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RESUMEN

Se realiz6 la evaluacidn de varios microorganismos antagonistas y sustancias
naturales en el control de enfermedades foliares en tomate. El experimento
consistio en utilizar plantas de tomate Esem-2 de procedencia canadiense, a las
cuales se les aplico: Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia, Trichoderma viride, Quitosana,
Tebuconazol mas Triadimenol, y al testigo se le aplicé agua destilada. Se
presentan tablas y figuras donde se muestra el efecto de los diferentes
tratamientos en el control de enfermedades foliares en tomate. Los analisis
estadisticos presentaron diferencias significativas entre los tratamientos. Se
identificaron las enfermedades fungicas causadas por: Alternaria solani,
Stemphylium solani, Passalora fulva, Phytophthora infestans, Corynespora
cassiicola, Cercospora sp., y bacterianas causadas por: Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria. Se determind el desarrollo de las enfermedades en los cuatro
periodos de evaluacién. A. solani alcanz6 el 50,00%, S. solani el 54,07%, P. fulva
el 49,03%, X. campestris pv. vesicatoria el 46,67% y P. infestans, C. cassiicola,
Cercospora sp., menos del 10,00% de afectacidon. Los tratamientos mas efectivos
para el control de las principales enfermedades foliares del tomate en los cuatro
periodos de evaluacion fueron: B. cepacia, T. viride y Quitosana. ElI mayor
rendimiento del tomate se obtuvo con aplicacion de la bacteria B. cepacia. Se
encontré actividad bioinsecticida de la bacteria B. cepacia con la dilucién de 1/10
sobre Myzus persicae. Este resultado constituye en primer reporte de la utilizacién

de esta bacteria en el control biol6gico de afidos.

Palabras clave: tomate, microorganismos antagonistas, control biologico,

sustancias naturales, enfermedades fungicas



ABSTRACT

Several antagonist microorganisms and natural substances were evaluated in
order to evaluate the control effect on the foliar diseases in tomato. The experiment
consisted by means of the cultivar Esem-2 from Canada, the application of:
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Burkholderia cepacia, and Trichoderma viride, Chitosan, Tebuconazol plus
Triadimenol and as control distilled water. In tables and figures is observed the
effect of treatments, where was founded significatily difference between them.
Where identified as fungal diseases the caused by: Alternaria solani, Stemphylium
solani, Passalora fulva, Phytophthora infestans, Corynespora cassiicola,
Cercospora sp., and as bacterial disease by Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria. The rate of infection was evaluated in four periods. A. solani showed
50, 00%, S. solani 54, 07%, P. fulva 49, 03%, X. campestris pv. vesicatoria 46,
67% and P. infestans, C. cassiicola, Cercospora sp., least at 10, 00%. The most
effective were: B. cepacia T. viride and Chitosan. The highest yield was obtained
with the application of B. cepacia a bioinsecticida action was observed by the use
of B. cepacia at 1/10 dilution on the aphid Myzus persicae, this results in the first

report.

Key words: Tomato, antagonists microorganisms, biological control, natural

substances, fungal diseases
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La crisis de la agricultura tradicional por la presencia de residuos téxicos
provenientes de los plaguicidas y fertilizantes minerales en los alimentos agricolas,
ha impulsado en las Ultimas décadas el avance vertiginoso de la agricultura
ecoldgica; lo que ha forjado toda una corriente inclinada a mejorar su calidad
biologica a traves del uso sustentable de los recursos naturales disponibles en los

agroecosistemas (Terry et al., 2005).

Debido a que el tomate es utilizado en la alimentacion, se hace mas necesario el
esfuerzo tecnoldgico en cuanto a identificacion, control de plagas y enfermedades,
produccién de semillas resistentes, nutricion y técnicas de cultivo adecuadas.
Ademas, las enfermedades de las plantas son también las responsables de la
creacion y aplicacion de nuevos productos quimicos para su control. (Van Haeff et

al., 1990).

En Cuba el tomate es una de las hortalizas de mayor consumo, se cultiva en
zonas subtropicales y se ve afectado por numerosas enfermedades, las cuales
influyen negativamente en el desarrollo morfofisiolégico de la plantas, y por ende

ocasionan una baja produccion (Van Haeff et al., 1990; Torres et al., 2008).

El tomate es un cultivo de alto riesgo fitosanitario y las enfermedades que lo
afectan son muy diversas, muchas de las cuales pueden ocasionar pérdidas muy
severas si no se toman las medidas de control adecuadas. Entre las principales
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enfermedades que atacan a esta hortaliza tenemos las causadas por hongos
(Stemphylium solani Webber, Passalora fulva (Cooke) U. Braun y Crous,
Corynespora cassiicola, Phytophthora infestans y Alternaria solani Sorauer), las
bacterianas (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dowson,
Pseudomonas campestris) y las virales, como el encrespamiento amarillo de las
hojas del tomate (TYLCV), y el virus del mosaico del tabaco (TMV) (Mayea et al.,

1983; Gato, 2006; Torres et al., 2008).

El control de estas enfermedades continda siendo por métodos quimicos con el
objetivo equivocado de mantener una agricultura econémicamente rentable y altos
rendimientos; sin embargo, su uso trae efectos nocivos al ambiente y a la salud
del hombre debido a la residualidad de sus componentes, ademas generan
resistencia por parte de los microorganismos fitopatégenos (Michel-Aceves et al.,
2008; Torres et al., 2008). De ahi la importancia en la blusqueda de agentes de
control biolégico como una alternativa viable al uso indiscriminado de los

plaguicidas en la agricultura cubana.

El control biolégico se refiere a la utilizacion de microorganismos benéficos para
reducir la intensidad o actividades de microorganismos fitopatdgenos productores
de enfermedades, lograda por la manipulacion del ambiente del microorganismo
patdogeno, del microorganismo antagonista (un microorganismo antagonista
comprende cualquier organismo que interfiere en la supervivencia o desarrollo del

microorganismo patogeno, o de los microorganismos patdogenos que se quiere
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controlar) (Pérez, 2004; Ezziyyani et al., 2006). Todo control biolégico debe
sustentarse en estudios previos en la zona en que se pretende introducir o
realizar, para saber la real existencia de uno o varios microorganismos patdégenos
gue sean los causantes de pérdidas econdémicas en los cultivos o afecten el
desarrollo de este. Todo microorganismo tiene controladores biologicos en forma
natural y cuando éstos fallan, o estan ausentes, se produce el incremento
excesivo de los organismos plagas, ya sean enfermedades, insectos, malezas,

entre otros. (Pérez, 2004).

El control biolégico con microorganismos antagonistas se realiza mediante varias
interacciones directas entre los antagonistas y los microorganismos fitopatégenos
vegetales; dichas interacciones se Illaman mecanismos de accion. Los
mecanismos de accién antagonista han sido ampliamente estudiados con el fin de
controlar el desarrollo de los microorganismos fitopatdégenos, entre ellos se puede
mencionar: antagonismo, antibiosis, competencia, fungistasis, resistencia
sistémica adquirida y micoparasitismo. (Michel-Aceves, 2001; Pérez, 2004; Bernal

et al., 2006).

Los microorganismos antagonistas y sustancias naturales mas utilizados en el
control biolégico de microorganismos fitopatdgenos son: hongos del género
Trichoderma, bacterias de los géneros Pseudomonas, Bacillus y Burkholderia, y
productos naturales como el Quitosana (producto derivado de la desacetilacion

alcalina de la quitina, que es principal componente del exoesqueleto de
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crustaceos) (Gato, 2006; Porras et al., 2009). El control biologico foliar en el
tomate ha transcurrido de manera lenta, ya que en esa zona es mas dificil de
lograr el biocontrol, porque hay que tener en cuenta diversos factores como: el
entorno debe ser el apropiado para el crecimiento del agente de biocontrol y que
este sea capaz de actuar contra los microorganismos fitopatdgenos; ademas se
deben conocer el o los mecanismos de accion del microorganismo antagonista

(Michel-Aceves, 2001).

Se conocen pocos casos exitosos de control biolégico de microorganismos
antagonistas y sustancias naturales utilizados contra diversos microorganismos
fitopatégenos, entre los cuales se mencionan a Bernal et al. (2006), quienes
utilizaron un complejo de bacterias antagonistas (Pseudomonas fluorescens, P.
aeruginosa, Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia y Serratia plymuthica) en el
control de Stemphylium solani, reduciendo la incidencia de la enfermedad a menos
del 25% con la aplicacion de B. subtilis. Ademas Trichoderma sp., ha demostrado
ser un agente de biocontrol muy eficaz contra la pudricién del pimiento causado
por Phytophthora capsici, reduciendo su afectaciéon en un 65% (Ezziyyani et al.,

2004).

De igual forma el uso de Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, B. cepacia,
utilizadas en el control de Colletotrichum lindemuthianum y Botrytis cinerea
ademas de inhibir el grado de afectacion de los microorganismos fitopatdgenos en

frijol y tomate, estimularon en la planta a la resistencia sistémica inducida.
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Igualmente la utilizacion de B. subtilis y B. amyloliquefaciens en un suelo infectado
con Fusarium sp., y Phytophthora capsici, redujeron el grado de afectacion de las
pudriciones en la raiz del cultivo de chile (Capsicum annuum L.) e incrementaron
la producciéon en un 270%. Por otra parte, en los ultimos afios el uso de sustancias
naturales como la Quitosana ha resultado un agente de control de mayor uso en
cultivos de gran importancia econdémica. Se ha utilizado con éxito en la reduccién
del grado de severidad de Pyricularia grisea en arroz, ademas se ha observado un
incremento de las actividades enzimaticas que inducen la defensa de las plantas
(Hernandez-Rodriguez et al., 2004; Guillén-Cruz et al., 2006; Rodriguez-Pedroso

et al., 2006).

Teniendo en cuenta la significativa importancia de contar con agentes biologicos
para el control de enfermedades, y sin alterar el normal desarrollo del ecosistema

natural y ambiental, nos planteamos la hipotesis y los objetivos.
Hipotesis:

Con la aplicaciéon de varios microorganismos antagonistas y sustancias naturales,

se puede controlar las enfermedades foliares en tomate.
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Objetivo General:

Evaluar la utilizacion de varios microorganismos antagonistas y sustancias
naturales, como una alternativa ecolégica en el control de enfermedades foliares

en tomate.

