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

La Sigatoka Negra, causada por el hongo Mycosphaerella fifiensis Morelet, es considerada la
enfermedad de mayor importancia econéomica para los cultivos de musdceas alimenticias. Su
control, se fundamenta en la aplicacion de fungicidas sintéticos, cuyo modo de accion viene
siendo vulnerado por poblaciones del hongo. La presente investigacion, ha explorado /a
posibilidad de desarrollar una estrategia de regulacion biologica, basada en el estudio y
manipulacion de algunos de los factores bidticos y abidticos que interactuan en /a filosfera de
banano, con el objetivo de incrementar las poblaciones epifitas naturales de bacterias
quitinoliticas y glucanoliticas, las cuales pueden afectar negativamente la germinacion del
patogeno. Con base en una fase previa a este estudio, en la cual se realizé una caracterizacion
quimico-microbioldgica parcial de la filosfera de plantas de banano y platano bajo condiciones del
Uraba antioqueno (Colombia), se evaluaron 14 sustratos foliares, compuestos por quitina coloidal
(QC) [4 %], harina de cebada (HC) [2,5 %] y urea (U) [T %], solas 6 en combinacion, los cuales
siempre estuvieron acompanados de una solucion mineral base y una solucion adherente-
dispersante. Aquellos sustratos a base de HC y U, produjeron los mayores incrementos en las
poblaciones de bacterias liticas epifitas, con recuentos superiores a las 10.000 veces, con respecto
a sus poblaciones iniciales sobre hojas de banano del cultivar Gran Enano, y de hasta 8,6 y 15
veces mayores para las bacterias quitinoliticas y glucanoliticas respectivamente, con relacion a la
poblacion en el tratamiento sin sustratos foliares. Se discute la influencia de la precipitacion sobre
las poblaciones de dichas bacterias liticas y la necesidad de ajustar una formulacion que mejore
las posibilidades de control sobre la sigatoka negra.
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ABSTRACT

FOLIAR SUBSTRATES FOR INCREASING CHITINOLYTIC AND GLUCANOLYTIC BACTERIA ON
PHYLLOSPHERE OF BANANA

Black Sigatoka, caused by the fungus Mycosphaerella fijiensis Morelet, is considered the
economically most important disease of banana and plantain crops. Its control has been based on
the use of synthetic fungicides, whose mode of action becomes overcome by the fungus
populations. This research explored the possibility of developing a biological regulation strategy
based on the study and manipulation of certain biotic and abiotic factors that interact in the
phyllosphere of the banana, with the objective of increase the natural populations of chitinolytic
and glucanolytic bacteria, which could negatively affect the germination process of M. fijiensis.
On the basis of a previous phase of this study in which a partial chemical and microbiological
characterization in the phyllosphere of banana and plantain crops under conditions of Uraba-
Antioquia (Colombia), was conducted here 14 foliar substrates were evaluated that consisted of
colloidal chitin (CC) [4%], barley flour (BF) [2,5%] and urea (U) [1%], individually or in a
combination, always with a mineral base and attachment-dispersant solutions. Those substrates
that had a combination of BF and U yielded higher increases in the epiphytic lytic bacterial
populations, with counts exceeding 10.000 fold with respect to their their initial populations on
banana leaves of the ‘Grande naine’ variety and 8,6 y 15 fold higher in populations of chitinolytic
and glucanolytic bacteria, respectively, with respect to the population without foliar substrate
treatments. The effect of rainfall on bacteria populations and the necessity of adjusting a
formulation that improves the possibilities of foliar substrates for black sigatoka control are
discussed.

Key Words: Phyllosphere, Mycosphaerella fijiensis, Black Sigatoka, biological control.

control (Beladlcazar 1991, citado por
Chica et al 2004). Adicionalmente, se

La Sigatoka Negra, causada por el hongo
ascomiceto  Mycosphaerella  fifiensis

Morelet, se ha constituido en la enfer-
medad de mayor impacto econémico
para la industria de banano de expor-
taciéon en el mundo, en Colombia los
costos del control quimico de la en-
fermedad varian entre US$700 vy
900/hectarea al ano; cifra que repre-
senta el 46 % del valor global de los
agroquimicos y cerca del 14 % de los
costos totales de produccion de la fruta
(Chica et al. 2004). La enfermedad
produce una rapida destrucciéon del
area foliar de la planta, la cual reduce
el area fotosintética y produce un
efecto detrimental sobre la calidad de la
fruta, con una reduccién de hasta un 60
% en el peso del racimo, cuando no se
implementa una medida quimica de
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presenta una maduracién prematura de
los racimos, lo cual es la principal causa
de pérdidas ocasionadas por la enfer-
medad (Marin y Romero 1992).

