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Resumen y Abstract v

Resumen

El efecto de los sustratos foliares sobre la dinamica poblacional de bacterias liticas
nativas de la filésfera de banano fue evaluado a nivel in vitro, bajo cubierta (casa de
malla) y en parcelas experimentales, este Ultimo, simulando las condiciones de una
produccion comercial de banano de exportacion. In vitro se evaluaron dieciocho sustratos
compuestos de harina cebada (HC) y quitina (Q), de estos se seleccionaron los cinco
mejores utilizando como criterio su capacidad de fomentar en mayor proporcién el
crecimiento de bacterias liticas. Los sustratos seleccionados fueron aplicados en
plantulas de banano bajo cubierta, se seleccionaron los dos mejores que pasaron a ser
aplicados solos y en combinacién con mezcla fungicida en plantas de banano
establecidas en parcelas experimentales. Ademas de la dinamica de crecimiento de las
bacterias liticas también se evaludé el efecto de los sustratos sobre el desarrollo del
agente causal de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis). En cuanto a la dinamica
poblacional de las bacterias en parcelas experimentales se obtuvo que el sustrato,
compuesto de Buffer fosfato + HC + Q + Urea + Neofat + mezcla fungicida, increment6
las poblaciones de bacterias liticas en comparacion con el testigo (sin control quimico).
En cuanto al nivel de control de enfermedad el tratamiento que redujo en forma
significativa la enfermedad fue el sustrato foliar compuesto de solucion mineral base +
HC + Urea + Neofat + aceite, mostrando una respuesta de reduccién de la enfermedad
del 22,6%. La dinamica de las bacterias liticas sobre medios de cultivo con harina de
cebada y quitina coloidal también se evalué bajo el efecto de inductores de resistencia, a
diferentes concentraciones de Acido Salicilico (AS) y Acibenzolar-S Metil (ASM). Al
evaluar las bacterias en medios con AS, no hubo crecimiento de éstas, mientras que en
presencia de ASM, se obtuvo un crecimiento inferior al tratamiento testigo. Por su parte
en la fase bajo cubierta (interaccion de la hoja tratada con los inductores de resistencia),
se encontrd un incremento de estas bacterias en hojas tratadas con AS, mientras que el
ASM redujo la poblacion de las bacterias de interés. Con el fin de establecer qué tipo de
microorganismos habitan la filésfera de las plantas de banano, se realiz6 una captura a
partir de hojas de banano de cultivos comerciales de exportacién y una identificacion de
los aislamientos con mayor potencial litico, mediante analisis moleculares amplificando la
region 16S rRNA. Los diferentes aislamientos se caracterizaron desde el punto de vista
morfoldgico y de caracteristicas tintoriales. Se identificaron a nivel de género 80 de los
aislamientos y el 94% de estos a nivel de especie. Se cuenta con una coleccién de 102
bacterias con actividad litica. Los aislamientos estan crioconservados en glicerol. Se
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evalué la compatibilidad y antagonismo de 40 aislamientos de la coleccion. La
compatibilidad se evalué con diferentes fungicidas usados en el control convencional de
Sigatoka negra a nivel in vitro encontrando solo crecimiento bajo la accién de dosis
experimentales de fungicidas, con valores por debajo del tratamiento testigo. El
antagonismo se evalué bajo la accion de M. fijiensis en medios de cultivo liquidos y
solidos, obteniéndose que el 32,5% de los aislamientos evaluados presentaron 100% de
inhibicion de la germinacion del hongo.

Palabras claves: Mycosphaerella fijiensis, control biolégico, quitina, harina de cebada,
Acido salicilico, Acibenzolar-S Metil, fungicidas.
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Abstract

The effect of the foliar substrates on the population dinamies of native lytic bacteria from
banana phyllospere was evaluated at in vitro level, in greenhouse and experimental lots,
the latter, simulating the conditions of banana commercial production for exportation. In
vitro eighteen substrates were evaluated, of barley flour (HC) and chitin (Q) composed,
from this there were selected the best five by using to as criterion their capacity to foment
greater proportion on the growth of lytic bacteria. The selected substrates were applied in
banana seedling under greenhouse: the best two were selected and passed to be applied
by themselves and combined with a fungicide mixture in banana plants which were
established in experimental lots. In addition to the dynamic growth of lytic bacteria, the
effect of the substrates on the development of the casual agent of the black Sigatoka
(Mycosphaerella fijiensis) was also evaluated. As for the dynamical population of the
bacteria in experimental lots there was found that the foliar substratum, composed of
phosphate buffer + HC + Q + Urea + Neofat fungicide mixture, it increased the population
of Iytic bacteria compared to the witnessed (without chemical control). As the level of
disease control, the treatment that significantly reduced the disease was the foliar
substratum (Mineral solution base + HC + Urea + Neofat) mixed with oil, responded
showing a reduction of 22,6% of the disease. The dynamic of the lytic bacteria on growing
medium with barley flour and colloidal chitin were also evaluated under the effect of
resistance inductors at different concentrations of salicylic acid (SA) and Acibenzolar-S
Methyl (ASM). When evaluating the bacteria in media with AS, there was no growth of it,
while in the presence of ASM, there was obtained a lower growth to the treatment
witnessed. On the other hand, during the stage of under greenhouse (interaction of the
leaf treated with the resistance inductors), there was found a increasement of these
bacteria on leaves treated with AS, whereas ASM reduced on a way the population of the
bacteria of interest. In order to establish what kind of microorganisms inhabit the
phyllosphere of the banana plants, it was taken a sample from banana leaves of the
commercial crops for exportation and an identification of isolates with greater lytic
potential, through molecular analysis amplifying the region 16S rRNA. The different
isolates were characterized from the morphological point of view and staining
characteristics. At genus level, 80% of the isolates were identified well as 94% at specie
level at specie level, with a collection of 102 bacteria with lytic activity. The isolates are
cryopreserved in glycerol. It was evaluated the compatibility and antagonism of isolates of
the collection. The compatibility was evaluated with different fungicides used in
conventional control of black Sigatoka at in vitro level finding only growth under the action
of experimental fungicide doses, with values below the witness treatment. Antagonism
was evaluated under the action of M. fijiensis in media of liquid and solid growing, it was
observed that 32,5% from the evaluated isolates showed 100% of inhibition of the fungus
germination.
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Introduccion

La Sigatoka Negra es considerada la enfermedad mas limitante y costosa del banano, ya
gue su control representa el 27% de los costos totales de produccion; y se ha estimado
gue la enfermedad causa mas del 38% de pérdidas de produccion en platano, y las
pérdidas en banano se estiman ser mayores cuando el control falla (Marin et al. 2003).
La enfermedad no llega a destruir la planta por completo, ni causa una muerte repentina,
sin embargo, su capacidad para alcanzar el 100% de incidencia y su marcado impacto
sobre la produccion y la calidad, la ubican como el principal problema fitosanitario del
cultivo de banano (Guzman, 2006). En ausencia total de control de la enfermedad,
variables importantes como el peso del racimo puede reducirse hasta un 57%
(Belalcazar, 1991), mientras que la calidad de la fruta puede verse afectada hasta en un
100% (Guzman, 2006). En condiciones de control deficiente (reducido nimero de hojas a
la cosecha), el principal efecto de la enfermedad es en la prolongacién del periodo
floracidn-cosecha y en la reduccién de la vida verde. En plantaciones comerciales de
Cavendish (grupo de bananos de exportacion que domina el mercado mundial), las
pérdidas de mayor magnitud se relacionan con la eliminacién de racimos en el campo,
provenientes de plantas con poca cantidad de hojas (menos de 4 hojas sanas), debido al
riesgo que presentan de maduracion prematura ocasionada por la enfermedad
(Guzman, 2006).