Objetivos Especificos:

1. Identificar las principales enfermedades foliares del tomate en condiciones
de campo.
2. Determinar los tratamientos mas eficientes en el control de las

enfermedades foliares en tomate.
3. Evaluar el desarrollo de las principales enfermedades foliares del tomate,
mediante la aplicacibn de varios microorganismos antagonistas y

sustancias naturales.



CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. El cultivo de tomate

El origen de la especie Solanum lycopersicum L., se localiza en la region andina
que se extiende desde el sur de Colombia hasta la parte norte de Chile, paises
donde se encuentran varias formas silvestres; probablemente desde alli fue
llevado a Centroamérica y México donde se domestic6d. Luego fue llevado por los
espafioles a Europa. A partir del aflo 1900 este cultivo se extendié al consumo

humano (Van Haeff et al., 1990; Escalona et al., 2009).

2.2. Importancia

El tomate es la hortaliza méas difundida en todo el mundo y la de mayor valor
econdémico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccion
y comercio. El incremento anual de la produccion en los dltimos afios se debe
principalmente al aumento en el rendimiento y en menor proporcién al aumento de
la superficie cultivada. Se consume principalmente en fresco en ensaladas o
cocido, y en menor escala se utiliza como encurtido (Torres et al., 2008; Escalona

et al., 2009).

2.3. Requerimientos edafoclimaticos

El tomate es una especie que se cultiva en clima célido, la temperatura media

Optima para el desarrollo y la fructificacién, es de 21 a 24 °C, aunque puede
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soportar un rango entre 15 a 30 °C; temperaturas por encima de este intervalo
afectan enormemente la fructificacion, en cambio cuando es menor del5 °C
origina problemas en el desarrollo morfofisiologico y ademas puede llegar a
producir frutos deformes, es decir la fecundacion es defectuosa o0 nula. La
humedad relativa éptima varia entre 60 y 80 %; un exceso de humedad en el suelo
y de riego puede llegar a provocar la aparicion de plagas y enfermedades y
disminuir considerablemente el rendimiento. En general la planta de tomate
necesita un periodo entre 3 y 4 meses entre su establecimiento y la cosecha del

primer fruto (Van Haeff et al., 1990; Escalona et al., 2009).

2.4. Enfermedades mas importantes del tomate en Cuba

Para que se pueda manifestar una enfermedad, se deben asociar tres factores,
cuya importancia es relativa en cuanto a la susceptibilidad a un determinado
microorganismo fitopatdégeno y la severidad de su interaccién. Un primer factor
estad asociado a la presencia de los microorganismos fitopatdgenos en el medio, lo
cual corresponde a la dinamica ecoldgica de los suelos en cuanto a la diversidad y
a la regulacion poblacional. Otro factor corresponde a la condicion del hospedante,
teniendo en cuenta sus etapas fenolégica y metabdlica. Al medio ambiente
corresponde el tercer factor en este sistema, especialmente referido a las
condiciones edafoclimaticas en las cuales establecemos los cultivos (Escalona et

al., 2009).
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Los problemas fitosanitarios constituyen la principal limitante del cultivo de tomate
en el mundo y en Cuba, por su importancia destacan las causadas por hongos
como: Alternaria solani, Stemphylium solani, Passalora fulva, Corynespora
cassiicola, Phytophthora infestans, y las bacterianas como: Xanthomonas

campestris pv. vesicatoria (Mayea et al., 1983; Gato, 2006).

2.4.1. Tizén temprano causado por Alternaria solani Sorauer

Afecta principalmente a las hojas, tallos, flores y frutos, de manera principal al
tomate y la papa. En las hojas se ven manchas circulares con anillos concéntricos
de color pardo oscuro, alrededor se puede observar un halo clorético amarillento,
sobre el tejido necrosado se puede observar las conidiosporas del hongo
semejante a un polvillo de color negruzco. La infeccion comienza por las hojas
mas viejas y pueden extenderse a todo el follaje, causando la defoliacion total de
la planta. En el tallo y las ramas aparecen manchas de color negro profundas que
pueden extenderse por toda el area y llegar a producir la muerte de la planta. Los
frutos cuando son atacados presentan lesiones similares alas de las hojas y se
manifiesta cuando se aproximan a la madurez. Las condiciones de temperatura
favorable para que se desarrolle la enfermedad varian desde 26 a 30 °C (Agrios,

2005; Martinez et al., 2007).
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2.4.2. Mancha gris de la hoja causada por Stemphylium solani

Webber

Afecta principalmente a las hojas mas viejas. Inicialmente aparecen pequefios
puntos de color café negruzco en el envés de la hoja, que luego se expanden
hasta alcanzar de unos 2 a 4 mm, de forma algo circular y rodeada de un halo
amarillento. Asimismo cuando el grado de afectacion es muy severo estas
manchas se tornan de un color gris plateado. Al desarrollarse muchas lesiones, la
parte afectada se vuelve amarillenta y posteriormente las hojas se caen y se
produce la defoliacion de la planta, dejando los frutos expuestos directamente al
sol, los cuales no alcanzan un buen desarrollo, y por tanto se reduce

considerablemente la produccion (Agrios, 2005; Martinez et al., 2007).

Los frutos y los tallos no son afectados por este hongo. Generalmente para que se
desarrolle esta enfermedad requiere una temperatura de 25 °C y una alta

humedad relativa (Agrios, 2005).

2.4.3. Moho de las hojas causado por Passalora fulva (Cooke) U.

Braun y Crous

Es un microorganismo fitopatdgeno que afecta a la parte foliar de la planta, pero
también puede llegar a afectar a las flores y frutos. En las hojas aparecen en el
haz manchas cloréticas de forma indefinida, en un grado de afectacién mas
avanzado se forma en el envés un moho aterciopelado de color verde oliva donde

se puede apreciar la fructificacion del hongo, las hojas del estrato inferior son las
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primeras en infectarse llegando a afectar a todo el follaje, y por ende causan la
defoliacion total de la planta. Este microorganismo fitopatdégeno puede sobrevivir
en el suelo por lo menos durante un afio. Para que se desarrolle esta enfermedad
se requiere una temperatura entre 20 a 25 °C y una humedad relativa superior al

90% (Corpefio, 2004; Bernal, 2007; Martinez et al., 2007).
2.4.4. Corynespora cassiicola (Berk. &Curt.) Wei.

Este hongo generalmente ataca a las plantas adultas al inicio de la floracion.
Afecta principalmente hojas, tallos y frutos. En las hojas se observan pequefias
manchas puntiformes acuosas en los bordes, que gradualmente van aumentando
de tamafio, y son de color marrén con un estrecho halo amarillento. Con el
progreso de la enfermedad las lesiones causadas por este hongo se introducen
rapidamente por las estomas de las hojas dando la apariencia de color grasienta.
Las hojas infectadas se secan y permanecen unidas al peciolo. Cuando el grado
de afectacién es severo puede producir un atizonamiento, dando el aspecto de

haber quemado el follaje de la planta (Agrios, 2005).

En los frutos aparecen manchas iguales a las hojas, cubiertas con una vellosidad
negra, que progresivamente van aumentando de tamafo y con posterior
hundimiento de la lesién, cuyo centro toma color blanco. El tejido adyacente del
fruto, cerca de la zona infectada, se descompone rapidamente y provoca

maduracién prematura de los frutos y ademas esporulacion sobre la mancha. Esta
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enfermedad tiene muchos hospedantes, lo que hace dificil su control (Agrios,

2005).

2.4.5. Tizon tardio causado por Phytophthora infestans Mont de

Bary

Afecta principalmente a hojas, tallos y frutos. En el follaje puede aparecer en
cualquier fase de desarrollo del cultivo. En un principio toman la apariencia de
manchas humedas circulares o irregulares de color café oscuro, por lo general
aparecen en las puntas o bordes de las hojas inferiores con el avance de la
enfermedad; estas manchas se tornan de color parduscas y se agrandan tomando
forma circular. En condiciones de prolongada humedad, todos los 6rganos mas
tiernos y aéreos de la planta se marchitan y se pudren con gran rapidez,
desprendiendo un olor caracteristico, ademas se puede observar el hongo en
forma de moho blancuzco muy fino formado por la esporulacion del mismo. En el
tallo se observan las manchas de color gris verdoso de apariencia acuosa (Mayea

et al., 1983; Agrios, 2005; Martinez et al., 2007).

En los frutos la enfermedad puede aparecer en cualquier estado de su desarrollo,
aunque los frutos no maduros son los mas susceptibles. En estos se observan
manchas pardas vitreas, de forma irregular, con mucha frecuencia cerca del
pedunculo que se agrandan lentamente tomando el aspecto de arrugadas y de
consistencia firme. Con el progreso de la enfermedad, y en poco tiempo, pueden

llegar a cubrir toda la planta dando el aspecto de quemado o atizonado. Para que
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la enfermedad se desarrolle debe existir una temperatura de 20 °C y alta humedad

(Corpefio, 2004; Martinez et al., 2007).

2.4.6. Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dowson

Los sintomas de esta enfermedad se reflejan en pequefias manchas (3 mm)
irregulares de color gris purpura que presentan un halo amarillo estrecho y con la
parte central de color negro fundamentalmente en el envés de las hojas. La
infeccion en los frutos ocurre normalmente cuando estan verdes, y aparecen en
ellos pequefias manchas oscuras, con halos de color blanco-verduzcos que se
extienden hasta alcanzar un diametro aproximado de 3 a 6 mm, poco después los
halos desaparecen y las manchas cambian de color de pardo a negro. Cuando las
manchas son numerosas pueden causar la deformacion del fruto. La enfermedad
se propaga facilmente con temperaturas de 24-30 °C junto con riego por aspersion
o mucha lluvia, todo lo cual favorece el desarrollo de este microorganismo

fitopatdégeno (Corpefio, 2004; Agrios, 2005; Martinez et al., 2007).

2.5. Control bioldgico

2.5.1. Introduccion

En los ultimos afios el control biologico de plagas y enfermedades en la agricultura
ha adquirido gran importancia frente a los problemas fitosanitarios ocurridos por el
uso indiscriminado de plaguicidas quimicos en la agricultura, lo cual ha traido

COmo consecuencia severos problemas de contaminacion al medio ambiente y ha
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generado la resistencia de plagas y enfermedades, asi como la presencia de
nuevas especies de microorganismos fitopatdgenos con un grado de afectacion

mas virulento (Bravo et al., 2006).