Basicamente, la enfermedad se ha con-
trolado mediante la aplicacion de fun-
gicidas sintéticos, cuyo costo varia en
Colombia entre 700 y 900 dolares
/hectérea al ano, cifra que representa el
13,8 % de los costos totales de pro-
duccién del banano y el 46 % del valor
total de los agroquimicos (Chica et al.
2004). Sin embargo, la efectividad de
esta medida de control ha disminuido
debido a multiples factores, entre ellos:
cambios en la incidencia y severidad de
la enfermedad, condiciones particulares
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en cada una de las fincas que favorecen
el establecimiento y diseminacién del
patégeno, y principalmente al incre-
mento de las poblaciones del hongo
con menor sensibilidad a los fungicidas
sistémicos empleados (Patino 2003,
Chica et al. 2004). Situacién agravada
por el numero reducido de grupos
guimicos disponibles actualmente para
controlar la enfermedad y la no dis-
ponibilidad a corto y mediano plazo de
moléculas fungicidas con novedosos
modos de accién sobre el patdégeno.

La regulacién bioldégica para patégenos
foliares, puede ser una alternativa com-
plementaria del control integrado de
enfermedades, la cual frecuentemente
involucra la aplicacion del microorga-
nismo antagonista sobre la superficie
de la hoja (Spurr 1981, Blakeman vy
Fokkema 1982). Sin embargo, el éxito
de dicho antagonista depende de su
capacidad para establecerse como
miembro de la microbiota epifita —
especialmente cuando se requiere dis-
minuir el inéculo del patégeno- (Spurr
1981, Blakeman y Fokkema 1982). Por
tal motivo, el uso de antagonistas
microbianos aislados de la microbiota
epifita deberia preferirse al uso de
antagonistas aislados de otros am-
bientes, pues los primeros se encuen-
tran adaptados a las condiciones que
determinan el habitat en la super-ficie
de la hoja (Blakeman y Fokkema 1982,
Andrews 1992).

Dentro de la regulacién bioldgica de
fitopatégenos, una de las estrategias
consiste en el uso de microorganismos
antagonistas productores de sustancias
antibiodticas y/o enzimas liticas que ac-
tlen sobre sus esporas o tubos ger-
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minativos -en su fase epifita de creci-
miento- (Andrews 1992, Elad et a/
2002). Por ejemplo, el empleo de
microorganismos productores de quiti-
nasas y/o glucanasas en la regulacion
de hongos basidiomicetos y ascomi-
etos ha demostrado ser de utilidad,
pues la pared celular de dichos hongos
estd constituida principalmente por
microfibrillas de quitina y B-glucanos,
hecho que los hace sensibles al ataque
de estas enzimas, especialmente a nivel
de la hifa (Sahai y Manocha 1993,
Alexopoulos, Mims, y Blackwell 1996,
Mahadevan y Crawford 1997, Cohen-
Kupiec y Chet 1998). Esta bioregu-
lacion mediante el uso de bacterias liticas
antagonistas, ha sido estudiada con di-
versos fitopatégenos como Rhizoctonia
solani, Phytophthora fragariae var. rubi,
Phytophthora capsici, Sclerotium rolfsi,
Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum,
Bipolaris sorokiniana 'y Pseudomonas
syringae pv. tomate, entre otros (Chernin
et al. 1995, Valois et al. 1996, Ordentlich,
Elad and Chet 1998, Sing et al 1999,
Zhang y Yuen 2000, Parra y Ramirez
2002, Ji y Wilson 2003, Sid Ahmed et a/.
2003).

Osorio et al. (2004), realizaron pruebas
de antagonismo sobre ascosporas de
M. fijiensis, con bacterias quitinoliticas
aisladas del filoplano de banano en un
ensayo /n situ sobre discos de hojas
también de esta planta, encontrando
que algunos de los aislados inhibieron
la germinacién de las ascosporas o
deformaron sus tubos germinativos,
hasta en un 40 y 85 % respectiva-
mente. Tal efecto, en parte, fue ex-
plicado por la actividad de las enzimas
quitinoliticas sobre la pared del pa-
toégeno.
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En una fase previa a esta investigacion,
se demostré6 que las bacterias liticas
epifitas podian estar presentes en bajas
poblaciones en la filosfera de plantas de
banano cultivadas, y que ademas al-
gunas de estas bacterias producian
quitinasas y/o glucanasas en un pe-
riodo inferior a las 48 horas de in-
cubacién, cuando una fuente de
quitina 6 B-(1,3) glucanos estuvo pre-
sente en el medio de cultivo que
soportaba su crecimiento (Salazar
2005). Esta capacidad, les puede per-
mitir a los aislados actuar sobre la
quitina y/o B-(1,3) glucanos presentes
en la pared celular de los tubos
germinativos de M. fijiensis, antes de
que estos penetren en el estoma; pues
se ha observado que trascurren al
menos 48 horas entre la llegada de la
ascospora a la hoja y el inicio del
proceso de penetracién en el estoma
(Marin et al. 2003).