En Colombia, el control quimico de la Sigatoka negra ha pasado de US$300 ha.afio a
mediados de 1980 a cerca de US$936 ha.afio en el 2009, sin contar con las
incalculables pérdidas de fruta repicada por defoliacién causada por la enfermedad. En la
region de Uraba a comienzos de los afios 1990’s se realizaban 19 ciclos de aplicacion de
fungicidas necesarios para producir una fruta con estdndares de exportacion y en el 2009
se tuvo un promedio de 30 ciclos de fungicidas (Augura, 2009).

Con este escenario se puede apreciar claramente el efecto catastréfico de la Sigatoka
Negra en la rentabilidad actual y futura del negocio bananero; siendo el panorama mas
dramatico al preverse que los precios mundiales del banano, calculados como valor
unitario anual de las importaciones mundiales, disminuiran en alrededor del 1,3% anual
entre 2000 y 2010 de acuerdo al diagndstico arrojado por Agrocadenas (2006).

En las plantaciones bananeras, el control de la Sigatoka Negra se basa principalmente
en la aplicacion de fungicidas quimicos, los cuales estan siendo vulnerados por el hongo,
debido al surgimiento de poblaciones del mismo con pérdida de sensibilidad al modo de
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accion de los fungicidas sistémicos (Marin et al. 2003; Patifio, 2003), llegando a ser tan
grave la situacién que, de cuatro grupos de fungicidas sistémicos usados en la industria
de banano: benzimidazoles, estrobilurinas, morfolinas y triazoles, solo se pueden aplicar
en Colombia los dos ultimos, con el agravante que dentro del grupo de triazoles, cinco de
las siete moléculas pertenecientes a este grupo ya no son funcionales para controlar la
enfermedad, debido al mismo problema de la resistencia a fungicidas La no
disponibilidad de moléculas fungicidas con modos de accion novedosos, y a la
proyeccion de una demanda creciente de los consumidores por una fruta mas libre del
uso de plaguicidas, enfatizan mas aun en la prioridad de encontrar alternativas que
permitan complementar el manejo integrado de la enfermedad (L.F Patifio, comunicacién
personal).

La tendencia futura por demanda de banano va estar marcada por las mayores
exigencias mundiales en relacién a los aspectos de inocuidad, calidad, sanidad y
nutricién, pardmetros que estan cambiando la demanda por banano y la forma en que se
produce la fruta en el mundo. Los procesos de investigacion y transferencia tecnolégica
son factores definitivos para elevar los niveles de produccion y productividad de las
plantaciones bananeras (Agrocadenas, 2006).

Con base en lo anterior, se presenta el siguiente proyecto sobre bacterias liticas nativas
de los ecosistemas bananeros con potencial de control biolégico sobre el hongo causal
de la Sigatoka negra, mediante la aplicacién de sustratos foliares, reduciendo los
potenciales riesgos de la aplicacion masiva de un microorganismo fordneo (de un
ambiente diferente) para controlar la enfermedad, al favorecer las poblaciones naturales
residentes en la filosfera de banano. Esta alternativa de control se podria ajustar tanto a
los actuales sistemas convencionales de banano, como aquellos basados en produccion
limpia u orgénica, propendiendo asi por la sostenibilidad y aumento de la competitividad
de la industria de banano de exportacién en Colombia.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de sustratos foliares sobre la dinamica de las poblaciones de bacterias
liticas nativas de la filosfera de banano y el desarrollo de la Sigatoka negra.

1.2 Objetivos especificos

e Establecer una coleccibn de cepas bacterianas glucanoliticas y quitinoliticas
nativas de hojas de banano.

e Evaluar diferentes sustratos a nivel in vitro que fomenten las poblaciones de
bacterias quitinoliticas y glucanoliticas.

e Evaluar en plantulas de banano bajo cubierta, el incremento poblacional de
bacterias quitinoliticas y glucanoliticas con los cinco mejores sustratos
provenientes de la evaluacion in vitro.

e Medir la compatibilidad de las bacterias nativas de la filosfera de banano con
aceite mineral y mezcla convencional de fungicidas a dosis comerciales, y sobre
el desarrollo del hongo causal de la Sigatoka negra.

¢ Relacionar la dinamica poblacional de las bacterias liticas con la severidad de la
enfermedad en plantas de banano establecidas en campo usando los mejores
sustratos.

e Determinar el efecto de inductores de resistencia sobre la dindmica de bacterias
liticas.
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2. Marco teérico

2.1 Control biolégico de enfermedades causadas por hongos fitopatégenos

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

Dentro de la regulacion biologica de fitopatdgenos, una de las estrategias consiste en el
uso de microorganismos antagonistas productores de sustancias antibidticas y/o enzimas
liticas que actien sobre sus esporas 0 tubos germinativos, en su fase epifita de
crecimiento (Andrews, 1992; Elad et al. 2002). Por ejemplo, el empleo de
microorganismos productores de quitinasas y/o glucanasas en la regulacion de hongos
basidiomicetos y ascomicetos ha demostrado ser de utilidad, pues la pared celular de
dichos hongos esta constituida principalmente por microfibrillas de quitina y glucanos,
hecho que los hace sensibles al ataque de estas enzimas, especialmente a nivel de la
hifa (Sahai y Manocha, 1993; Alexopoulos et al. 1996; Mahadevan y Crawford, 1997
Cohen-Kupiec y Chet, 1998). Esta biorregulacion mediante el uso de bacterias liticas
antagonistas, ha sido estudiada con diversos fitopatdgenos como Rhizoctonia solani,
Phytophthora fragariae var. rubi, Phytophthora capsici, Sclerotium rolfsii, Fusarium
oxysporum f.sp. cucumerinum, Bipolaris sorokiniana y Pseudomonas syringae pv.
tomate, entre otros (Chernin et al. 1995; Valois et al. 1996; Ordentlich et al. 1998; Singh
et al. 1999; Zhang y Yuen, 2000; Parra y Ramirez, 2002; Ji y Wilson, 2003; Sid Ahmed et
al. 2003).

Una cepa de Serratia marcescens aislada de suelo, resulté ser un agente biorregulador
efectivo contra Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani, bajo condiciones de invernadero.
La actividad antagonica de la cepa, se relacion6 con la produccion y liberacion de
enzimas quitinoliticas (Ordentlich et al. 1998).

Chernin et al. (1995), reportaron que tres cepas quitinoliticas de Enterobacter
agglomerans (IC960, IC993 y IC1270), aisladas de suelo, lograron disminuir la incidencia
de Rhizoctonia solani en algodén, en un 64 a 86%, bajo condiciones de invernadero;
mientras que dos mutantes (IC1270-E1 y 1C1270-2h) de una de las cepas (IC1270), las
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cuales no evidenciaron actividad quitinolitica, fueron incapaces de proteger a las plantas
contra la enfermedad.