La mayoria de los microorganismos fitopatégenos tienen antagonistas bioldgicos o
naturales que se pueden emplear como estrategia de lucha en un programa de
control biolégico. En los ultimos afios el empleo de bacterias y hongos
antagonistas de enfermedades agricolas ha cobrado una singular importancia,
debido a que no solo actian contra un grupo determinado de microorganismos
fitopatbgenos (como lo hacen los plaguicidas quimicos), sino que se estan
utilizando para un grupo muy amplio de microorganismos fitopatdgenos (Pérez,

2004; Mondino y Vero, 2006).

Aunque el control biolégico no pretende reemplazar completamente los sistemas
de control quimico, puede ser utilizado junto con otras técnicas como parte de un
sistema integrado de control. No hay que olvidar que el control biologico tiene
unas propiedades y requerimientos muy distintos de los métodos de control
tradicionales, y ha de ser puesto en préactica integrandolo con los métodos y con
las estrategias de produccion existentes actualmente. El control biolégico depende
de un funcionamiento efectivo del microorganismo antagonista apropiado para

cada ecosistema patrticular planta-patégeno (Pérez, 2004).
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2.5.2. Definicion

Pérez (2004), define el control biolégico como la utilizacidn de microorganismos
naturales o modificados, para reducir los efectos de organismos indeseables,
favoreciendo al mismo tiempo el desarrollo de los microorganismos beneficiosos
para las plantas. Los microorganismos antagonistas comprenden cualquier
organismo que interfiere en la supervivencia o desarrollo de los microorganismo

fitopatdogenos (Ezziyyani et al., 2006).

2.6. Antagonistas microbianos como agentes de

biocontrol en enfermedades de las plantas

2.6.1. Introduccion

Varios tipos de microorganismos (hongos, bacterias y virus) se han descrito como
agentes de control biolégico de enfermedades en cultivos. Practicamente todas las
plagas y enfermedades son afectadas en alguna medida por organismos
antagonistas. En muchos casos estos entes biolégicos representan el factor mas
importante en la regulaciéon de las poblaciones de microorganismos fitopatégenos

en la naturaleza (Pérez, 2004; Ezziyyani et al., 2006; Mondino y Vero, 2006).

2.6.2. Mecanismos de accion

En la naturaleza existe una continua interaccion entre los microorganismos
fitopatdgenos y sus antagonistas, de forma tal que ellos ayudan a la regulacién

natural de las enfermedades. En condiciones naturales los microorganismos estan
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en una proporcion dindmica en la superficie de las plantas. No es facil establecer
con precisibn los mecanismos que actian en las interacciones entre los
microorganismos antagonistas y los microorganismos fitopatdbgenos sobre la
planta. En general los antagonistas tienen varios modos de accion y la
combinacion de estos es importante para poder elegir un antagonista ideal. Si
estos poseen diversos modos de accion, se reducen los riesgos de que los
microorganismos fitopatdgenos adquieran resistencia, lo cual se logra mediante el
uso de combinaciones de antagonistas con diferente modo de accion. Asi, se han
descrito varios mecanismos mediante los cuales los antagonistas ejercen su
accion para controlar el desarrollo de microorganismos fitopatdbgenos (Michel-

Aceves, 2001; Pérez, 2004; Mondino y Vero, 2006; Ezziyyani et al., 2006).

2.6.2.1. Antagonismo

Es una interaccién entre microorganismos donde uno interfiere con el otro, es
decir causa la pérdida o la actividad de uno de ellos. Esta es la base sobre la que
se sustenta el verdadero control biolégico de microorganismos fitopatbgenos en

las plantas (Pérez, 2004).

2.6.2.2. Antibiosis

Michel-Aceves (2001) y Pérez (2004) definen a la antibiosis como un proceso de
interaccién entre organismos en el cual uno o0 mas metabolitos son excretados
(enzimas hidroliticas, metabolitos secundarios volatiles y pequefias moléculas

toxicas) por un organismo Yy tienen efecto dafino sobre uno o0 mas organismos,
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normalmente actdan en bajas concentraciones. Ademas, los antibiéticos y otros
productos toxicos que son volatiles (como el cianuro de hidrogeno), son capaces

de afectar el crecimiento de las células de los microorganismos fitopatdgenos.

2.6.2.3. Competencia

La competencia surge cuando al menos dos organismos requieren para su
funcionamiento del mismo alimento. El consumo de uno reduce la cantidad
disponible del otro; al final se impone uno de ellos. La competencia por nutrientes
y espacio dentro de su nicho ecoldgico se realiza en la superficie de la hoja, es el
principal mecanismo involucrado en el control de bacterias fitopatdgenas; en el
caso de hongos es variable. La competencia es un modo de accién indirecto

(Michel-Aceves, 2001; Pérez, 2004; Mondino y Vero, 2006).

2.6.2.4. Fungistasis
Consiste en imponer condiciones de inactividad especialmente para las esporas

de hongos por limitacion en los nutrientes (Pérez, 2004).

2.6.2.5. Resistencia sistémica adquirida

Consiste en una o varias moléculas (no necesariamente antagonistas de
fitopatdgenos) con la capacidad de inducir autodefensas en las plantas frente a la
accion del cualquier microorganismo fitopatdbgeno. Existen dos tipos de
resistencia: la constitutiva, propia de la planta y que se expresa en cualquier
momento, y la inducida, expresada solo ante determinados estimulos. Las

interacciones planta-patdgeno son de dos tipos: compatible, cuando ocurre la
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enfermedad, e incompatible, cuando la planta resiste. De ahi se sustenta la teoria

del gen para el gen. (Pérez, 2004; Mondino y Vero, 2006).

2.6.2.6. Micoparasitismo

Es la accion antagonica entre dos hongos, el uno (hiperparasito) parasita al otro
(micoparésito) a través de una sintesis de exoenzimas hidroliticas para facilitar la
degradacion de la pared celular del hospedante. Un antagonista puede utilizar a
un hongo como fuente de alimento. Basado en el micoparasitismo se dividen en
dos grupos: biotropicos, tienen un rango restringido de hospedantes, y
necrotropicos, matan a la célula antes o después de la invasion, excretan

sustancias toxicas y utilizan sus nutrientes (Michel-Aceves, 2001; Pérez, 2004).

2.6.3. Microorganismos como controladores bioldégicos de

enfermedades

2.6.3.1. Trichoderma sp.
Varias investigaciones han demostrado que el control biolégico a través del uso de
hongos benéficos como Trichoderma es una alternativa potencial respecto al uso

de fungicidas o fumigantes en la agricultura (Paredes-Escalante et al., 2009).

Agrios (2005), afirma que el género Trichoderma comprende un conjunto de
especies sin fase sexual evidente (anamorfo). Pertenece a la Subdivision
Deuteromycotina. Clase Hyphomycetes. Orden Hyphales (Moniliales) y Familia

Moniliaceae. Hasta el momento no se conoce que dicho hongo sea patdégeno de
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ninguna planta, exceptuando a T. viride; sin embargo, es capaz de controlar e
hiperparasitar muchos hongos, nematodos y otros fitopatbgenos, que atacan y
destruyen los cultivos (Cueva, 2007). Actualmente se conoce las siguientes
especies del género Trichoderma: harzianum, hamatum, virens, koningii, viride,
aureoviride, atroviride, pseudokoningii, polysporum, reesei, longibrachiatum,
asperellum, lignorum, spirale y aloum (Michel-Aceves, 2001; Cruz, 2007; Cobos,

2010).

El género Trichoderma es un grupo de hongos aislados del suelo que se
reproducen asexualmente. Ademas, es un hongo filamentoso anamorfico,
heterétrofo, aerobio facultativo, con una pared celular compuesta de quitina, de
rapido crecimiento. De conidioforo hialino muy ramificado no verticilado, fialides
individuales o en grupos, conidios hialinos de una célula, ovoides, nacidos en
pequefios racimos terminales. Muchas cepas crecen eficientemente en medios
sélidos o liquidos y en un amplio rango de temperaturas, ademas son
relativamente tolerantes a humedades bajas y tienden a crecer en suelos acidos
(Michel-Aceves, 2001; Cruz, 2007). Los mecanismos de accién antagonista con
que actia frente a los hongos fitopatdgenos son: competencia por espacio y
nutrientes, micoparasitismo, antibiosis, la secrecion de enzimas y la produccion de

compuestos inhibidores (Infante et al., 2009).

Ezziyyani et al. (2004) manifiestan que T. harzianum controla a Phytophthora
capsici, agente causal de la podredumbre de pimiento, aumentando los niveles de

enzimas hidroliticas B-1,3-glucanasa (lisis enzimatica), ejerciendo una mayor
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competencia por espacio y nutrientes e interacciona directamente con el
microorganismo fitopatégeno (micoparasitismo), todo lo cual juega un rol
importante en la reduccion y destruccion del microorganismo fitopatdgeno.
Ademas, los géneros de T. harzianum vy longibrachiatum han demostrado
efectividad al reducir in vitro hasta un 65% las enfermedades causadas por
Alternaria solani Sorauer y Phytophthora infestans Mont de Bary en tomate.
También se ha demostrado que las especies del género Trichoderma tienen una
amplia gama de hospedantes, y dentro de ellos se encuentran los hongos
fitopatdgenos, tales como: Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia
solani, Fusarium sp, Paracercospora fijiensis, Rhyzopus stolonifer, Mucor spp.,
Penicillium digitatum, Aspergillus niger y Pythium sp., Alternaria sp., entre otros
(Michel-Aceves et al., 2008; Cholango, 2009; Guédez et al., 2009; Guilcapi, 2009;

Infante et al., 2009).

2.6.3.2. Bacterias como controladores biol6gicos de enfermedades

Las bacterias forman parte de la gran cantidad de microorganismos bioldgicos
que existen como agentes de control de enfermedades flngicas y bacterianas,
tanto en la parte aérea como en la raiz de las plantas hospederas, y estan
presentes en la rizosfera, ademas favorecen el crecimiento y desarrollo de las

plantas (Mondino y Vero, 2006).