Por otro lado, se ha demostrado que
las poblaciones del microorganismo
antagonista pueden ser incrementadas
mediante la aplicaciéon de sustratos fo-
liares que las favorezcan nutricional-
mente, aumentando consecuentemen-
te su actividad biorreguladora (Davis et
al. 2002, Fokkema et al 1979, Ploper,
Backman y Rodriguez-Kabana 1992,
Stadler y Mueller 1996), en lugar de la
aplicacion directa y masiva de los
agentes bioldgicos de control, evitando
los riesgos potenciales asociados a este
tipo de aplicacion en campo. La quitina
ha sido aplicada como sustrato junto
con la bacteria Bacillus cereus cepa 304
para el control de la mancha foliar en
mani causada por Cercospora arachi-
dicola, incrementdndose el tamano
poblacional de la bacteria sobre las hojas
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y resultando en un control significativo
de la enfermedad (Kokalis-Burelle et al.
1992). Los aminoacidos también han
sido utilizados como sustratos para in-
crementar el tamano poblacional de
cepas de bacterias antagonistas no
patogénicas sobre frutas de manzana,
logrando un control mejorado del
moho azul que afecta esta fruta
(Janisiewicz, Usall y Bors 1992). Se ha
reportado también que la aplicacién de
metionina incrementé el tamaho po-
blacional del agente de control biol6gico
Pseudomonas putida AP-1 en el suelo,
donde la supresion de la marchitez por
Fusarium en tomate fue mayor cuando la
bacteria fue aplicada con el aminoacido
en relacion a su aplicacion individual
(Yamada y Ogiso 1997).

La habilidad para incrementar selec-
tivamente el tamafo poblacional y la
eficacia de un microorganismo biocon-
trolador, empleando enmiendas nutri-
cionales, se basa en el hecho de que la
concentracion y diversidad de nutrientes
constituye un factor limitante para el
crecimiento de las poblaciones micro-
bianas en la planta, especialmente las
localizadas en el filoplano; pues dicho
lugar constituye un habitat donde la
concentracion de fuentes de carbono y
nitrégeno es escasa (Andrews 1992,
Janisiewicz y Bors 1995, Wilson y
Lindow 1994, Wilson et a/ 1995,
Salazar 2005), observandose por ejem-
plo que la aplicacion exdégena de
carbono incrementa las poblaciones de
P. putiday P.syringae en la filosfera de
frijol y tomate respectivamente (Wilson
y Lindow 1995, Ji y Wilson 2003).

En el caso de las estrategias de
regulacion bioldgica para M. fijiensis,
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se han realizado algunas investigaciones
basadas en la aplicacion de bacterias
antagonistas productoras de quitinasas
y/o B-glucanasas -aisladas de la filosfera
de banano y platano-, solas 6 en
combinacién con sustratos foliares de
diversas caracteristicas nutricionales -
compuestas por quitina coloidal, leche y
melaza, entre otros- (Gonzalez et al.
1996, Ruiz-Silvera et al 1997, Arango
2000); no obstante, es necesario dirigir la
aplicacion de estas sustratos con base en
una caracterizacién previa de la filosfera
de banano, al menos en sus componen-
tes quimico nutricional (minerales,
carbohidratos y proteinas) y de poblacio-
nes nativas de bacterias con potencial
litico sobre el hongo causante de la
Sigatoka Negra. Con base en lo anterior,
el objetivo del presente trabajo consistié
en evaluar diversos sustratos foliares —a
base de quitina coloidal y harina de
cebada, como fuentes de quitina y B-
(1,3) glucanos, respectivamente-, a partir
de una caracterizacién quimica y micro-
biolégica de la filosfera de banano, para
favorecer nutricionalmente, y de manera
selectiva, a las poblaciones epifitas de
bacterias quitinoliticas y/o glucanoliticas
nativas de la filosfera de banano, como
punto de partida para formular sustratos
foliares con potencial de control sobre la
Sigatoka Negra.

MATERIALES Y METODOS

Composicion de Jos sustratos. Se
evaluaron catorce tratamientos y seis
testigos, elaborados a partir de los
siguientes compuestos:

- Solucién mineral base (SMB), compues-
ta de: 1 g/l de K,HPO, (Mallinckrodt),
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0,5 g/l de MgSO, (T Baker), 1 g/l de
NaCl (Carlo Erba) y 1g/l de Ca(NO,),
(Protokimica) -los cuales aportan mine-
rales a las poblaciones microbianas
epifitas, adicionales a los ya presentes en
el filoplano (Salazar 2005). Una sal de
calcio fue incluida en la solucién,
debido a que se ha reportado que este
cation puede afectar negativamente la
germinacion de las esporas e inhibir
enzimas fundamentales involucradas en
el proceso infectivo de hongos fitopato-
genos; asi como, producir un reforza-
miento de la pared celular vegetal
(Conway et al. 7991, Wisniewski et al.
1995, Biggs et a/. 1997 y Chardonnet et
al. 2000, citados por Patino 2002).

- Solucién dispersante, adherente vy
reveladora (SDAR), compuesta de: 0,4 g/l
de Ag-RHO DEP-775 (Rhodia North
American Chemicals), 0,4 ml/L de Tween
80 (Merck-Schuchordt), 0,2 ml/l de aceite
vegetal (Oleocali) y 0,4 g/L de rojo congo
(Amresco). En esta solucion, los tres pri-
meros componentes actian como agen-
tes surfactantes; mientras que el rojo
congo, permite evidenciar la cobertura
de la hoja tratada luego de la aspersion
del sustrato.

- Quitina coloidal (QC), a una con-
centracion de 40 ml/l, de acuerdo a
Arango 2002.