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

Singh et al. (1999), demostraron que la combinacion de dos cepas bacterianas aisladas
de suelo, Paenibacillus sp. 300 y Streptomyces sp. 385, suprimieron el dafio producido
por Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum a una planta de pepino cohombro (Cucumis
sativus). Tal actividad supresora, se cree involucré la accion de enzimas quitinoliticas y
glucanoliticas.

Zhang y Yuen (2000), reportaron que Stenotrophomonas maltophilia cepa C3 inhibi6 la
germinacion de conidias de Bipolaris sorokiniana. Uno de los mecanismos implicados en
dicha inhibicién, se cree estuvo relacionado con la produccion y liberacién de quitinasas
por parte de la bacteria.

Al igual que en el caso de las enzimas quitinoliticas, muchas especies bacterianas estan
en la capacidad de producir glucanasas. Fridlender et al. (1993), determinaron que un
aislado de Pseudomonas cepacia disminuy0 la incidencia de enfermedades causadas
por Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Pythium ultimum en un 85%, 48% y 71%,
respectivamente, bajo condiciones de invernadero. La actividad biorreguladora de la
bacteria, se debié a la produccion de B -(1,3) glucanasas, pero no de quitinasas.

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

Por otro lado, se ha demostrado que las poblaciones del microorganismo antagonista
pueden ser incrementadas mediante la aplicacion de sustratos foliares que las
favorezcan nutricionalmente, aumentando consecuentemente su actividad biorreguladora
(Davis et al. 1992; Fokkema et al. 1979; Ploper et al. 1992; Stadler y Mueller, 1996), en
lugar de la aplicacién directa y masiva de los agentes biol6gicos de control, evitando los
riesgos potenciales asociados a este tipo de aplicacién en campo.

La quitina ha sido aplicada como sustrato junto con la bacteria Bacillus cereus cepa 304
para el control de la mancha foliar en mani causada por Cercospora arachidicola,
incrementandose el tamafio poblacional de la bacteria sobre las hojas y resultando en un
control significativo de la enfermedad (Kokalis-Burelle et al. 1992). Los aminoacidos
también han sido utilizados como sustratos para incrementar el tamafio poblacional de
cepas de bacterias antagonistas no patogénicas sobre frutas de manzana, logrando un
control mejorado del moho azul que afecta esta fruta (Janisiewicz, Usall y Bors, 1992). Se
ha reportado también que la aplicacion de metionina incrementé el tamafio poblacional
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del agente de control biolégico 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 selectivamente el tamafio poblacional y la eficacia de un
microorganismo biocontrolador, empleando enmiendas nutricionales, se basa en el hecho
de que la concentracion y diversidad de nutrientes constituye un factor limitante para el
crecimiento de las poblaciones microbianas en la planta, especialmente las localizadas
en el filoplano; pues dicho lugar constituye un habitat donde la concentracion de fuentes
de carbono y nitrégeno es escasa (Andrews, 1992; Janisiewicz y Bors, 1995; Wilson y
Lindow, 1994; Wilson et al. 1995; Salazar, 2005), observandose por ejemplo que la
aplicacién exdgena de carbono incrementa las poblaciones de P. putida y P. syringae en
la filosfera de frijol y tomate respectivamente (Wilson y Lindow, 1995; Ji y Wilson, 2003).

Zhang y Yuen (2000) lograron disminuir la incidencia de Bipolaris sorokiniana en tallos
frescos de Festuca arundinacea (Kentucky-31) y Lolium perenne (raygrass), utilizando la
cepa Stenotrophomonas maltophilia C3, tanto en condiciones de invernadero como en
condiciones de campo. Por otro lado, cuando una soluciéon de quitina coloidal fue
aplicada en compafiia de células de C3 preinducidas o no inducidas creciendo en medios
gue contenian quitina, o en medios que no la contenian, respectivamente, incrementaron
significativamente la efectividad de la bacteria.

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

En el caso de la biorregulacion para el hongo causal de la Sigatoka Negra,
Mycosphaerella fijiensis, se han realizado algunas investigaciones basadas en el uso de
antagonistas nativos de la filosfera de musaceas alimenticias y en el uso de sustratos
foliares.

Gonzalez et al. (1996), aislaron 120 microorganismos quitinoliticos de la filésfera de
plantas de banano var. Gran Enano, en Costa Rica. Pruebas de antagonismo in vitro,
mostraron que las cepas R1 y A23, pertenecientes a la especie S. marcescens,
inhibieron la longitud del tubo germinativo de M. fijiensis en un 74.2% y 71.4%,
respectivamente. En pruebas con fungicidas sintéticos, se determiné que los dos
aislados fueron compatibles con mancozeb, propiconazol, tridemorf y con benomil,
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cuando fueron usados a concentraciones de hasta 1000 ppm debido a que en la
evaluacibn no presentaron zona de inhibicion bacterial producida por el fungicida,
mientras que la aplicacién de Agrimicin (bactericida) impidi6 el crecimiento bacterial.
Posteriormente, en ensayos de casa de mallas y parcelas experimentales, y utilizando
plantas de banano var. Gran Enano, evaluaron el efecto de diversos sustratos -R1 + A23,
guitina, R1 + A23 + quitina, un fungicida sintético y agua- sobre la evolucién de la
Sigatoka Negra. En la casa de mallas, los tratamientos controlaron la enfermedad en un
84%, sin presentar diferencias significativas entre ellos y con el fungicida, pero si hubo
diferencia significativa con respecto al testigo absoluto. En el campo, todos los
tratamientos fueron superiores al testigo, pero el tratamiento con fungicidas control6 la
enfermedad en un 60%, mientras que los otros tratamientos la controlaron en un 40% en
promedio sin presentar diferencias significativas entre ellos.

Ruiz-Silvera et al. (1997) evaluaron el efecto de diferentes sustratos, extracto de hojas de
banano, leche, abono foliar, melaza y almidén de yuca, solos 6 en combinacién sobre el
crecimiento de bacterias antagonistas de M. fijiensis tanto in vitro como en casa de
mallas. En el ensayo in vitro, el extracto de hojas de banano fue el mejor sustrato para el
crecimiento de S. marcescens R1. En las pruebas realizadas en casa de mallas, el
sustrato compuesto por leche y melaza mostré los mejores resultados con respecto al
establecimiento de S. marcescens R1. Posteriormente, estos autores evaluaron el efecto
de diversos sustratos foliares sobre la evolucion de la Sigatoka Negra en plantas de
banano var. Gran Enano, en condiciones de invernadero y condiciones de campo. En
condiciones de invernadero, el sustrato compuesto de S. marcescens R1 y melaza
presento los mejores resultados para controlar la enfermedad. Sin embargo, en el ensayo
de campo no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos y el testigo
absoluto.