A este grupo de bacterias antagonistas de enfermedades se le denomina PGPB

(Plant Growth Promoting Bacteria), es decir aquellas asociadas a las plantas que
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promueven el crecimiento de ellas. Dentro de los mecanismos para la promocion
del crecimiento vegetal podemos encontrar: mecanismos directos, son aquellos en
donde los microorganismos actuan sobre la planta, dentro de ellos podemos
encontrar a los promotores del crecimiento vegetal (auxinas, giberelinas y
citoquininas), y mecanismos indirectos, aquellos en donde el microorganismo es
capaz de inhibir diferentes microorganismo fitopatégenos (hongos y bacterias) que
interfieren con el desarrollo de la planta y son neutralizados por diversos
mecanismos como: competencia por espacio 0 nutrientes, produccion de
metabolitos y antibidticos, secrecion de diversas enzimas hidroliticas que
degradan la pared celular de los microorganismo fitopatdégenos, produccién de
sideroforos (los producidos por estas bacterias tienen mayor afinidad por
compuestos de hierro) y el incremento de la capacidad de respuesta sistémica de
la planta frente a los microorganismo fitopatégenos. Dentro de este grupo se
puede mencionar a las Pseudomonas (aeruginosa, fluorescens, putida), Bacillus y
Burkholderia, que son las mas usadas en el control de enfermedades en plantas

(Mondino y Vero, 2006; Gato, 2006; Rodriguez et al., 2009).

a) Bacterias del género Pseudomonas

Las rizobacterias del género Pseudomonas han sido estudiadas como importantes
agentes de biocontrol por su capacidad de inhibir el crecimiento de ciertos
microorganismos fitopatdgenos, como bacterias, hongos, nematodos y virus, los

cuales pueden llegar a reducir considerablemente la produccion de cultivos. Estos
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organismos ejercen ciertos mecanismos de accion antagonista que involucran la
produccion de compuestos bacterianos como: sideroforos, acido cianhidrico y
antibioticos. Ademas, se ha comprobado que inducen un sistema de resistencia en
las plantas que hace que puedan tolerar el ataque de diversos microorganismo

fitopatégenos del suelo (Chaves, 2007).

P. fluorescens es un cocobacilo Gram negativo que se encuentra como saprofito
en el suelo y es ampliamente conocido por ser una PGPR. Abunda en la superficie
de las raices, y es versatil en su metabolismo, ademas puede utilizar varios
sustratos producidos por ellas mismas, y no establecen una relacion simbi6tica
con la planta. Entre sus mecanismos de accion se encuentran el aumento de la
toma de agua y nutrientes por la planta, la solubilizacion de fosfatos, la produccion
de reguladores del crecimiento vegetal y el control biolégico de microorganismo
fitopatdgenos, la produccion de sideroforos, la antibiosis y la induccion de
resistencia a la planta, mediante la produccién de acido salicilico, el cual actla
como una molécula de senalizaciéon que activa la “resistencia sistémica inducida”

(RSI) (Gato, 2006; Rodriguez et al., 2009).

La especie P. aeruginosa fue aislada por primera vez de muestras ambientales.
Debido a que las colonias son pigmentadas, tiene el color caracteristico de azul-
verdoso hidrosoluble debido a la produccion de pigmentos. Ademas, es un bacilo
Gram negativo aerobio, muy versatil metabdlicamente, pudiendo utilizar mas de 80
compuestos organicos como fuentes de carbono y energia. Es oxidasa positiva y

puede crecer a temperaturas superiores a 42 °C. Dicha bacteria produce toxinas
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como la piocianina, puede colonizar una amplia variedad de cultivos y ser

antagonista de diversas enfermedades fungicas (Gato, 2006; Ruiz, 2007).

b) Bacterias del género Bacillus

El género Bacillus se caracteriza por ser bacterias Gram positivas, no patogénicas,
con propiedades antagonistas, son de forma bacilar, aerobias estrictas o
anaerobias facultativas, en condiciones estresantes forman una endospora que es
termorresistente a los factores fisicos (desecacion, radiacion, acidos vy
desinfectantes quimicos), es decir tiene la capacidad de formar esporas que
sobreviven y permanecen metabdlicamente activas bajo condiciones adversas.

(Lisboa, 2003; Chaves, 2007; Rodriguez y Martin, 2009).

Muchas especies producen enzimas hidrofilicas extracelulares que descomponen
los polisacaridos, acidos nucleicos y lipidos, permitiendo que el organismo emplee
estos productos como fuentes de carbono y donadores de electrones. También
producen antibidticos (bacitracina, polimixina, tirocidina, gramicidina y circulina),
lipopéptidos que actian como biosurfactantes y solubilizadores de fosfatos, son
buenas secretoras de proteinas y metabolitos, faciles de cultivar y altamente
eficientes para el control de plagas y enfermedades. Los mecanismos de accion
de Bacillus como antagonista de enfermedades flngicas y bacterianas son:
competencia por espacio y nutrientes, antibiosis, induccion de resistencia, y
promotores del crecimiento de las plantas (Chaves, 2007; Rodriguez y Martin,

2009).
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c) Bacterias del género Burkholderia

El género Burkholderia estd compuesto por: bacilos rectos; Gram negativos;
oxidasa y catalasa positivos; con una proporcion de G+C que oscila entre el 59 y
el 69,5 %. Son bacterias moviles con un flagelo polar Gnico o bien con un penacho
de flagelos polares segun las especies. También son mesofilos y no esporulados.
Su metabolismo es aerobio y muy versatil. Como sustancia de reserva utilizan el

polihidroxibutirato (Stoyanova et al., 2007; Parra, 2009).

Burkholderia cepacia fue descubierta por Walter Burkholder en 1949 en las
catafilas de cebolla y en su epidermis radicular. La identificacion y clasificacion de
la B. cepacia es extremadamente complicada; se conoce ahora como un
"complejo Burkholderia cepacia” y estd compuesto por al menos 9 especies
distintas que constituyen los denominados "genomovars" o genotipos: B. cepacia,
B. multivorans, B. cenocepacia, B. vietnamienses, B. dolosa, B. ambifaria, B.
anthina y B. pyrrocinia; con la excepcion de B. malleiy B. pseudomallei, las que
son patdgenas de animales y humanos. El género Burkholderia ecol6gicamente es
saprofito, es decir que interviene en el reciclaje de materia organica, ademas es
uno de los géneros bacterianos utilizados para biorremediacion de herbicidas y
plaguicidas recalcitrantes, como agentes de control biologico de hongos
fitopatdgenos y para promover el crecimiento de las plantas (Stoyanova et al.,

2007; Parra, 2009).
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Parra et al. (2009) y Truijillo et al., (2007) quienes exponen la actividad antifingica
de B. cepacia aislada del maiz amarillo, lograron inhibir la esporulacion de los
hongos como F. solani, F. moniliforme, F. oxysporum, Aspergillus niger,
Penicillium expansum, A. alternata y Curvularia sp., ademas indican que esta
bacteria produce sustancias quimicas quinolisidinicas de naturaleza antibittica, y
antibioticos como: A. cepacidina, B. xilocandina y pirrolnitrina, capaces de inhibir el

desarrollo de diversos hongos fitopatdgenos.

En Venezuela se ha utilizado la bacteria B. cepacia en control de enfermedades
en especies forestales como la mancha azul en Pinus caribae causada por
Lasiodiplodia theobromae; también muchas especies del complejo B. cepacia se
han utilizado en biorremediacion ambiental por su capacidad de degradar
plaguicidas recalcitrantes. (Aleméan et al., 2003, Benitez y McSpadden, 2008). Un
aspecto importante a sefialar sobre esta bacteria es: la capacidad de inhibir a
hongos entomopatégenos y a antagonistas como Beauveria bassiana y
Trichoderma harzianum, por lo que se debe tener cuidado si se usa en
combinacion para un programa de Manejo Integrado de Plagas. (Santos et al.,

2004; Parra, 2009).

2.7. Quitosana

La Quitosana es un producto obtenido de la desacetilacion alcalina de la quitina,
gue es el principal componente del exoesqueleto de crustdceos como el camarén

y el cangrejo. Las propiedades antimicrobianas de la Quitosana eran conocidas
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por el hombre desde la antigiiedad, por lo cual la usaban como cicatrizante de
heridas. El uso en la agricultura comenz6 su auge en la década de los setenta,
aunque actualmente se siguen descubriendo otros usos de este compuesto

(Larez, 2008; Porras et al., 2009).

Son muchos los resultados exitosos de la utilizacién de Quitosana, asi podemos
mencionar los experimentos de Sanchez-Dominguez et al. (2007) quienes
estudiaron el efecto in vitro de Quitosana en el desarrollo y morfologia de
Alternaria alternata en tomate, y obtuvieron reduccién del grado de inhibicién y
crecimiento de este hongo en un 50,6%.La Quitosana en los Ultimos afios se ha
demostrado tener un efecto negativo contra diversos hongos fitopatégenos. Esto
dependera del grado de polimerizacion, de acetilacién, naturaleza del hospedante,
composicién de los nutrientes, condiciones del medio ambiente y periodo de
incubacion; ademas, mientras menor sea el grado de polimerizacion de la
Quitosana menor sera el numero de especies de hongos que controle (Porras et

al., 2009).

Larez (2008) y Fernandez (2010) reportan que la Quitosana tiene diversas
propiedades como: actividad antibacteriana (controla un gran nimero de bacterias
Gram negativas mediante la interaccion electrostatica con diferente grado de
acetilacion), actividad antifangica (controla las enfermedades como: Botrytis
cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium solani, Phytophthora capsici,
Pythium debaryanum y Sclerotium rolfsii) y actividad antiviral (una solucion acuosa

0,1% de Quitosana controla completamente la infeccibn en hojas de frijoles
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producida por el virus del mosaico de la alfalfa (AMV), el virus de la necrosis del
tabaco (TMV), virus del no crecimiento del mani, virus del mosaico del pepino y el

virus X de la papa.

Asimismo se ha demostrado la inhibicién del viroide que afecta a las solanaceas,
denominado potato spindle tuber viroid. Ademéas de ser antagonista de diversos
microorganismo fitopatdégenos en plantas, se ha sefialado que Quitosana estimula
el crecimiento de la planta e induce a la resistencia frente al ataque de

microorganismo fitopatogenos (Larez, 2008; Rodriguez-Pedroso et al., 2006).
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Generalidades

3.1.1. Localizacion del Area de Estudio

El trabajo de investigacion se realizé en dos fases: la fase de campo se ejecuto en
el organoponico “El Minero”, ubicado en las calles Union y Caridad en la ciudad de
Santa Clara, Cuba, y la fase de laboratorio se efectué en el Laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas en el periodo comprendido de enero a abril de 2011.
Se utilizaron posturas de tomate hibrido var. “Esem”-2 de crecimiento
indeterminado, de procedencia canadiense y de 30 dias de edad, las cuales
fueron plantadas en parcelas de 2 m x1 m, en un sustrato (con una relacion
1:1)compuesto por suelo agricola (pardo medianamente lixiviado) y humus de

lombriz.