- Harina de cebada (HC), a una
concentracion de 25 g/l. La cebada,
constituye uno de los cereales con mayor
contenido de B-glucanos -en términos de
porcentaje de peso seco- (Michniewicz,
Kotodziejczyk y Obuchowski 2003) y la
harina que de ella se obtiene, contiene
casi la misma proporcién de B- glucanos
que el grano entero (Holmes 1991).
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Razén por la cual, fue escogida como la
fuente primaria de -(1,3) glucanos.

- Urea de uso agropecuario (U) (46%)
en concentracion de 21,7 g/l.

Tanto la quitina coloidal como la harina
de cebada y la urea, se evaluaron solas
0 en combinacion entre ellas. Los dos
primeros compuestos, actlan como
fuentes de carbono selectivas para las

Tabla 1.
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poblaciones de bacterias quitinoliticas y
glucanoliticas respectivamente; mien-
tras que la urea, ademas de servir
como una fuente de nitrégeno, podria
actuar también inhibiendo el desarrollo
de los pseudotecios y la produccion de
ascosporas de M. fijiensis, con base en
el estudio de Mondal y Timmer (2003)
sobre Mycosphaerella citri. La descrip-
cion de todos los tratamientos se
indica en la Tabla 1.

Composicion de los sustratos foliares, elaborados para incrementar

poblaciones de bacterias quitinoliticas y glucanoliticas sobre hojas de banano.

Tratamiento

Composicién

T1 SMB + SDAR + QC

T2 SMB + SDAR + QC + SB

T3 SMB + SDAR + HC

T4 SMB + SDAR + HC + SB

T5 SMB + SDAR + U

T6 SMB + SDAR + U + SB

T7 SMB + SDAR + QC + HC

T8 SMB + SDAR + QC + HC + SB
T9 SMB + SDAR + QC + U

T10 SMB + SDAR + QC + U + SB
T SMB + SDAR + HC + U

T12 SMB + SDAR + HC + U + SB
T13 SMB + SDAR + QC + HC + U
T14 SMB + SDAR + QC + HC + U + SB
T15 Testigo agua

T16 Testigo control convencional
T17 Testigo SMB

T18 Testigo SMB + SDAR

T19 Testigo SMB + SB

T20 Testigo SMB + SDAR + SB

SMB: Solucién mineral base,

SDAR: Solucién dispersante, adherente y reveladora,

QC: Quitina colidal,

En los numeros pares de los trata-
mientos, se incluyd una suspension
bacteriana (SB) preparada a partir de
un bacilo gram negativo, aislado de la
filosfera de una planta de banano
variedad Gran Enano -aislado Q3-. Dicho
aislado, evidencié -en ensayos /n vitro-
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HC: Harina de cebada,
U: Urea,
SB: Suspensién bacteriana

actividad quitinolitica y glucanolitica
antes de las 24 horas de incubacién. Para
la obtencién de la suspensién bacteriana,
una colonia pura del aislado fue
incubada en medio liquido durante 16
horas, a 25 °C y en agitacién constante
a 100 rpm. La composicion del medio,
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fue la siguiente: 1 g/l de K,HPO, (Mallin-
ckrodt), 0,5 g/l de MgSO, (JT Baker), 1 g/l
de Nadl (Carlo Erba), 3,5 g/L de extracto
de levadura (Merck) y 20ml/l de quitina
coloidal. La concentracion final de la
suspension en los sustratos que la
contenian, fue de 5x10%a 5x10° UFC/m.

La inclusién de una suspensidon bacte-
riana dentro de los tratamientos, se
realizé para verificar si la aplicacion foliar
del in6culo bacteriano lograba un incre-
mento superior en la poblacion epifita de
bacterias quitinoliticas y glucanoliticas,
comparado con aquellos tratamientos
gue no contenian la suspension bac-
teriana.

Se evaluaron seis testigos, los cuales no
contenian los compuestos quitina co-
loidal, harina de cebada o urea; e
incluian la solucién mineral base, la
solucién dispersante y adherente y la
suspension bacteriana (T17-T20); mas
otros dos tratamientos, uno a base de
agua (T15) y otro que consistié en un
sistema estandar de control quimico
(T16), basado en un programa conven-
cional de control de la enfermedad
(Tabla 1).

La totalidad de los tratamientos, a
excepcion de los testigos 15 y 16,
fueron llevados a un pH final de 7,5;
esto con el objetivo de favorecer el
crecimiento de la poblacién bacteria-na
epifita y limitar el crecimiento de hon-
gos. Los sustratos fueron preparados
dos dias antes de su aplicaciéon vy
fueron almacenados a 4°C, homoge-
nizando la mezcla 15 minutos antes de
su aplicacién final sobre las hojas de
banano. Todos los tratamientos fueron
aplicados semanalmente durante 17
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semanas consecutivas -entre el 26 de
enero y el 21 de mayo de 2004-, periodo
que incluyé dos épocas climaticas, una
seca comprendida entre las semanas uno
a la ocho; y otra lluviosa, la cual inicié en
la semana nueve y prosiguié hasta la
ultima semana de evaluacién. Las aplica-
ciones se realizaron mediante un atomi-
zador manual sobre el envés de la
primera hoja y las subsiguientes hojas
que emergieron después de su inicia-
cion.