Arango (2002) evalu6, bajo condiciones de invernadero y campo, el efecto de diferentes
sustratos, melaza, glucano, leche, quitina y nitrato de calcio, solos 6 en combinacion,
sobre la diversidad, densidad de poblacion, estabilidad y actividad litica de bacterias
antagonistas de M. fijiensis; asi como, sobre la evolucion de la enfermedad. En
condiciones de invernadero, los sustratos quitina + levadura + nitrato de calcio y quitina +
leche + melaza, fueron considerados los mejores sustratos para las variables evaluadas.
En el ensayo de campo, los dos sustratos anteriores se aplicaron en rotaciéon con
fungicidas sintéticos usados para el control de la Sigatoka Negra, mostrando un control
estadisticamente igual al control convencional, lo cual significé una reduccién del 40% el
namero de aplicacion de fungicidas. El control sin aplicacion (testigo) registré el mayor
grado de severidad de la enfermedad con diferencia estadistica comparado con los
tratamientos que controlaron en mayor proporcion la enfermedad.

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

Una caracterizacion parcial de las bacterias quitinoliticas y glucanoliticas epifitas aisladas
de la filésfera de plantaciones comerciales de banano y platano en Costa Rica y en
Uraba Colombia evidencié la presencia de bacterias con potencial biorregulador contra
M. fijiensis. Estas bacterias, con morfologia de bacilos Gram negativos principalmente,
cocos 6 bacilos Gram positivos, fueron capaces de producir quitinasas y glucanasas en
medios de crecimiento selectivos con quitina 6 -(1,3) glucano, respectivamente, como
Unica fuente de carbono, en periodos inferiores a 48 h de incubacion (Osorio et al. 2004;
Salazar, 2005). Esta capacidad puede permitir a las bacterias aisladas actuar sobre la
quitina y/o B-(1,3) glucano presentes en la pared celular de las ascosporas del hongo,
antes de que éstas penetren en el estoma; pues se ha observado que transcurren al
menos 48 h entre la llegada de la ascospora a la hoja y el inicio del proceso de
penetracién en el estoma (Beveraggi, 1992; Stover, 1980; citados por Marin et al. 2003).

Sin embargo, pese a comprobarse la presencia de bacterias liticas epifitas con potencial
biocontrolador, existe poco conocimiento sobre el nivel de nutrimentos presentes en la
filosfera y su variacion bajo diversas condiciones climéticas; nutrimentos que determinan
la diversidad y densidad poblacional de la microbiota epifita, especialmente en lo que
respecta a la variedad y concentracion de los carbohidratos presentes (Mercier y Lindow,
2000). Es por ello gue se condujo una caracterizacién quimica parcial de lavados de
hojas de plantas de banano y platano, ubicadas en areas de cultivo comercial en el
Uraba antioquefio colombiano. Dicha caracterizacion confirmé que la filosfera es un
ambiente nutricionalmente pobre cuando se le compara con otros habitats como la
rizosfera (Salazar, 2005). Adicionalmente, se evidenci6 que en la época lluviosa puede
presentarse una menor disponibilidad de macronutrientes para la microbiota epifita,
especialmente en lo que respecta al contenido proteico y nutrimentos como el sodio, el
magnesio y el amonio (Salazar, 2005).

La informacion obtenida de la caracterizacion quimica fue empleada para formular un
sustrato foliar que permitiera incrementar, de manera selectiva, las poblaciones de
bacterias quitinoliticas y glucanoliticas de la filésfera de las musaceas estudiadas,
seleccionando dos sustratos a base de quitina coloidal, harina de cebada y urea, los
cuales incrementaron en mas de 10,000 veces la poblacién de estas bacterias liticas
(Salazar, 2005). En la experimentacion en campo la aplicacion de dichos sustratos en
rotacién con fungicidas convencionales permitié una reduccion del 46% en el nUmero de
ciclos (representada en 6 ciclos menos) con respecto al control quimico estandar para un
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control similar de la enfermedad donde el control absoluto fue estadisticamente diferente
(Patifio et al. 2006). Es posible elaborar un sustrato foliar con un elemento de bajo costo
y facil obtencién como la harina de cebada como sustrato apropiado para la seleccién de
bacterias quitinoliticas y glucanoliticas en la fildsfera de banano, perfilando asi un
reemplazo de la quitina coloidal de alto costo y laboriosa obtencion por la harina de
cebada.

2.2 La induccion de resistencia como alternativa de control de enfermedades en
cultivos

La induccién de resistencia a través de la aplicacion de sustancias quimicas sintéticas
puede ser una alternativa de control de enfermedades en los cultivos de plantas, en las
cuales desencadenan sefales que activan varias respuestas de defensa. Esta estrategia
ha sido reportada con reducciones significativas de enfermedad en cultivos como trigo,
repollo, tomate, banano, melén y tabaco, para un amplio espectro de patégenos como
Erysiphe graminis f. sp. tritici, Peronospora parasitica, Virus del Mosaico del Pepino,
virus de la marchitez manchada del tomate TSWYV, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis Il, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Mycosphaerella fijiensis,
Didymella bryoniae y Botrytis cinerea (Gorlach et al. 1996; Sticher, Mauch-Mani, y
Métraux 1997; Godard et al. 1999; Anfoka, 2000; Pappu et al. 2000; Griesbach et al.
2000; Madrigal et al. 1998; Romero et al. 2001; Corrales et al. 2002; Patifio, 2002;
Hincapié, 2003; Pérez et al., 2003; Rizzo et al. 2003; Matolepsza, 2006).

Actualmente, se conocen dos tipos de resistencia, la resistencia sistémica adquirida
(RSA) vy la resistencia sistémica inducida (RSI). La RSA puede ser inducida por agentes
biéticos (tales como patégenos atenuados) o abibticos (como compuestos quimicos) y se
asocia al incremento de la concentracion de la fitohormona salicilato y a la produccién de
proteinas relacionadas con patogénesis (PRP). La RSI es estimulada por rizobacterias
promotoras del crecimiento (PGPR) y se asocia a la mayor sensibilidad a las
fitohormonas etileno y jasmonato sin produccién de proteinas relacionadas con
patogénesis (Pieterse et al. 1996; Kloepper et al., 2004), pero hasta ahora, los inductores
guimicos han sido los més efectivos, sobresaliendo las moléculas acido salicilico (AS) y
sus andlogos funcionales &cido 2,6-dicloroisonicotinico (INA) y Benzo (1,2,3) tiadiazole-7-
carbotionico acido-s-metil ester (BTH- Asm) (Kessmann, et al. 1994; Sticher, Mauch-
Mani, y Métraux 1997; Vallad y Goodman, 2004).

Ambos mecanismos pueden resultar en una resistencia general de las plantas hacia
diversos patdgenos (Pieterse et al. 1996; Kloepper et al. 2004).

Las bacterias promotoras del crecimiento, como Bacillus sp. (Kloepper et al. 2004,
Buensanteai, 2009), Pseudomonas spp. (Verhagen et al. 2010), Paenibacillus spp.
(Beneduzi et al. 2010), constituyen algunos de los diversos grupos de microorganismos
asociados a las plantas con el potencial de inducir mecanismos de defensa.

Otros autores (Raupach y Kloepper, 2000) han evaluado PGPR previamente encontradas
para inducir resistencia sistémica (RSI) como Bacillus subtilis cepa GB03, Bacillus
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pumilus INR7 y Curtobacterium flaccumfaciens con la finalidad de corroborar dicha
resistencia y la severidad de P. syringae pv. Lachrymans en pepino, encontrando
promocion significativa del crecimiento en las plantas inoculadas y reduccion significativa
de enfermedades foliares con estas bacterias, comparada con el tratamiento testigo que
no fue tratado. Los resultados demuestran que la actividad de RSI mediada por PGPR
basada en la proteccién contra patégenos de origen natural se produce.

