Ruscar diferentes metodologias de seleccion de antagonistas.
Estudiar su comportamiento en las diferentes variedades.

Implementar este estudic de tratamientos bioldgicos en Nicaragua.
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ANEXO 1

Medios Usados:

1.

Agar nutriente al 2%
Agar 20 gr.
Streptomicina 50 mg.

Agua destilada 1000 mil.

Yeast Extract - {¥YDC)
Yeast Extract 10 gr.
CaCo3 20 gr.

Agar 15 gr.

Agua destilada 1000 ml.

B. de King (para la flourescencia)
Proteosa Peptona 20 gr.

Glicerina 10 ml.

K HPO, 1.5 gr.

4

7H_0 1. .
MgsO, TH, 5 gr
Agar Agar 15 gr.

Agua destilada 1000 ml.

Ajustar el Ph 7.4 para un final de

V-8 agar

Jugo V-8 200 cc
(:a(‘:fl)3 3 gr.
Agar I8 gr.

Agua destilada 1000 mi.

7.2



ANEXO 2

Pruebas Usadas:

l‘

Prueba de (Oxidasa (BC)

Esta prueba nos fue util para diferenciar las Pseudomonas de
otros bacilos gram-negativo.

Reactivos: Solucién de Clorhidrato de Tetrametil-p-fenilendiamina
al 1% en agua.

Método: Se anadieron unas gotas del reactivo a un trozo de papel
filtro, de un plato petri, con un asa de platino se
toma una porcién del cultivo bacteriano y se extiende
sobre el papel filtro impregnado.

Resultado: En los cultivos oxidasa-positivo, aparecid a los 5- 10

sequndos, una coloracién plrpura; cuando lia reaccidn
positiva es retardada se manifiesta a los 10-60 segundos.

Prucha de la Catalasa {BC)

La mayoria de los organismos que crecen en placas incubadas
aerdbicamente, poseen la enzima catalasa.

Reactivo: Agua oxigenada (concentrada de 10 volimenes 6 al 10 %).

Métodos Se emulsiona un Area con cultivo en un portaobjeto
v se le agrega una gota de agua oxigenada.

resultado: La efervescencia causada por la liberacidn de oxigeno
libre en forma de burbujas de gas; indica la presencia
de catalasa en el cultivo estudiado.
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