Ubicacion geogrdfica. El experimento
se llevé a cabo en un lote experimental
del Centro de Investigaciones del
Banano, Cenibanano, ubicado en el
Municipio de Carepa (Antioquia,
Colombia), a una altura de 27 msnm,
con una temperatura promedia de 28
°C, una precipitacion promedio anual
de 3.500 mm y una humedad relativa
promedio del 88 %.

Disefio experimental, variables eva-
luadas y andélisis estadistico. Se empled
un diseno completamente al azar, con
20 tratamientos -14 tratamientos y 6
testigos- y 7 repeticiones, para un total
de 140 unidades experimentales -las
unidades experimentales estuvieron re-
presentadas por plantulas de banano
variedad Gran Enano, altamente suscep-
tible a la Sigatoka Negra, procedentes de
cultivo /n vitro, de cinco meses de edad y
con una altura aproximada de 80 a 90
cm.

Para la evaluacion de la dindmica de
crecimiento de las bacterias quitino-
liticas y glucanoliticas epifitas, en cada
tiempo de evaluacién se seleccionaron
aleatoriamente dos de las siete repeti-
ciones, haciendo recuentos de las
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bacterias en la semana de inicio del
ensayo -antes de la aplicacién de los
sustratos, para determinar el nimero
inicial de bacterias liticas epifitas- y
posteriormente a la primera, cuarta,
sexta, novena y catorceava semanas
después de comenzar con las aplica-
ciones de los tratamientos.

El procedimiento relacionado con el
conteo de las bacterias de interés, fue
el siguiente: se realizaron diluciones
seriadas de las muestras, previo paso
de homogeneizacién, hasta la dilucion
de 103. A partir de dicha dilucién se
tomaron 20ul, los cuales fueron sem-
brados por triplicado -mediante la
técnica de siembra en superficie- en los
medios agar nutritivo quitina y agar
cebada, para determinar las pobla-
ciones de bacterias quitinoliticas y
glucanoliticas, respectivamente. El agar
nutritivo quitina, estuvo compuesto
por 20 ml/L de quitina coloidal y 15g/L
de agar nutritivo (Difco - Becton
Dickinson) -pH final de 7,2; mientras
que el agar cebada, estuvo compuesto
por 1 g/l de K;HPO, (Mallinckrodt), 0,5 g/l
de MgSO, (JT Baker), 19/l de NaCl (Carlo
Erba), 5 g/l de harina de cebada, 1 g/l de
NH,NO, (Merck) y 15 g/l de agar agar
(Bacto™ Becton Dickinson) -pH final de
7,2-. El proceso de incubacién, se
realiz6 a 25 °C durante 48 horas. En
ambos medios, la capacidad para
utilizar la quitina coloidal y/o la harina
de cebada como fuentes de carbono,
era evidenciada por la formacién de un
halo de consumo alrededor de la
colonia (Gonzalez 1996, y Talavera et
al 1998). Los recuentos, fueron
expresados en términos de unidades
formadoras de colonia por mililitro de
muestra -UFC/ml-.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Bajo condiciones fisicas favorables para el
crecimiento bacteriano, la diversidad y
concentraciones de las fuentes de car-
bono disponibles en la superficie de la
hoja constituyen el determinante princi-
pal de los tamanos de las poblaciones de
bacterias epifitas (Wilson y Lindow 1994,
Mercier y Lindow 2000, Ji y Wilson
2003). De tal manera que, dichas pobla-
ciones pueden ser manipuladas por cam-
bios en el estatus de tales nutrientes
(Mercier y Lindow 2000). Esta, constituyé
la premisa a partir de la cual se diseid la
estrategia para potenciar la regulacién
biolégica contemplada en esta investiga-
cion. Tal estrategia, consistié en emplear
fuentes de carbono especificas -quitina
coloidal y harina de cebada, como fuen-
tes de quitina y B-(1,3) glucanos, respec-
tivamente; como constituyentes principa-
les de los sustratos foliares-, para el
incremento selectivo de las poblaciones
de bacterias quitinoliticas y glucanoliticas
epifitas de plantulas de banano.

El efecto de los sustratos foliares sobre
la dindmica de crecimiento de dichas
poblaciones, se describe a continua-
cién: El incremento de las poblaciones
de bacterias liticas epifitas, empezé a
hacerse visible a partir de la cuarta se-
mana de iniciado el ensayo; incremento
que lleg6é a alcanzar su pico maximo
hacia la sexta semana (Tabla 2). Después
de dicho pico, los recuentos de la
poblacion comenzaron a descender
hasta alcanzar los niveles encontrados
antes del inicio del ensayo, del orden de
< 0,05 UFC/ml, los cuales comenzaron a
observarse nuevamente en la semana
nueve de evaluacién y continuaron
hasta el final de las aplicaciones.
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Tabla 2. Poblacién de bacterias quitinoliticas y glucanoliticas, seis semanas
después de la aplicacién de sustratos foliares.