Por otro lado, numerosos estudios muestran que AS juega un papel central en la defensa
de las plantas contra patégenos. AS aumenta los niveles en zonas infectadas en
respuesta al ataque de patdgenos, y la aplicacion exégena de AS puede inducir una serie
de genes relacionados con la patogénesis y establecer RSA (Uknes et al. 1992).

La actividad litica de las bacterias puede ser desencadenante de un sistema de
resistencia (RSA) contra la Sigatoka negra.

En este sentido, se reporta que las quitinasas juegan un papel protector contra
fitopatégenos fungicos, debido a su habilidad para atacar directamente la pared celular
de los hongos. Las quitinasas, ademas, son enzimas no especificas por el sustrato y
también pueden degradar otros compuestos dentro de los que se incluyen las proteinas
(Radwan et al. 1994). Adicionalmente, las quitinasas liberan oligo-N-acetyl glucosamina
gue funcionan como elicitores para la activacién de respuestas relacionadas con defensa
en las plantas (Ren y West, 1992).

Para Sigatoka negra, al aplicar el inductor Asm y la induccion via Acido Salicilico (AS) en
mezcla con fungicidas, bacterias liticas, y con un producto a base de extractos vegetales,
se han encontrado reducciones significativas de la enfermedad (Corrales et al. 2002;
Patifio 2002; Vawdry vy Grice, 2005; Zuluaga et al. 2007).
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3. Materiales y métodos

3.1 Localizacién

El estudio se realiz6 en conjunto en la Sede de Laboratorios del Politécnico Colombiano
Jaime Isaza Cadavid en la ciudad de Medellin (Antioquia) y en la Sede regional de Uraba
de la misma institucion en el municipio de Apartadd (Antioquia) corregimiento El Reposo,
donde se estableci6 la fase bajo cubierta y la de parcelas experimentales en campo. La
zona cuenta con una altitud de 30 m.s.n.m., localizado en un ecosistema bosque muy
hamedo pluvial montano (bmh-pM), con una temperatura promedio de 24°C, una
precipitacién anual promedio de 2650 mm y una humedad relativa del 87% (Chica et al.
2004).

3.2 Metodologia

3.2.1 Establecimiento de una coleccion de cepas bacterianas glucanoliticas y
quitinoliticas nativas de hojas de banano

= Ajslamiento

Se seleccionaron lotes de fincas bananeras en la zona de Uraba con alta y baja
incidencia de la enfermedad causada por Mycosphaerella fijiensis en plantas con
diferentes estadios en la escala de Fouré, siendo la mayor parte de la coleccion a partir
de muestras en estadios 1y 2 (Figura 1). Se colecto la parte de la hoja afectada con una
deshojadora, que luego se redujo al centro de la lesién, se exceptuaron bordes y
nervaduras. El empaque se realizé en bolsas de papel inmediatamente después del
corte. El envio de la zona de Uraba al sitio de procesamiento y siembra se realizo dentro
de las 24 horas siguientes.

ESTADIOS DE SIGATOKA NE GRA

Estadio 1 N Estadio 2

Estadio 3

Estadio6 |
T—

Estadio 5
T —

Estadio4

Figura 1: Estadios de M. fijiensis sobre la hoja de banano. (Henao, 2007).
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En condiciones de laboratorio, se tomaron de cada muestra porciones con areas de 25
cm?, los cuales fueron inmediatamente sumergidos en 20 mL de una solucién buffer
fosfato estéril a pH 7.0, compuesto por 5.8g.L" de Na,HPO, (Merck) y 3.5g.L™" de
KH,PO, (Merck) (Arango, 2002). La solucion se agitdé en un agitador orbital por 20
minutos. Se realizaron diluciones seriales hasta 103 y de esta Ultima, se tomaron
alicuotas de 20 pL, que fueron sembradas mediante la técnica de siembra en superficie
(asa de vidrio) en medios de cultivo con agar bacteriolégico mas quitina coloidal (4%) y
agar bacteriolégico mas harina de cebada (2.5%) (Salazar, 2005). Al cabo de una
incubacién a 28°C durante 48 horas, fueron identificadas colonias que formaban halo de
consumo translicido sobre los medios con estas fuentes de carbono (harina de cebada y
quitina coloidal) (Figura 2).

Figura 2: Formacion de halo de consumo sobre medio con quitina coloidal como fuente de
carbono. Cepa 38QG.

= Almacenamiento

Para la conservacion definitiva de los aislamientos que presentaron halo de consumo
sobre los medios selectivos (actividad litica) se realiz6 el siguiente procedimiento: Se
transfirieron las colonias a 5 mL de Trypticase Soy Broth (TSB) (Beckton Dickinson,
30g.L) en tubos de centrifuga de 50 mL. Los tubos se colocaron en agitaciéon a 100 rpm
durante 48 horas o hasta que se evidenci6 turbidez. Se centrifugé a 6000 rpm por 20
minutos. Se descarto el sobrenadante. Se adicionaron 5 mL de TSB + Glicerol (Merck) en
partes iguales (autoclavados juntos en solucion). La solucién fue agitada en el vortex. Se
dispersé en crioviales de 1.5 mL y se almacen6 a -70° C (Day y Stacey, 2007).

. Identificacion molecular de aislados bacterianos (Corporacién para
investigaciones biol6gicas CIB)

. Preparacion de aislados bacterianos para extraccion de ADN gendmico

A partir de cada aislado se tomd con palillo de madera estéril una colonia y se inocularon
en tubos de vidrio con tapa rosca autoclavados previamente conteniendo 6 ml de medio
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Luria Bertani (LB) liquido, los tubos inoculados fueron incubados a 27 °C + 2 °C, 200
RPM de agitacion por 72 horas.

. Extraccion de ADN cromosémico bacteriano

Extraccion de ADN bacteriano por el método Gilbertson (sin fenol cloroformo): Se
recuperaron las bacterias por centrifugacion a 10.000 rpm por 10 minutos a partir de los
cultivos bacterianos descritos anteriormente. El pellet bacteriano fue transferido a un tubo
eppendorf al que se le adiciond 500 ul de Buffer de extraccion (Tris-HCI 100 mM, NacCl
500 mM y EDTA 50 mM) y 50 ul lisozima (5 mg.ml) se mezcldé suavemente por inversion
y se dejo en hielo por 10 minutos. Posteriormente se agregaron 40 ul de SDS al 20 %
(W/V) y se mezclo por inversion para luego adicionar 250 ul de acetato de potasio 5 My
se incubo en bafio Maria a 65 °C por 10 min, se centrifugé durante 15 min a 11.000 rpm.
El sobrenadante fue transferido a un tubo eppendorf nuevo y se agregd 0.5 volimenes
de isopropanol frio. Se mezcl6 por inversion e incubé a -20 °C por 2 horas. Se centrifug6
a 11.000 rpm durante 15 min, se eliminé el sobrenadante y el pellet se lavo 2 veces con
0.5 ml de etanol 70 %. El etanol fue eliminado y el precipitado se sec6 en una centrifuga
con vacio. Por ultimo, el precipitado se resuspendié en agua ultrapura.