Las variables climaticas fueron registradas en la Estacion Meteorolégica del

“Yabu”, durante el periodo de desarrollo de la investigacion (Tabla 1).
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Tabla 1. Variables climaticas registradas durante el ensayo (enero-abril, 2011)

Meses
Variables
Enero Febrero Marzo Abril
Climaticas
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
T. maxima 27,2 127,3|126,4|299|26,3|295|29,2|28,2(31,9|32,2(32,7|32,5
T. minima 14,1 | 18,3|18,2|18,1|16,2|18,7|17,8|14,8|17,5|19,5|19,1 | 20,2
Humedad Relativa 79 83 83 82 82 79 80 78 71 73 68 73
Lluvia acumulada 0 3,8 1928|185 4,9 0 3,6 0 |125]| 7,5 0 |90,7

3.1.2. Disefio experimental empleado

El disefio experimental empleado en la investigacion fue en bloques completos

aleatorizados (Figura 1).

Los tratamientos empleados fueron:

- Testigo absoluto (T. a.)

- Tebuconazol mas Triadimenol (T.T.) Dosis: 2 cm®/ 2 litros.

- Pseudomonas fluorescens (P. f.). Procedente de la American Type Culture
Collection (ATCC), de Bélgica, a una concentracién entre 6,6 x 10° y 4,5 x
10°%ufc/mL en 2 litros de agua.

- Pseudomonas aeruginosa (P.a.). Procedente de ATCC (Bélgica) a una

concentracion entre 1,8 x 10° y 5,3 x 10°ufc/mL en 2 litros de agua.
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entre 1,5 x 10° y 6,5 x 10°ufc/mL en 2 litros de agua.

concentracion entre 4,9 x 10° y 7,8 x 10°%ufc/mL en 2 litros de agua.

Burkholderia cepacia (B. c.).

Materiales y Métodos

Bacillus subtilis (B. s.). Procedente de ATCC (Bélgica) a una concentracion

Procedente de ATCC (Bélgica) a una

Trichoderma viride (T.v.) Procedente del Laboratorio de Microbiologia Agricola

de la Facultad de Ciencias Agropecuarias a una concentracién entre 5,2 x 10° y

8 x 10° ufc/mL en 2 litros de agua.

concentracion de 1 g/ litro (0,1 %)

PN

N
T. a. P.f B.s T.T. Q. B. c. P.a T.v
P. a. B.c Q. B.s T.a P.f. T.v T.T.
Q P.a T.a P. f. B.s T.v T.T. B.c

Figura 1. Diseiio experimental en Bloques al Azar

- NuUmero de tratamientos: 8

- Numero de réplicas: 3

- Numero de unidades experimentales (UE): 24

REP. |

REP. Il

REP. IlI

Quitosana(Q), procedente de la compaiia Chitoplant (Alemania) a una
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- Numero de posturas por UE: 16

- Numero de posturas por repeticion: 128

- Numero de plantas a evaluar por UE: 9

- Numero total de posturas: 384

- Marco de siembra: 0,70 x0,25 m.

- Edad de la postura en el momento de la siembra: 30 dias
- Fecha de siembra: 21/01/2011

- Total de plantas a evaluar: 27

- Variedad de tomate utilizada: Esem-2

- Lugar de procedencia de la variedad: Canada

3.1.3. Metodologias de evaluacion de los tratamientos

3.1.3.1. Preparacion del in6culo

El in6culo para la multiplicacion de las bacterias se prepar6 a partir de caldo
nutriente. Para la activacion de cada una de las cepas bacterianas se afadieron 5
mL del caldo nutriente en un tubo de ensayo y con el asa de siembra se barrié con
todo el crecimiento bacteriano. Se sembr6 cada una de las bacterias por separado

y fueron incubadas durante 48 horas a 28 °C+ 1 °C.

El in6culo para Trichoderma viride, se prepar6 a partir del medio de cultivo (miel
final de cafa 30 g, levadura de torula 3 g y agar al 2%), seguidamente se afiadio
un litro de agua destilada estéril y se realizaron los mismos pasos que los

empleados en las bacterias.
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3.1.3.2. Aplicacion de los tratamientos

A los 27 dias después de la plantacién de las posturas de tomate (57 dias de edad
de la planta), se inicid la aplicacion de los microorganismos mediante el empleo de
un atomizador hasta los 93 dias de edad de la planta. Se realizaron cuatro
aplicaciones cada 10 dias. Todas las aplicaciones se realizaron en horas de la
tarde. Cabe destacar que para todas las aplicaciones se utilizé6 una solucién de
200 mL del inoculo fangico o bacteriano mas 1 800 mL de agua, con un volumen

de la solucién final de 2 litros por cada tratamiento hasta el goteo.
3.1.4. Procesamiento estadistico

El procesamiento estadistico de los datos consistio en el andlisis de la varianza en
correspondencia con un Disefio de Blogques al Azar, complementandose con una
comparacién de medias mediante la prueba de Duncan. Se empled el paquete

estadistico STATGRAPHICS Centuriéon ver. XV- Il de 2006.

3.2. ldentificacion de los principales agentes

fitopatdgenos

Para el aislamiento y la identificacion de los principales agentes fitopatégenos se
aplicaron las técnicas conocidas. El 15 de febrero de 2011, se realiz6 un muestreo
visual de las plantas de tomate en todos los tratamientos y se observaron los

primeros sintomas de las enfermedades. Se tomaron las muestras de hojas y se
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trasladaron al Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Central “Marta Abreu”
de Las Villas, donde se lavaron con abundante agua corriente y luego se cortaron
en pequefios fragmentos de aproximadamente 1 cm?, a continuacién se colocaron
sobre un papel de filtro dentro de una placa de Petri y se las incubaron a una

temperatura de 28 °C + 1 °C por 48 horas.

Para la identificacion de los hongos se realizé primero una observacion directa al
microscopio estereoscopio, y se seleccioné la muestra mas representativa.
Posteriormente se efectu6 un montaje de dicha muestra en un portaobjetos,
afadiéndose gotas de lactofenol blanco cuando las estructuras del hongo son
hialinas y cuando no lo son se le coloca lactofenol azul. Seguidamente se observo
al microscopio oOptico la presencia de las estructuras fungicas y se comparo con la

clave ilustrada de hongos imperfectos de Barnett y Hunter (1987).

En cuanto a la identificacién y caracterizacion de las enfermedades bacterianas,
se procedié a identificar las plantas que tenian sintomas de bacteriosis, para lo
cual se recolectaron muestras de hojas enfermas y se trasladaron al Laboratorio

de Fitopatologia.

Se realizaron en total 5 evaluaciones durante el ensayo para evidenciar la

presencia de enfermedades fungicas o bacterianas.
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3.3. Evaluacion del efecto antagonista de las bacterias y
sustancias naturales sobre los principales agentes

fitopatogenos foliares del tomate

Para la evaluacion de la intensidad de ataque de las enfermedades foliares se
tomaron 9 plantas para cada tratamiento. Se emple6 una escala de seis grados
segun Rivas (1981) y Bernal (2006). Se calcul6 el grado de ataque de la
enfermedad segun la formula descrita por Vazquez (2008). Las evaluaciones se

efectuaron 5 dias después de cada aplicacion.

Y(axb)

GA = (nx k)

) ¥ 100

Fuente: Vazquez (2008)

Donde:

GA = Grado de Ataque de la enfermedad

> (a x b) = Sumatoria del nimero de plantas u 6rganos enfermos o infectados
segun el grado de afectacion (0, 1, 2, 3, 4, 5)

n = Numero de plantas evaluadas

k = Valor o grado mayor de la escala (en este caso 5)
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3.3.1. Alternaria solani Sorauer

Tabla 2. Escala para evaluar Alternaria solani

Categoria de ataque

Grado
0
1
2
3
4
5

Sin sintomas
Aparicién de las primeras manchas
Hasta un 10 % AFA*
Desde 11 - 25 % AFA
Desde 26 -50 % AFA

Mas 50 % AFA

* AFA = Area Foliar Afectada

Fuente: Bernal (2006)

3.3.2. Stemphylium solani Webber

Tabla 3. Escala para evaluar Stemphylium solani

Grado Categoria de ataque
0 hojas sanas
1 1-5 manchas / hoja
2 6 -10 manchas / hoja
3 11-15 manchas / hoja
4 16-20 manchas / hoja
5

> 20 manchas / hoja

Fuente: Bernal (2006)
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3.3.3. Passalora fulva (Cooke) U. Braun y Crous

Tabla 4. Escala para evaluar Passalora fulva

Grado Categoria de ataque
0 hojas sanas
1 1-20 %
2 21-40 %
3 41-60 %
4 - 60-80 %
5 >81%

Fuente: Rivas (1981)

3.3.4. Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dowson

Tabla 5. Escala para evaluar Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

Grado Categoria de ataque
0 hojas sanas
1 1-15%
2 16-30 %
3 31-45 %
4 - 46-60 %
5 >61%

Fuente: Robles (2011)
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3.4. Otros agentes fitopatologicos

Se recolectaron muestras de 6rganos vegetativos que presentaban sintomas de
ataque de enfermedades, las cuales fueron trasladadas al Laboratorio de
Fitopatologia, donde se lavaron con abundante agua corriente y luego se cortaron
en pequefios pedazos de aproximadamente 1 cm?, después se colocaron sobre un
papel de filtro dentro de una placa de Petri, se les afiadieron agua destilada estéril

y se incubaron a una temperatura de 28 °C £ 1 °C durante 48 horas.

Se hicieron montajes de las muestras en portaobjetos y se observaron al
microscopio Optico para identificar los agentes causales mediante la ayuda de

literatura especializada.

3.5. Determinacion del efecto de los tratamientos sobre el

rendimiento en tomate

Se realiz6 la evaluacion del rendimiento del tomate el dia 31 de marzo, para lo
cual se procedid a cosechar y a pesar cada uno de los tratamientos y repeticiones.

Seguidamente se realizaron los calculos en kg por parcela.
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3.6. Efecto bioinsecticida de las especies bacterianas

estudiadas sobre Myzus persicae (Sulzer)

Se utilizé6 a la aralia (Polyscis guilfoylei Bailey) como planta hospedante de M.
persicae. Se realizaron aplicaciones de las bacterias antagonistas: P. fluorescens:
concentraciéon 5 x 10° P. aeruginosa: concentraciéon 5,8 x 10° B. subtilis:
concentracion 6,9 x 10° y B. cepacia: concentracién 7,1 x 10° ufc/mL. Por cada
bacteria se utiliz6 una solucién final de 50 cm® compuesta por 40 cm® de agua
destilada estéril mas 10 cm® del indculo bacteriano. El experimento consistié en
utilizar cinco potes que contenian un sustrato (con una relacién 1:1) compuesto

por suelo agricola (pardo con carbonato) y zeolita previamente humedecido.