Tratamiento Composicion Poblacién de bacterias
(UFC x 104/ml)
Quitinoliticas Glucanoliticas
T SMB + SDAR + QC 75,8 defghi 90,0 efg
T2 SMB + SDAR + QC + SB 9,0 jk 36,59
T3 SMB + SDAR + HC 138,0 cd 255,0 bc
T4 SMB + SDAR + HC + SB 221,0b 330,0b
T5 SMB + SDAR + U 88,5 defgh 129,0 def
T6 SMB + SDAR + U + SB 133,0 cde 2450 c
T7 SMB + SDAR + QC + HC 70,0 efghij 263,0 bc
T8 SMB + SDAR + QC + HC + SB 230,0 b 190,0 cd
T9 SMB + SDAR + QC + U 32,0 ghijk 30,0 g
T10 SMB + SDAR + QC + U + SB 195,0 bc 155,0 de
T11 SMB + SDAR + HC + U 220,0 b 100,0 efg
T12 SMB + SDAR + HC + U + SB 540,0 a 504,0 a
T13 SMB + SDAR + QC + HC + U 25,0 hijk 80,0 efg
T14 SMB + SDAR + QC + HC + U + SB 99,5 def 128,0 def
T15 Testigo agua 62,5 fghijk 3359
T16 Testigo control convencional 27,5 ghijk 76,5 efg
T17 Testigo SMB 1,75k 80,0 efg
T18 Testigo SMB + SDAR 92,0 defg 65,0 fg
T19 Testigo SMB + SB 22,5 ijk 25,09
T20 Testigo SMB + SDAR + SB 2,5k 60,0 fg

Valores seguidos con letras iguales no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey

(P =0,05).

El inicio de la época lluviosa, ocurrié
durante el transcurso de la novena
semana. Situacion que podria explicar la
caida en los recuentos alli evidenciada,
pues las lluvias ejercen un efecto de
lavado sobre los sustratos aplicados y
sobre la poblaciéon litica establecida
semanas antes. Al respecto Butterworth y
McCartney (1991), demostraron que las
precipitaciones constituyen un mecanis-
mo eficiente de remocidn bacteriana de
la superficie de las hojas. Estos autores,
en ensayos de invernadero, determinaron
que la proporcion de bacterias que se
desplaza -por el efecto del golpe de las
gotas- esta directamente relacionada con
el nimero total de bacterias presentes
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en las hojas. Los resultados de esta
investigacion concluyeron que el efecto
de lavado de las lluvias es complejo y
que su efectividad en la remocién de
bacterias de la superficie foliar depen-
de de la intensidad de la lluvia y de las
caracteristicas fisicas de la hoja. Con
base en lo anteriormente planteado, es
importante que la estrategia de biorre-
gulacién se direccione a alcanzar su
maxima capacidad de establecimiento
en la época de baja a moderada preci-
pitaciéon, en la cual presenta menos
riesgos de remocidon de las bacterias
antagonistas y mediante formulacion
sostener estas poblaciones para las
épocas de mayor precitacién, las cuales
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son también las épocas de mayor
presion de la enfermedad (Chica et al.
2004).

Para determinar cudles fueron los trata-
mientos que mas incrementaron las
poblaciones de bacterias liticas epifitas,
se realizd una comparacidon entre el
recuento en la semana seis y el recuento
obtenido antes del inicio del ensayo -
cuyo promedio para todos los sustratos
fue menor a 0,05 X 10* UFC/ml-, para asi
calcular el valor del incremento. También
se calcul6é el incremento en la semana
seis de los diferentes tratamientos con
respecto al testigo agua para esta misma
semana.

Los cuatro sustratos foliares que produ-
jeron los mayores recuentos de bacterias
quitinoliticas, correspondieron en orden
de mayor importancia a los siguientes
tratamientos:

= Tratamiento 12 -compuesto por
solucién mineral, solucién dispersan-
te, harina de cebada, urea y sus-
pension bacteriana-, que obtuvo un
recuento de 540 X 10* UFC/ml en la
semana seis; evidenciando un incre-
mento de 10.800 veces, con respec-
to al recuento realizado antes de
comenzar a aplicar los sustratos fo-
liares (recuento inicial). En cuanto al
recuento acumulado en la semana
seis, este tratamiento alcanzé una
poblacién de 8,6 veces la poblacion
observada en el testigo agua.

= Tratamiento 8 -solucién mineral,
solucion dispersante, quitina coloi-
dal, harina de cebada y suspensién
bacteriana-, que obtuvo 230 X 10*
UFC/ml en la semana seis, eviden-
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ciando un incremento de 4.600 veces
con relacién a la poblacién inicial, y un
incremento de 3,7 veces con respecto
a la poblacion encontrada en el
testigo agua.

= Tratamiento 4 -solucién mineral,
solucién dispersante, harina de ce-
bada y suspensién bacteriana-, que
obtuvo 221 X 10* UFC/ml en la
semana seis, evidenciando un incre-
mento de 4.420 veces la poblacién
encontrada antes de comenzar a
aplicar los sustratos; mostrando
ademas una poblaciéon de 3,5 veces
con relacion al recuento obtenido en
el testigo agua.