Extraccion de ADN cromosOmico bacteriano por el método reportado por Wren et al.
1987 (con fenol-cloroformo): Se recuperaron las bacterias por centrifugacion a 10000 rpm
por 10 minutos. El pellet bacteriano fue transferido a un tubo eppendorf al que se le
adicionaron 500 pl de Tris-HCI 50 mM que contiene sacarosa al 0.25 % W/V) y 50 ul de
lisozima recién preparada (10 mg.ml), se mezclé suavemente por inversion y se incubo a
25 °C por 30 minutos. Posteriormente se adicionaron 40 ul de SDS al 5 % (W/V), 150 pl
de TE 1X y 2 ul de Proteinasa K (20 mg.ml), se mezclé por inversion y se incub6 en
bafio Maria a 37 °C por 4 horas. Luego se adicion6 1 volumen igual de Fenol/Cloroformo
y se mezcl6 por inversion, se centrifugé durante 10 min a 11.000 rpm. El sobrenadante
fue transferido a un tubo eppendorf nuevo y se agregé 0.1 volimenes acetato de sodio 3
My 0.6 volumenes de isopropanol frid. Se mezcld por inversion e incubé a -20 °C por 2
horas. Se centrifugd a 11.000 rpm durante 15 min, se elimino el sobrenadante y el pellet
se lavd 3 veces con 0.5 ml de etanol 70 %. El etanol fue eliminado y el precipitado se
secd en una centrifuga con vacio. Por ultimo, el precipitado se resuspendié en agua
ultrapura.

. Amplificacion de ADN ribosomal 16S por PCR

La amplificacion del ADN ribosomal 16S se realizé mediante PCR convencional, usando
dos juegos de cebadores especificos para la identificacion de bacterias: 27F/1492R y
518F/800R (Tabla 1), estos cebadores han sido ampliamente utilizados para la
determinacion taxondmica de cepas bacterianas (Galkiewicz y Kellogg, 2008). 27F vy
1492R, amplificaron una region del ADN Ribosomal 16S correspondiente a un fragmento
de 1500 pb aproximadamente y el amplificado correspondiente al los cebadores 518F y
800R es de 300 pb aproximadamente.
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Tabla 1: Secuencias de los primers universales empleados.

Primer Secuencia
27F 5" AGAGTTTGATCATGGCTCAG 3
1492R 5 TACGGCTACCTTGTTACGACTT 3
518F 5' CCAGCAGCCGCGGTAATACG 3
800R 5' TACCAGGGTATCTAATCC 3'

Para cada reaccion, se utilizaron 100 ng de ADN gendémico extraido, mezclado con una
solucion que contenia cada cebador a una concentracién 0.4 uM, 0.2mM de dNTPs, 1.5
unidades de Taq polimerasa (Fermentas, Maryland, USA), 1X de buffer de PCR (50 mM
KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 8.3) y 1.5 mM de MgCl,. Las amplificaciones fueron realizadas
en un termociclador iCycler (Bio-Rad, Hercules, CA, U.S.A.), mediante las siguientes
condiciones: un paso inicial de 95 °C por 15 min; 30 ciclos de amplificacién de 1 min de
denaturacién a 95 °C, 1 min de alineamiento a 56 °C y 2 min de extensiéon a 72 °C;
seguido de un ciclo extra de extensiéon de 10 min a 72 °C. Los productos de PCR fueron
separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, a 75 voltios durante 1 h, luego
fueron tefiidos con bromuro de etidio (1 pg.ml) y visualizados en luz ultravioleta.

. Analisis de las secuencias amplificadas del ADN ribosomal 16S de los aislados
bacterianos

Los productos de la reaccion de PCR de cada uno de los aislados bacterianos fueron
secuenciados por la compafia MACROGEN. Con las secuencias determinadas se hizo el
andlisis bioinformatico mediante la aplicacion SEQMAN del programa especializado en
andlisis de secuencias LASERGEN Version 7.0 (DNASTAR Inc). Para esto se realizd
inicialmente el ensamble de las cuatro secuencias correspondientes para cada uno de los
aislados en una sola secuencia consenso de aproximadamente 1400pb. Luego de tener
ensamblada la secuencia consenso de cada uno de los aislados bacterianos, estas
fueron comparadas en el GENBANK (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), con el fin de
determinar homologia de las secuencias con la base de datos y asi poder identificarlas.

3.2.2 Evaluacion de diferentes sustratos a nivel in vitro que fomenten las
poblaciones de bacterias quitinoliticas y glucanoliticas

Se seleccionaron tres cepas de la coleccion codificadas como 10Q, 33G, 48G y una
mezcla de estas (Mix), las cuales, ademas de poseer actividad litica, eran diferentes en
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cuanto a pigmentacién y tincion de Gram, lo que permitia una diferenciacién a nivel
visual. Fueron aisladas en medios selectivos (agar bacteriologico (2%) y harina de
cebada (2.5%) o agar bacteriolégico (2%) y quitina coloidal (4%)) para activar la
capacidad litica sobre los medios, luego de su crecimiento las colonias se llevaron a una
solucion con agua destilada estéril (utilizando como referencia para la concentracion el
patrén Mc Farland (1.5x10° ufc.mL). Se inocularon los diferentes sustratos con alicuotas
de 50 yL de las soluciones que contenian las cepas. En tubos de ensayo se prepararon 5
mL de cada sustrato. Los sustratos fueron los siguientes:

T1: SMB* + Q (Quitina)

T2: SMB + HC (Harina Cebada)

T3: SMB + UREA

T4: SMB

T5: SMB + Q + UREA

T6: SMB + HC + UREA

T7: Estaba planteado como SMB + U, que es igual a T3.
T8: SMB + Q + NEOFAT**

T9: SMB + HC + NEOFAT

T10: SMB + UREA + NEOFAT

T11: SMB + NEOFAT

T12: SMB + Q + UREA + NEOFAT

T13: SMB + HC + UREA + NEOFAT

T14: Estaba planteado como SMB + U + Coadyuvante (Neofat), que es igual a T10.
T15: NEOFAT

T16: BUFFER***

T17: BUFFER + UREA

T18: BUFFER + Q

T19: BUFFER + HC

TO: AGUA (Testigo)

*SMB: Soluciéon Mineral Base, compuesta de 1 g.L de K,HPO,, 0,5 g.L de MgSQO,, 1 g.L
de NaCl, 1 g.Lde CaNOs.
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**Neofat: Coadyuvante con propiedades adherentes y dispersantes empleado en
estrategias de control bioldgico, a concentracion convencional (1mL.L).

*** BUFFER: 5.8g.L de Na,HPO, y 3.5g.L de KH,PO, a pH 7.
Quitina coloidal; 40mL.L, Urea; 40 g.L y Harina de cebada; 25 g.L.