En cada uno de los potes se colocé una estaca de aralia infestada con
poblaciones de M. persicae. Se conté el nUumero de insectos vivos antes de la
aplicacion, y los muertos posterior a esta, ademas se les colocé papel de filtro
para recoger los insectos muertos y al testigo se le aplico agua destilada estéril
con atomizadores manuales. Para mantener la humedad y la circulacion del aire

se utilizaron bolsas de nylon perforadas.

Se realiz6 una repeticion del experimento con la bacteria que mostré alta
mortalidad de afidos por lo que se realiz6 un nuevo ensayo utilizando tres
diluciones: 1/10, 1/20 y 1/40. Se colectaron 5 insectos muertos por cada una de

las diluciones y se sembraron en placas de Petri con medio agar nutriente, se
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incubaron por 24 horas y se realizaron observaciones microscopicas y tinciones
diferenciales para determinar la identidad de la bacteria. Los datos se procesaron
mediante la prueba de Chi-cuadrado en tablas de contingencia y se utilizo el

paquete estadistico STATGRAPHICS Centurién ver. XV- 1l de 2006.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Generalidades

4.2. ldentificacion de los principales agentes

fitopatdogenos

Durante el ensayo se identificaron mediante estudios de laboratorio las
enfermedades fungicas causadas por: Alternaria solani, Stemphylium solani,
Passalora fulva, Phytophthora infestans, Corynespora cassiicola, Cercospora sp.,
y las bacterianas causadas por: Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Estos
resultados coinciden con los encontrados por Mayea et al., 1983 quienes

realizaron estudios sobre enfermedades del tomate en Cuba.

4.3. Evaluacion del efecto antagonista de las bacterias y
sustancias naturales sobre los principales agentes

fitopatdgenos foliares del tomate

4.3.1. Alternaria solani Sorauer

Los periodos de evaluacion fueron de 87 y 99 dias. Se observan las mayores
afectaciones, ya que en los meses en que se llevo a cabo la investigacion se
presentd un rango de temperatura entre 27 a 32,5 °C, una humedad relativa entre

79 % a 83 % y una pluviosidad de 0 a 92,6 mm/mes. Estas son las condiciones
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Optimas para que A. solani tenga una incidencia mayor con respecto al primer

periodo de evaluacion.

En la tabla 6 se presentan los resultados de la aplicacion de los diversos medios
de control sobre la incidencia de A. solani. Todos los tratamientos mostraron
mayor efectividad que el testigo absoluto (T. a.). El analisis de la varianza a los 64
dias mostro que los tratamientos presentaron diferencias estadisticas entre si. Al
realizar la prueba de Duncan (p<0,05) se observé que Trichoderma viride present6
diferencias significativas respecto a los demas con un error estdndar de la media
[EE(X)] de + 2,37, es decir tuvo mayor eficacia en la reduccioén del grado de

afectacion de la enfermedad.

Asimismo a los 75 dias se observd que los tratamientos presentaron diferencias
estadisticas. Al realizar la prueba de Duncan, (p< 0,05) los tratamientos no difieren
estadisticamente entre si con un EE(X)de + 3,33. Estos resultados nos indican

gue todos los tratamientos mostraron igual efectividad en el control de A. solani.

A los 87 dias de evaluacion, el analisis de la varianza mostré diferencias
estadisticas entre los tratamientos. Al realizar la prueba de Duncan (p< 0,05), nos
expresd que el tratamiento con Tebuconazol mas Triadimenol (testigo quimico)
superd significativamente a los tratamientos P. fluorescens, P. aeruginosa, B.
cepaciay T. viride, pero no present6 diferencias estadisticas con B. subtilis con un
EE(X)de *+ 3,42, es decir que este tratamiento puede ser utilizado como

complemento del producto quimico.
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Por ultimo a los 99 dias el andlisis de la varianza revel6 diferencias significativas
entre los tratamientos. Los tratamientos, Tebuconazol mas Triadimenol (testigo
quimico), P. fluorescens y B. cepacia, no mostraron diferencias estadisticas entre
si y con un EE(X)de + 3,48. Sin embargo, superaron significativamente a los

demas tratamientos.

Tabla 6. Efecto de los tratamientos evaluados sobre Alternaria solani Sorauer

Tiempo de Evaluacion

Tratamientos
64 dias 75dias 87 dias 99 dias

T. a. 34,07c  37,04a 54,07c 50,37c
T.T. 23,70b  34,07a 23,70a 37,78ab
P.f. 34,07c 37,78a 34,81b 42,96ab
P.a. 31,11bc 40,00a 37,04b 48,89b
B.s. 28,15b 36,30a 33,33ab 49,63c
B.c. 25,19b 34,81a 41,48b 35,56a
T.v. 11,85a 34,07a 45,93cd 48,15b

Q. 34,81c 38,52a 40,74b 48,15b

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren por la prueba de Duncan a (p< 0,05)

En la figura 2 se muestra el efecto de los tratamientos en el comportamiento de A.
solani a través del tiempo en los cuatro momentos de aplicacién, donde se puede

observar una distribucion discontinua en la reduccion del patégeno.
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Figura 2. Comportamiento de A. solani en los cuatro momentos de aplicacion

LEYENDA
T.a  Testigo absoluto B.s  Bacillus subtilis
T.T. Tebuconazol mas Triadimenol B.c  Burkholderia cepacia
P.f Pseudomonas fluorescens T.v.  Trichoderma viride
P.a. Pseudomonas aeruginosa Q. Quitosana

Los resultados obtenidos ratifican lo realizado por Michel-Aceves et al. (2008),
quienes evaluaron el control biolégico in vitro con Trichoderma sp., para el control
de enfermedades fungosas del tomate, reduciendo el grado de afectacién de A.

solani y P. infestans. Este producto constituye una alternativa de control preventivo
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de estas enfermedades en la agricultura urbana. Ademas, estos resultados
reafirman que T. viride es un hongo antagonista de gran importancia en el control
de enfermedades en cultivos, ya que controla una gran variedad de hongos

fitopatogenos.

Ademas, se han realizado numerosos estudios sobre la utilizacion de bacterias
antagonistas en el control de A. solani, como los realizados por Okumoto et al.
(2001), quienes evaluaron la actividad quinolitica in vitro de dos cepas de P.
fluorescens y 14 cepas de Bacillus sp., como antagonistas de A. solani, y
concluyen que las cepas de Bacillus sp., son las que producen mayor capacidad

quinolitica frente a la reduccion de esta enfermedad.

En la cuarta evaluacion se observa un porcentaje de avance del patdogeno del 18%
con respecto a la primera, pero este no sobrepasa el 52% de afectacion. También
se puede observar la eficacia de los medios de control biolégico, como la
aplicacion de B. cepacia. Asimismo los resultados obtenidos en el presente
estudio sefalan la tendencia progresiva de esta bacteria en la disminucion del

grado de afectacion de A. solani.

No hay estudios sobre la utilizacion de B. cepacia en el control de A. solani, pero
podemos sefalar las investigaciones realizadas por Parra et. al., (2009), quienes
estudiaron la actividad antifungica de B. cepacia aislada de maiz amarillo bajo
diferentes condiciones de cultivo, redujeron el grado de afectacién de Fusarium
solani y F. moniliforme. Diversos estudios demuestran la capacidad de esta
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bacteria de producir sustancias quimicas quinolisidinicas de naturaleza antibidtica,
ademas produce antibiéticos como: A. cepacidina, B. xilocandina y pirrolnitrina;
capaces de inhibir el desarrollo de diversos hongos fitopatdogenos. (Trujillo et al.,

2007; Parra et al., 2009)

4.3.2. Stemphylium solani Webber

Agrios (2005) y Martinez et al. (2006) afirman que S. solani se desarrolla muy bien
a 25 °C y una alta humedad relativa. Ademas, las condiciones ambientales de los
meses donde se llevd a cabo la investigacion favorecieron una mayor intensidad

en las ultimas dos evaluaciones.

En la tabla 7 se presentan los resultados de las aplicaciones de los diversos
medios de control sobre la incidencia de S. solani. Todos los tratamientos
mostraron mayor efectividad que el testigo absoluto (T. a.). El analisis de la
varianza a los 64 dias indica que los tratamientos presentaron diferencias
estadisticas entre si. Al realizar la prueba de Duncan (p<0,05) se observo que
Quitosana presentd diferencias significativas respecto a los demas tratamientos,
excepto con los tratamientos Tebuconazol méas Triadimenol (testigo quimico) y B.
subtilis con EE(X)de * 2,54, es decir que el producto quimico es sustituible, debido
a la residualidad de sus componentes y la resistencia que genera por parte de los
microorganismos fitopatégenos; ademas este resultado nos indica que estos dos
tratamientos tuvieron una mayor eficacia en la reduccién del grado de afectacion

de S. solani.
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Asimismo a los 75 dias se observo que los tratamientos presentaron diferencias
estadisticas entre si. Al realizar la prueba de Duncan se evidencia que los
tratamientos T. viride, B. cepacia, P. aeruginosa, P. fluorescens y el testigo
qguimico no presentaron diferencias significativas entre ellos. De esto se puede
interpretar que la aplicacion del producto quimico produce el mismo efecto que la
aplicacion de los microorganismos bioldgicos; es decir, sobre la base de estos
resultados se puede recomendar el uso de estas bacterias con los mismos
resultados. Sin embargo, estos tratamientos superaron significativamente a B.

subtilis y al testigo absoluto, con un EE(X)de + 1,92.

Asimismo, en la evaluacion realizada a los 87 dias, el andlisis de la varianza
mostro diferencias estadisticas entre los tratamientos. Al realizar la prueba de
Duncan (p< 0,05) esta nos revel6 la separacién de las medias en dos grupos, las
cuales se puede afirmar que son estadisticamente iguales y con un EE(X)de +
4,42, excepto con el tratamiento de T. viride; es decir que la aplicacién de los

tratamientos resulta eficaz en la reduccion de S. solani.