= Tratamiento 11 -solucidn mineral,
solucion dispersante, harina de cebada
y urea-, que obtuvo 220 X 10* UFC/ml
en la semana seis, evidenciando un
incremento de 4.400 veces la pobla-
ciéon inicial, con un incremento tam-
bién de 3,5 veces con base al testigo
agua.

Estos cuatro tratamientos resultaron
estadisticamente superiores a los seis
testigos evaluados (T15-T20) (Tabla 2),
donde el componente comln es la
harina de cebada al 2,5%. La harina de
cebada, constituye una fuente rica de
B-(1,3) glucanos y es carente de quitina
(Holmes 1991, Michniewicz Michnie-
wicz, Kotodziejczyk y Obuchowski
2003). A pesar de ello, los B-(1,3) gluca-
nos también pudieron ser utilizados
como fuente de carbono por las bac-
terias quitinoliticas. La anterior situacion,
no debe ser considerada como irregular,
pues en la caracterizacion microbio-
l6gica parcial -realizada durante la prime-
ra fase de la investigacion- se encontrd
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gue algunas de las bacterias aisladas de
la filosfera de musaceas poseian tanto
actividad quitinolitica como glucanolitica
(Salazar 2005).

Por otro lado, ninguno de los testigos
estuvo entre los ocho mejores trata-
mientos para bacterias quitinoliticas;
aunque el testigo compuesto de solu-
cion mineral y solucién dispersante -T18-,
fue el mejor entre todos los testigos -
obteniendo un recuento de 92 x 10°
UFC/ml, evidenciando un incremento de
1.840 veces con respecto al recuento
inicial- y de 1,5 veces con relaciéon al
tratamiento agua. El testigo a base de
solucion mineral -T17-, represent6 el
tratamiento con menor poblacién ob-
servada, obteniendo un recuento de 1,75
x 10 UFC/ml en la semana seis, con un
incremento de 35 veces con respecto al
recuento base y de tan solo 0,03 veces en
la semana seis con respecto a la po-
blacién encontrada en el testigo agua. El
comportamiento del testigo agua pre-
sentd poblaciones superiores aunque no
significativamente a los demas testigos
que incluian solucién mineral, lo cual
puede estar revelando que los niveles de
minerales en la filosfera no son tan
determinantes para los incrementos
poblacionales como si lo son las fuen-
tes de carbono (Wilson y Lindow 1994,
Mercier y Lindow 2000, Ji y Wilson
2003).

Arango 2000, evalué el efecto de
diversos sustratos foliares sobre el cre-
cimiento de la poblacién bacteriana quiti-
nolitica de la filosfera del cultivar Gran
Enano, en un ensayo de invernadero con
etapa de inoculacién natural. Dicho
estudio, concluyé que la aplicacién de
quitina coloidal -sola, 6 en combinacién
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con otras fuentes de carbono y nitré-
geno-, logra favorecer el crecimiento
de la poblaciéon de bacterias quitino-
liticas epifitas.

La inclusion de la suspension bac-
teriana dentro de los sustratos, de-
muestra que la adicién de un inéculo
extra de la bacteria a las poblaciones
naturales epifitas, la cual es mantenida
en el laboratorio en medios selectivos
cuya fuente de carbono es la misma
que la de los sustratos foliares, puede
potencializar su propio incremento y el
de las poblaciones naturales con acti-
vidad litica, situacion similar ha sido
reportado para el caso de Stenotropho-
monas maltophilia C3 en el control de
Bipolaris sorokiniana, donde los ais-
lados de la bacteria preinducidos en
medio con quitina mostraban un mejor
control de la enfermedad (Zhang vy
Yuen 2000).

En la presente investigacion, el incre-
mento de las poblaciones quitinoliticas
en respuesta a la aplicacién de quitina
coloidal es bastante heterogéneo y evi-
dencia las diferencias en la composicién
de aquellos sustratos que la contenian.
Por ejemplo, el tratamiento 1-solucién
mineral, solucién dispersante y quitina
coloidal- ocupé el onceavo lugar entre
los mejores sustratos; mientras que el
tratamiento 2 -soluciéon mineral, solucién
dispersante, quitina coloidal y suspensién
bacteriana-, ocupd el tercer lugar entre
los sustratos con mas bajas poblaciones
de las bacterias. Sin embargo, los dos
mejores sustratos para estas poblaciones
incluian quitina coloidal como uno de
sus componentes. Para obtener resulta-
dos mas consistentes y representativos,
es necesario realizar investigaciones, en
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donde se intensifique el sistema de
muestreo utilizado y se utilicen técnicas
como el desprendimiento de las bacte-
rias epifitas mediante sonicacién (Ji y
Wilson 2003, Morris, Monier y Jacques
1998), con la cual se pueden recuperar
mayores poblaciones de bacterias a las
obtenidas con el sistema de lavado con
solucién buffer.