Los sustratos inoculados con cada cepa y el mix se agitaron en un agitador orbital
durante 48 horas para asegurar el crecimiento de las cepas. Luego de este tiempo se
tomaron alicuotas de 20 pL y se sembraron mediante la técnica de siembra en superficie
en medios selectivos (agar bacteriol6gico mas quitina coloidal y agar bacteriolégico mas
harina de cebada) y se incubaron a 28°C hasta que se evidencio el crecimiento (entre 48-
72 horas), donde se realizaron conteos de colonias de cada cepa para luego ser llevada
a términos de ufc.mL.

Se realizaron tres fases 0 repeticiones del experimento separadas en el tiempo. Los
resultados fueron evaluados a partir de un disefio completamente aleatorio, con 18
tratamientos y 2 repeticiones por tratamiento, siendo cada repeticién una caja de Petri,
utilizando el software Statistica release 6, aplicando un Modelo Lineal Generalizado
(GLM).

3.2.3 Evaluacién en plantulas de banano del incremento poblacional de bacterias
quitinoliticas y glucanoliticas por accién de los cinco mejores sustratos
provenientes de la evaluacién in vitro en condiciones de casa de mallas
(bajo cubierta)

Las plantas que se usaron provenian de cultivo in vitro, las cuales, luego de cumplir su
etapa de vivero, fueron trasplantadas a bolsas plasticas en sustrato arena - cisco de
arroz en relacion 1:1. Posteriormente fueron ingresadas a casa de malla (figura 3) y
transcurridos 2 meses les fueron realizadas la aplicacion de los siguientes sustratos:

T1: SMB + Q

T2: SMB + Q + UREA + NEOFAT

T3: SMB + HC + UREA + NEOFAT

T4: SMB + UREA

T5: Adicional: BUFFER + HC +Q + UREA+NEOFAT

TO: Testigo (plantas sin aplicaciéon de sustratos)
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Figura 3: Evaluacion bajo cubierta. Figura 4: Inoculacion natural.
Se utilizaron 14 plantas por tratamiento para un total de 84 plantas.

Los sustratos fueron aplicaron en el haz de las hojas en las horas de la tarde. Las plantas
permanecieron alli hasta la mafiana del dia siguiente, momento en el cual se llevaron a
campo hasta el final de la tarde para favorecer la inoculacion natural (Figura 4). Se
realizaron aplicaciones de los sustratos cada 7 dias. Se muestrearon 2 plantas/vez, los
dias 1, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 partiendo de la primera aplicacién, seleccionando areas de 25
cm? del primer tercio de la hoja nimero dos de cada planta.

Para la captura de las bacterias se utilizd la metodologia descrita por Downes e Ito
(2001), la cual consiste en frotar un area determinada (haz de la hoja) con un hisopo
estéril y humedo con buffer fosfato en por lo menos dos direcciones distintas, rotandolo
ligeramente (Figura 5). Después se descargo el hisopo en un medio de recogida que
contenia 2 mL de buffer fosfato estéril a pH 7.0 (5.8g.L de Na,HPO, y 3.5g.L de
KH,PO,). Los tubos se conservaron en hielo hasta su procesamiento (no mas de 6
horas).

Figura 5: Toma de muestra usando el hisopo.

Una vez en el laboratorio, se realizaron diluciones seriadas por muestra, hasta la dilucion
10°. De las diluciones se tomaron 20 uL y fueron sembrados por duplicado mediante la
técnica de siembra en superficie en los medios selectivos (agar bacterioldgico (2%) con
harina de cebada (4%) y agar bacteriolégico (2%) con quitina coloidal 4%)). El proceso
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de incubacion, se realiz6 a 28°C. Se hizo lectura cuando se evidenci6 crecimiento (entre
48-72 horas), donde se realizaron conteos de colonias para luego ser llevadas a términos
de ufc.cm? Se realizaron tres fases o repeticiones del experimento separadas en el
tiempo.

Los resultados fueron evaluados a partir de un disefio de bloques completos al azar, con
3 bloques (fases o repeticiones en el tiempo), 6 tratamientos y 14 repeticiones por
tratamiento, siendo cada repeticion una caja de Petri, utilizando el software Statistica
release 6, aplicando un Modelo Lineal Generalizado (GLM).

3.2.4 Efecto de las bacterias sobre el desarrollo del hongo causal de la Sigatoka
negra y medicién de la compatibilidad de las bacterias nativas de la
filosfera de banano con aceite mineral y mezcla convencional de fungicidas
a dosis comerciales.

. Efecto de las bacterias sobre el desarrollo de Mycosphaerella fijiensis

o Activacion y preparacion del inéculo de M. fijiensis para las pruebas de
antagonismo

La activacion del micelio de M. fijiensis se realizé sembrando 100 pL del micelio
conservado en cajas de Petri con PDA y 200 ppm de cloranfenicol e incubando las cajas
por 12 dias a oscuridad a 21 = 3°C. A toda la biomasa obtenida en la caja se le realiz6 el
procedimiento de fragmentacion de micelio y se inocularon 10 mL de la solucion obtenida
en 100 mL de caldo Sabouraud para ser incubados por 8 dias a 30,0 = 0,5 °C. Luego,
este micelio fue fragmentado y filtrado en tela para ser utilizado en las pruebas de
antagonismo. La concentracion del in6culo del hongo se cuantificé sembrando 100 uL de
éste en cajas de PDA, las cuales fueron incubadas por 10 dias a 21 + 3°C a oscuridad
para finalmente contar las ufc viables de fragmentos de micelio por uL (Ceballos, 2009).

. Obtencién de los extractos bacterianos para las pruebas de antagonismo

Los aislados bacterianos 1, 10, 14, 19, 22, 26, 28, 29, 32, 33, 38, 41, 44, 48, 5, 50, 53,
56, 57, 58, 6, 60, 64, 67, 68, 70, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 86, 88, 89, 92y 95 se
activaron en los medios selectivos durante 48 horas, luego se sembraron en TSB y
fueron mantenidas en agitacién a 100 rpm y 28°C durante 48 horas. Los cultivos fueron
centrifugados dos veces a 6000 rpm, recuperando los sobrenadantes. Los sobrenadantes
obtenidos fueron almacenados hasta las pruebas de antagonismo en nevera a 4°C por
no mas de 5 dias.

. Pruebas de antagonismo in vitro por la técnica de platos duales

Para esto se utilizé la metodologia trabajada por Riveros et al. (2003) citado por Ceballos
(2009), donde se evalud el porcentaje de inhibicion de crecimiento de las colonias del
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hongo en cultivos duales con el extracto de cada una de las bacterias. Para esto, 100 yL
de los extractos bacterianos fueron plateados en cajas Petri de 9 cm de didmetro con
PDA. Posteriormente, en la misma caja Petri se platearon 100 pL del inéculo preparado
de M. fijiensis. El crecimiento micelial del hongo se determiné midiendo los diametros de
las colonias de M.fijiensis luego de quince dias de incubacion a 21 + 3°C en oscuridad. El
porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial (% Inh.) para cada tratamiento (Tto), se
calculé considerando el crecimiento del hongo del control absoluto (C.Abs) como 100% y
utilizando la siguiente formula:

% Inh = ((® promedio C.Abs — ® Tto) / ® promedio C. Abs) * 100

Los resultados fueron evaluados a partir de un disefio completamente aleatorio, con 43
tratamientos (40 aislados bacterianos, dos mezclas de ellos y un testigo solo con el
hongo) con 3 repeticiones por tratamiento, siendo cada repeticion una caja de Petri,
utilizando el software Statistica release 6, aplicando un Modelo Lineal Generalizado
(GLM).

o Pruebas de antagonismo en medios liquidos

En tubos de centrifuga se prepararon partes iguales de los extractos bacterianos, del
in6culo de M. fijiensis y de caldo Sabouraud. Fueron agitados en un agitador orbital a 100
rpm a 28°C durante 15 dias. Luego se centrifugaron a 6000 rpm durante 20 minutos, se
elimino el sobrenadante y se llevo a horno a 60°C durante 3 horas para eliminar el
exceso de agua, para posteriormente determinar el peso seco del micelio de cada
tratamiento.