Finalmente a los 99 dias el analisis de la varianza revel6 diferencias significativas
entre los tratamientos. La prueba de Duncan (p< 0,05), nos separa a las medias
en 2 grupos, todos los tratamientos no difieren estadisticamente entre si, excepto
con la aplicacion de P. aeruginosa, con un EE(X)de + 3,29. Estos resultados nos
indican que cualquier aplicacion de los tratamientos puede servir de complemento

a otro.
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Tabla 7. Efecto de los tratamientos evaluados sobre Stemphylium solani Webber

Tiempo de Evaluacion

Tratamientos
64 dias 75dias 87 dias 99 dias

T. a. 32,59d 20,00b 37,04ab 45,93ab
T.T. 16,30abc 13,33a 22,22a 35,56a
P.f. 22,22¢ 17,04ab 36,30ab 45,19ab
P. a. 22,96¢c 15,56ab 28,15ab 54,07b
B.s. 10,37ab  20,00b 29,63ab 40,74a
B.c. 17,78¢c 12,59a 36,30ab 37,04a
T. v. 20,74c  11,85a 40,00b 40,00a

Q. 8,89a 17,04ab 37,04ab 40,74a

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren por la prueba de Duncan a (p< 0,05)

En la figura 3 se muestran los efectos de los tratamientos en el comportamiento de
S. solani a través del tiempo en los cuatro momentos de aplicacion, donde se

puede observar una distribucion mas discontinua en la reduccién del patégeno.
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Figura 3. Comportamiento de S. solani en los cuatro momentos de aplicacion

LEYENDA

T.T.

P.f

P. a.

Testigo absoluto
Tebuconazol mas Triadimenol
Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas aeruginosa

B.s Bacillus subtilis

B.c  Burkholderia cepacia

T.v. Trichoderma viride

Q. Quitosana

Los resultados obtenidos con B. subtilis como biocontrolador de enfermedades

foliares en tomate coinciden con los alcanzados por Bernal et al. (2006) quienes

lograron reducir la incidencia de S. solani a menos de 25 % en tomate. Asimismo

concluyen que el modo de accidn de esta bacteria es la produccién de sideréforos,
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la competencia por el sustrato en la rizosfera y filosfera de los patdgenos de las
plantas, también produce antibiéticos que son altamente fungo-toxicos para los
hongos fitopatdgenos (Lisboa, 2003). Ademas el género Bacillus es antagonista de
muchos hongos fitopatégenos y es bacteria promotora del crecimiento vegetal e
inducen a la planta a producir fitoalexinas que le proveen de resistencia contra los

hongos patdgenos (Sosa-Lépez et al., 2011).

Los resultados obtenidos con la aplicacion de la Quitosana concuerdan con los
alcanzados por Sdnchez-Dominguez et tal., (2007) quienes estudiaron el efecto in
vitro de Quitosana en el desarrollo y morfologia de Alternaria alternata en tomate,
reduciendo el grado de inhibicion y crecimiento de este hongo en un 50,6%. En los
altimos afios se ha demostrado el efecto antagonista de la Quitosana contra

diversos hongos fitopatdgenos.

4.2.3. Passalora fulva (Cooke) U. Braun y Crous

Se ha demostrado que P. fulva se desarrolla a una temperatura de 20 a 25 °C y
una humedad relativa del 90 %. Es por ello que en el grafico del comportamiento
de la enfermedad se observa un decrecimiento del grado de afectacion a los 75
dias, incluso en este periodo hay una mejor eficacia de los tratamientos
comparados con el primero, tercero y cuarto periodos de evaluacion;

seguidamente se ve un aumento del progreso de la enfermedad.
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En la tabla 8 se presentan los resultados de la aplicacién de los diversos medios
de control sobre la incidencia de P. fulva. Todos los tratamientos mostraron mayor
efectividad que el testigo absoluto (T. a.). El analisis de la varianza a los 64 dias
revelé que los tratamientos presentaron diferencias estadisticas entre si. Al
realizar la prueba de Duncan (p<0,05) se observdo que la Quitosana, P.
aeruginosa, P. fluorescens y B. cepacia no presentaron diferencias significativas
entre si y con un EE(X)de * 3,83; lo cual indica que con la aplicacién de este
grupo de microorganismos uno puede servir de complemento del otro; no obstante
tuvieron significacion con los tratamientos de T. viride y Tebuconazol mas
Triadimenol. Cabe resaltar que la aplicaciéon del producto quimico no resultd

efectivo en el control de P. fulva.

Asimismo a los 75 dias el analisis de varianza entre los tratamientos muestra
diferencias significativas entre si. Al realizar la prueba de Duncan (p< 0,05), el
analisis separa a las medias en dos grupos, es decir que todos los tratamientos no
presentaron significacion entre si, excepto con el testigo con EE(X)de * 1,87.
Estos resultados reafirman que los agentes biolégicos producen el mismo efecto

gue el producto quimico en la reduccion del grado de P. fulva.

En la evaluacion realizada a los 87 dias, el analisis de la varianza mostré que los
tratamientos presentaron diferencias estadisticas entre si. Al realizar la prueba de

Duncan (p< 0,05) revel6 diferencias estadisticas entre los tratamientos, es decir
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todos los tratamientos tuvieron la misma eficacia en el control de la enfermedad y

con un EE(X)de + 5,30.

Por ultimo, en la evaluacion a los 99 dias el analisis de la varianza nos revela
pocas diferencias significativas entre los tratamientos; la prueba de Duncan (p<
0,05) separa a las medias en dos grupos, es decir difieren estadisticamente entre

si, excepto la aplicacion de T. viride y el testigo absoluto y con un EE(X)de + 4,91.

Tabla 8. Efecto de los diversos medios de control sobre Passalora fulva (Cooke) U.

Braun y Crous

Tiempo de Evaluacion

Tratamientos

64 75 87 99

T. a. 31,92c 20,00b 37,78a 49,03b
T.T. 21,48b 13,33a 3l1,11a 23,7a

P.f. 17,04ab 12,59a 37,04a 38,52ab
P. a. 14,81ab 16,30ab 26,67a 44,44b
B.s. 27,490 12,59a 28,29a 36,3ab
B.c. 18,52ab 12,59a 38,52a 38,52ab
T. v. 26,67b 15,56ab 40,00a 42,96b

Q. 7,41a 14,07ab 36,30a 33,33ab

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren por la prueba de Duncan a (p< 0,05)
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En la figura 4 se muestra el efecto de los tratamientos en el comportamiento de P.
fulva a través del tiempo en los cuatro momentos de aplicacion, donde se puede

observar una distribucién discontinua en la reduccion del patégeno
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Figura 4. Comportamiento de P. fulva en los cuatro momentos de aplicacion

LEYENDA
T.a  Testigo absoluto B.s  Bacillus subtilis
T.T. Tebuconazol mas Triadimenol B.c  Burkholderia cepacia
P.f Pseudomonas fluorescens T.v. Trichoderma viride
P.a. Pseudomonas aeruginosa Q. Quitosana
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Estos resultados sustentan lo indicado anteriormente, el uso de microorganismos
antagonistas como P. fluorescens, B. subtilis y B. cepacia, controlan diversas
enfermedades fitopatégenas; ademas este grupo de bacterias son las
denominadas por algunos investigadores como las bacterias promotoras del

crecimiento vegetal.

Torres et al. (2008) manifiestan que el uso de microorganismos antagonistas
(Trichoderma harzianum, T. viride, T. virens y Hansfordia pulvinata) en el control
del hongo Cladosporium fulvum (Passalora fulva) redujo la severidad de la

enfermedad en un 19,35 %.

Asimismo se ha determinado que la Quitosana también estimula el crecimiento de
la planta; es decir, ademas de controlar diversas enfermedades fitopatdgenas,
activan mecanismos de defensa, e inducen a la resistencia sistémica adquirida
(Mondino y Vero, 2006). El uso exitoso de la Quitosana en el control de diversas
enfermedades fitopatdbgenas se evidencia en los estudios realizados en Sonora,
México por Quintana-Obregon et al., (2010) en el control in vitro del hongo
Cladosporium cladosporoides, con la cual reporta una inhibicién de las esporas del
70 % a las 24 horas de medicion. También afirma que la Quitosana produce
alteraciones morfométricas como la elongacion en el tubo germinal y excesivo

incremento de la espora.
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4.2.4. Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Doidge)

Dowson

En los ultimos afios el control de las enfermedades bacterianas se ha basado en el
uso de productos a base de cobre o formulaciones de éste en combinacion con
Mancozeb o Estreptomicina, sin embargo, el control no ha sido del todo
satisfactorio, debido al surgimiento de nuevas razas de microorganismos
patbgenos mas resistentes a estos productos. X. campestris pv. vesicatoria es una
de las enfermedades mas importantes y destructivas de las solanaceas, ya que

ataca a tomate, papa y aji (Capsicum annuum).

En la tabla 9 se presentan los resultados de la aplicacién de los diversos medios
de control sobre la incidencia de esta bacteria. Todos los tratamientos mostraron
mayor efectividad que el testigo absoluto (T. a.). El analisis de la varianza a los 64
dias revel6 diferencias estadisticas entre si. Al realizar la prueba de Duncan (p<
0,05) se observd que la aplicaciéon de los tratamientos con Tebuconazol mas
Triadimenol, P. fluorescens, P. aeruginosa, B. subtilis, B. cepacia y Quitosana no
presentaron diferencias significativas entre si, es decir todos los tratamientos

tuvieron una eficacia en el control de la enfermedad con un EE(X)de + 2,99.

Del mismo modo en la evaluacion efectuada a los 75 dias, el analisis de varianza

entre los tratamientos mostré diferencias estadisticas entre si. Al realizar la prueba
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de Duncan (p< 0,05) los tratamientos no presentaron diferencias significativas

entre ellos con un EE(X)de * 3,18.

En la evaluacion realizada a los 87 dias, el analisis de la varianza mostro
diferencias estadisticas entre si. Al realizar la prueba de Duncan (p<0,05) nos
indica la separacion de las medias en dos grupos, todos los tratamientos no
presentaron diferencias significativas, no obstante, superaron significativamente a

T. viride con un EE(X)de + 3,80.

Finalmente en la evaluacion a los 99 dias, el analisis de la varianza revel6
diferencias significativas entre los tratamientos, la prueba de Duncan (p< 0,05)
sefald la separacion de las medias en 3 grupos, es decir los tratamientos testigo
absoluto, Tebuconazol mas Triadimenol y P. fluorescens no difieren
estadisticamente entre si, a pesar de que superaron significativamente al resto de

los tratamientos con un EE(X)de + 3,03.