Con respecto a las bacterias glucano-
liticas, los sustratos que produjeron los
mayores recuentos corresponden a los
siguientes tratamientos:

= Tratamiento 12 -compuesto por solu-
cion  mineral, solucién dispersante,
harina de cebada, urea y suspension
bacteriana-, que obtuvo un recuento
de 504 X 10* UFC/ml en la semana seis;
evidenciando un incremento de 10.080
veces, con respecto al recuento inicial y
de 15 veces con relacién a la poblacién
correspondiente al testigo agua para
esta misma semana.

= Tratamiento 4 -solucién mineral, solu-
cion dispersante, harina de cebada y
suspension bacteriana-, que obtuvo
330 X 10* UFC/ml en la semana seis,
evidenciando un incremento de 6.600
veces a partir de la poblacion inicial; y
en forma similar presentdé un alto
incremento (9,9 veces) con respecto al
testigo agua.

= Tratamiento 7 -solucion mineral, solu-
cion dispersante, quitina coloidal y
harina de cebada-, que obtuvo 263 x
10* UFC/ml en la semana seis, evi-
denciando un incremento de 5.260
veces con respecto a la poblacién ini-
cial y de 7,9 veces para esta misma
semana con referencia al testigo agua.
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Estos tres tratamientos al igual que en el
caso de las bacterias quitinoliticas, pre-
sentaron niveles poblacionales estadis-
ticamente superiores, con respecto a los
testigos evaluados (T15-T20) (Tabla 2).
Ninguno de estos tratamientos testigo
hizo parte de los nueve mejores trata-
mientos para bacterias glucanoliticas;
aunque el tratamiento 17 -compuesto de
solucion mineral, fue el mejor entre
todos los testigos obteniendo un re-
cuento de 80 X 10* UFC/ml en la semana
seis; evidenciando un incremento de
1.600 veces, con respecto al recuento
base y de 2,4 veces con base al testigo
agua. El tratamiento 19 -soluciéon mine-
ral y suspensidn bacteriana- represento
el tratamiento con menor poblacion
bacteriana observada, obteniendo un
recuento de 25 X 10* UFC/ml en la
semana seis, evidenciando un incre-
mento de 500 veces con respecto al
recuento base y de tan solo 0,7 veces
con respecto al testigo agua en la
semana seis; y en forma similar a lo
encontrado con los testigos para las
poblaciones de bacterias quitinoliticas,
nuevamente las fuentes de carbono
son mas determinantes, ya que estas si
produjeron incrementos significativos
(Tabla 2) que los que se pueden ob-
tener a partir de las concentraciones de
minerales disponibles para la micro-
biota epifita (T17-T20).

Al comparar los mejores sustratos para
ambos tipos de poblacién litica, es evi-
dente la importancia de los trata-
mientos 12 y 4, los cuales tienen como
componente en comuUn la harina de
cebada, cuya aplicacion como sustrato
foliar para musdaceas alimenticias no ha
sido reportada con anterioridad, y la
suspensién bacteriana preparada a
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partir de un aislado de la poblacién
nativa de bacterias liticas epifitas. El em-
pleo de la harina de cebada, tiene como
ventajas adicionales su bajo costo econé-
mico y facil obtencién, con respecto a los
altos costos y laboriosa preparacion de la
quitina coloidal, empleada en estudios
previos (Gonzadlez 1996, Arango 2002,
Patino 2002). Se confirma la importancia
de una fuente de carbono, en este caso
quitina y glucano, como sustratos selec-
tivos para incrementar poblaciones de
bacterias capaces de degradar estos car-
bohidratos (Wilson y Lindow (1994), Ji y
Wilson 2003); lo cual plantea un resul-
tado promisorio como base para la
elaboraciéon de sustratos foliares disefa-
dos para incrementar poblaciones nativas
de microorganismos con potencial
antagonista sobre M. fijiensis.

CONCLUSION

A partir de este estudio exploratorio, se
encontr6 que los sustratos foliares que
produjeron los mayores recuentos de
bacterias quitinoliticas epifitas, corres-
pondieron a los tratamientos 12, 8, 4y
11; cuyo constituyente comun, ademas
de la solucién mineral base y la
solucién dispersante, fue la harina de
cebada al 2,5%. De igual forma, los
sustratos que produjeron los mayores
recuentos de bacterias glucanoliticas
epifitas, correspondieron a los trata-
mientos 12, 4 y 7; cuyo constituyente
comun, también fue la harina de
cebada al 2,5%; destacandose el
componente urea en algunos de estos
sustratos el cual puede complementar
el efecto de control sobre el patégeno
y la presencia de una suspension
bacteriana cuya preinducciéon en medio
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con quitina puede también ayudar a
incrementar actividad de poblaciones
liticas epifitas; lo cual proyecta la
importancia de profundizar en inves-
tigaciones que ayuden a explicar estos
resultados. Finalmente se considera
que es prioritario dirigir las futuras
investigaciones a lograr una formula-
cibn que permita maximizar la ex-
presién en condiciones de campo, del
potencial biorregulador sobre M.
fijiensis por accion de la microbiota
epifita nativa de la filosfera de banano
y platano, al favorecer su colonizacién
y tamano poblacional mediante la apli-
cacién de sustratos foliares.
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