En la figura 5 se muestra el efecto de los tratamientos en el comportamiento de X.
campestris pv. vesicatoria a través del tiempo en los cuatro momentos de
aplicacién, donde se puede observar una distribucion mas uniforme en la

reduccion del patogeno.
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Tabla 9. Efecto de los diversos medios de control sobre Xanthomonas campestris

pv. vesicatoria

Tiempo de Evaluacion

Tratamientos

64 75 87 99

T. a. 30,37b 20,00a 35,56ab 31,1lab
T.T. 20,00a 15,56a 25,93a  22,96a
P.f. 20,00a 17,04a 37,04ab 24,44a
P. a. 20,26a 20,00a 26,67a 39,26bc
B.s. 20,00a 20,00a 28,15ab  57,04d
B.c. 20,50a 16,31a 37,78ab 39,26bc
T. v. 20,00a 14,81a 40,00b 46,67c

Q. 20,47a 14,07a 37,04ab  45,19c

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren por la prueba de Duncan a (p< 0,05)
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Figura 5. Comportamiento de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en los

cuatro momentos de aplicacion

LEYENDA

T.T.

P.f

Testigo absoluto

Tebuconazol mas Triadimenol

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus subtilis
Burkholderia cepacia
Trichoderma viride

Quitosana

Diversos estudios indican que la bacteria P. fluorescens pertenece al grupo

llamado rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal y estid presente en la

rizosfera de la planta, vive cominmente en el suelo y se encuentra interactuando
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con las raices de los cultivos, ademas de ser un antagonista muy eficaz contra

enfermedades fangicas y bacterianas (Pertanian, 2003).

No hay reportes sobre el uso de la bacteria P. fluorescens en el control de X.
campestris pv. vesicatoria en tomate, pero Pertanian (2003) manifiesta el uso
eficaz de esta bacteria en el control de Erwinia carotovora y P. solanacearum en
papa, X. campestris en soya y E. amylovora en manzanas y duraznos. También se
indica el uso de esta bacteria en el control de nematodos parasitos en plantas. Los
resultados obtenidos en este estudio indican que la aplicacién de P. fluorescens
tiene un efecto sobre X. campestris pv. vesicatoria, lo que puede constituir un
incentivo para que se realicen estudios mas profundos con vistas a confirmar lo
qgue indican los otros investigadores y descubrir otras utilidades de esta bacteria
como antagonista de enfermedades, y como ayuda a la planta para activar sus

mecanismos contra el ataque de patdégenos vegetales (Mondino y Vero, 2006).

4.3. Otros Agentes Fitopatoldgicos

En este estudio se presentaron otras enfermedades que afectan al tomate como
Phytophthora infestans, Corynespora cassiicola y Cercospora sp., pero su
incidencia fue de menos del 10, 00 %, por lo cual pese a que son enfermedades
de gran importancia por su nivel de dafios, no reflejaron motivo alguno de control.
Ademas, se ha reportado que para que los conidios de P. infestans fructifiquen es

necesario que tengan condiciones de prolongada humedad y un rango de
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temperatura entre 20 a 25 °C (Agrios, 2005). Esto coincide con el periodo mas

lluvioso del mes de abril de 90, 7 mm, con una humedad relativa de 72 %.

4.4. Determinacion del efecto de los tratamientos sobre el

rendimiento en tomate

En la figura 6 se presentan los resultados de la aplicacién de los diversos medios
de control sobre el rendimiento del tomate. Todos los tratamientos mostraron
mayor efectividad que el testigo absoluto (T. a.). El analisis de la varianza nos
revelé que los tratamientos presentaron diferencias estadisticas entre si. Al
realizar la prueba de Duncan (p<0,05) se observa que los tratamientos P.
aeruginosa, B. subtilis, B. cepacia, T. viride y Quitosana no presentaron
diferencias significativas entre si, es decir estos tratamientos tuvieron el mismo
efecto en el rendimiento del cultivo, sin embargo, superaron significativamente a
los tratamientos con P. fluorescens y al Tebuconazol méas Triadimenol, con un

EE(X) de + 3.29.
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Figura 6. Efecto de la utilizacion de los diferentes tratamientos en el rendimiento

del tomate
LEYENDA
T.a. Testigo absoluto B.s  Bacillus subtilis
T.T. Tebuconazol mas Triadimenol B.c  Burkholderia cepacia
P.f Pseudomonas fluorescens T.v. Trichoderma viride
P.a. Pseudomonas aeruginosa Q. Quitosana

Los resultados obtenidos nos dicen que el uso de estas bacterias incrementa la

produccion del tomate en un 50 %, ademés de proteger al cultivo del ataque de
60



Resultados y Discusion

plagas y enfermedades. Para sustentar lo expuesto citamos el estudio realizado
por Santillana (2006), quien utilizé la bacteria del género Pseudomonas sp., en la
elaboracion de biofertilizantes para la produccién de frijol y maiz, demostré el
incremento de la produccion entre 51 a 59 % y 77 a 99 % respectivamente. Al
mismo tiempo estas bacterias inducen los mecanismos de defensa y estimulan el

desarrollo de la planta.

4.5. Efecto bioinsecticida de las especies bacterianas

estudiadas sobre Myzus persicae (Sulzer)

En la tabla 10 se presentan los resultados del efecto de las bacterias antagonistas
sobre la incidencia de M. persicae; como se aprecia todos los tratamientos
mostraron efectividad en el control de los afidos muertos, respecto al control. La
prueba de Chi-cuadrado (X* =74,90 > X% s @ gy = 9,49) nos indico que se acepta la
hipétesis alternativa (la sobrevivencia de los afidos esta asociada con algunas de
las aplicaciones de las bacterias antagonistas), es decir que la supervivencia o no
de los &fidos en las poblaciones muestreadas no es la misma para cada una de

las aplicaciones de las bacterias.

61



Resultados y Discusion

Tabla 10. Efecto de las bacterias antagonistas sobre Myzus persicae (Sulzer)

Afidos
Tratamientos Vivos Muertos
Conteo  Conteo %
Testigo 340 0 0,00
P. fluorescens 80 20 25, 00
P. aeruginosa 150 38 25,33%
B. subtilis 100 27 27,00
B. cepacia 500 100 20,00

En la tabla 11 se presentan los resultados el efecto de B. cepacia en diferentes
concentraciones sobre la incidencia de M. persicae, todos los tratamientos
mostraron efectividad en el control de los afidos muertos, respecto al control. La
prueba de Chi-cuadrado (X? =208,98 > X% s @ gy = 9,49), nos indicoé que se acepta
la hipotesis alternativa (la sobrevivencia de los afidos esta asociada con algunas
de las concentraciones de B. cepacia), es decir que supervivencia o no de los
afidos en las poblaciones muestreadas no es la misma para cada una de las

diluciones de B. cepacia.
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Tabla 11. Efecto de la utilizacion de B. cepacia en diferentes concentraciones

sobre Myzus persicae (Sulzer)

Afidos
Tratamientos Vivos Muertos
Conteo Conteo %
Testigo 300 4 1,33
B. cepacia: dosis 1/10 200 78 39,00
B. cepacia: dosis 1/20 150 13 8,67
B. cepacia: dosis 1/40 800 24 3,00

Este resultado constituye el primer reporte de la accién de B. cepacia sobre Myzus
persicae. En la actualidad se han descrito 9 grupos de bacterias o genotipos
llamados “‘genomovars” como: B. multivorans, B. cenocepacia, B. cepacia, B.
stabilis, B. vietnamiensis, B. dolosa, B. ambifaria, B. anthina, B. pyrrocinia. El
género Burkholderia ecolégicamente es saprofito, por lo cual interviene en el
reciclaje de materia organica, ademas es uno de los géneros bacterianos mas
utilizados en biorremediacién de herbicidas y plaguicidas recalcitrantes. La
especie B. mallei, causa zoonosis y afecta a muchos animales, entre ellos los
caballos, burros y mulas, que son los mamiferos mas susceptibles) (Parra, 2009;

Stoyanova et al., 2007).

Es necesario investigar los mecanismos de accion de esta bacteria sobre este

grupo de insectos, para lo cual se requieren estudios de biologia molecular y
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biotecnologicos, y en particular el genomovars del complejo Burkholderia al cual

pertenece la bacteria estudiada.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Se identificaron mediante estudios de laboratorio las enfermedades fungi-
cas causadas por: Alternaria solani, Stemphylium solani, Passalora fulva,
Phytophthora infestans, Corynespora cassicola, Cercospora sp., y bacte-

rianas causadas por: Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.

Se determiné el desarrollo de las enfermedades en los cuatro periodos de
evaluacion. A. solani alcanzé el 50, 00% de afectacion, S. solani el 54,
07% de afectacion, P. fulva el 49,03 %, X. campestris pv. vesicatoria el
46,67% y Phytophthora. Infestans, Corynespora cassicola, Cercospora

sp., menos del 10, 00 %.

Los tratamientos mas efectivos para el control de Alternaria solani fueron:
Trichoderma viride, Burkholderia cepacia y Pseudomonas aeruginosa,
para Stemphylium solani: Quitosana, Bacillus subtilis, Burkholderia cepa-
cia y Trichoderma viride, para Passalora fulva: Quitosana, Bacillus subtilis
y Burkholderia cepacia, y para el control de Xanthomonas campestris pv.

vesicatoria: Quitosana y Pseudomonas fluorescens.

Para el control de las principales enfermedades foliares del tomate y en los
cuatro periodos de evaluaciones los mejores tratamientos fueron:

Burkholderia cepacia, Trichoderma viride y Quitosana.
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5. El tratamiento mas efectivo sobre el rendimiento del tomate se obtuvo con

aplicacion de la bacteria Burkholderia cepacia.

6. Se encontro actividad bioinsecticida de la bacteria Burkholderia cepacia a la

dilucién de 1/10 sobre Myzus persicae.
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CAPITULO 6. RECOMENDACIONES

Continuar evaluando las bacterias mas prometedoras sobre las enfermeda-

des foliares del tomate.

Realizar ensayos de campo y de laboratorio con Quitosana como controla-

dora de las enfermedades foliares del tomate.

Realizar estudios de biologia molecular y biotecnoldgicos para identificar a
gué genomovars pertenece la bacteria B. cepacia y realizar otros ensayos
con é&fidos de otros subespecies y otros drdenes de insectos para determi-

nar su rango de efectividad.
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