Los resultados fueron evaluados a partir de un disefio completamente aleatorio, con 43
tratamientos (40 aislados bacterianos, dos mezclas de ellos y un testigo solo con el
hongo) con 3 repeticiones por tratamiento, siendo cada repeticion un tubo de centrifuga,
utilizando el software Statistica release 6, aplicando un Modelo Lineal Generalizado
(GLM).

" Compatibilidad de las bacterias con aceite mineral y fungicidas

Para evaluar la compatibilidad de los aislados 5, 48, 50 92, 41 y 19 en medios liquidos
selectivos (caldo de cultivo) con quitina y harina de cebada, se agrego el aceite a dosis
comercial y la mezcla convencional de fungicidas a dosis comerciales y a dosis
experimentales. Los tratamientos evaluados fueron:

T1: Clorotalonil 900.000 ppm (BC) dosis T5: Tridemorf 1 ppm (C1)

comercial
T6: Tridemorf 10 ppm (C10)

T2: Clorotalonil 3 ppm (B3)
T7: Difenoconazol 100.000 ppm (SC)

T3: Clorotalonil 1 ppm (B1) dosis comercial

T4: Tridemorf 430.000 ppm (CC) dosis T8: Difenoconazol 0.1 ppm (S0.1)
comercial
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T9: Difenoconazol 1 ppm (S1) TO: Testigo (medio liquido + aislado
bacteriano).

T10: Aceite 50% (A)

La inoculacion de los medios se llevd a cabo con los aislamientos de la coleccion
mencionados anteriormente debido a que presentaron el mejor comportamiento en las
pruebas de antagonismo (porcentaje de inhibicion del micelio de M. fijiensis), ademas de
ser diferentes por morfologia y sitio de aislamiento. Dichos aislados se activaron en los
medios selectivos durante 48 horas y luego se transfirieron las colonias a una solucion
con agua destilada estéril (utilizando como referencia para la concentracion de la
solucién el patrén Mc Farland (1.5x10° ufc/mL). Se inocularon los diferentes tratamientos
con 50pL de la solucién de cada aislamiento por separado. Se agitaron en un agitador
orbital por 48 horas a 28°C. Luego se colectaron las células por centrifugacion a 6000
rpm durante 20 minutos. Se realizaron dos lavados del pellet celular resuspendiendo con
agua destilada estéril cada vez y nuevamente centrifugando. Al término de la ultima
centrifugacion se resuspendio el pellet con 1 mL de agua destilada estéril, este se uso
como fuente de inéculo para sembrar por la técnica de siembra en superficie, 20uL en los
medios selectivos sélidos correspondientes. Se evalud el crecimiento de colonias, post
tratamiento a las 48 horas, donde se realizaron conteos de colonias para luego ser
llevados a términos de ufc.mL.

Los resultados fueron analizados a partir de un disefio completamente aleatorio, con 11
tratamientos y 4 repeticiones por tratamiento para cada asilamiento, siendo cada
repeticion una caja de Petri, utilizando el software Statistica release 6, aplicando un
Modelo Lineal Generalizado (GLM).

3.2.5 Relacion de la dinamica poblacional de las bacterias liticas con la severidad
de la enfermedad en plantas de banano establecidas en campo usando los mejores
sustratos

Las actividades para la evaluacion en campo, se iniciaron con el acondicionamiento del
terreno para el establecimiento de las parcelas lineales. Esta actividad incluy6 labores de
chapeo, tumba de &rboles, construccion de drenajes. Se adoptd el establecimiento de
parcelas lineales de banano (Figura 6), separadas por una barrera de pasto King-grass,
destinada a evitar la deriva de las aplicaciones sobre las parcelas contiguas. Cada
parcela lineal, const6 de 7 plantas del cultivar Gran enano, pero soélo las cinco centrales
fueron para la evaluacion.



Materiales y métodos 37

Figura 6: Parcelas lineales establecidas para la evaluacién de los sustratos.
Los tratamientos aplicados fueron los siguientes:
T1: Mejor sustrato foliar 1 (SF1)
T2: Mejor sustrato foliar 2 (SF2)
T3: SF1 + aceite mineral a dosis convencional
T4: SF2 + aceite mineral a dosis convencional
T5: SF 1 + mezcla fungicida convencional
T6: SF 2 + mezcla fungicida convencional
T7: Aceite mineral a dosis y frecuencia de aplicacién convencional
T8: Mezcla fungicida a dosis y frecuencia de aplicacién convencional
T9: Testigo (plantas sin control quimico)

Los tratamientos fueron aplicados en dosis equivalente a 5 galones por hectarea de
mezcla total, los que llevan fungicidas se aplican en dosis equivalente a la recomendada
por la casa comercial, la cual varia con cada producto. Los tratamientos fueron aplicados
semanalmente para los sustratos solos, y la aplicacion de los fungicidas convencionales
se hace de acuerdo al tipo de producto siendo cada 7-9 dias si este es protectante o
cada 12-14 dias si es sistémico. Todos los tratamientos recibieron el control cultural de la
enfermedad que se practica en una finca convencional.

Se evalué quincenalmente el grado de severidad de la enfermedad de acuerdo a la
escala de Stover modificada por Gauhl (1989), la cual consiste en una estimacién visual
del porcentaje de area foliar afectada en todas las hojas de la planta excepto la hoja
candela y las hojas dobladas, por medio de la siguiente escala:
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Grado 0 = Hoja sin sintomas visibles

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

Grado 6 = Hoja con > 50% de area foliar atacada

Hojasana <1% 1-5%  6-15% 16-33% 34-50% >50%

4

Figura 7: Escala de Stover modificada por Gauhl (1989).

Para tener una mejor estimacion del efecto de los tratamientos sobre la enfermedad, se
calcul6 el indice de severidad (Marin y Romero, 1992), el cual considera ademas del
grado de severidad de la hoja, la posicibn que ésta ocupa en la planta, asignando los
siguientes factores de correccion de acuerdo al numero de la hoja:



Materiales y métodos 39

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

Para estimar el comportamiento de los tratamientos en el tiempo, se uso la variable area
bajo la curva del desarrollo de la enfermedad (ABCDE). Se realizaron evaluaciones
durante 16 semanas. Los resultados fueron analizados mediante el software Statistica
release 6. Se utiliz6 un disefio de bloques completamente al azar.

La evaluacion de la dinAmica poblacional para este objetivo se realizé bajo la misma
metodologia utilizada en el objetivo tres, numeral 3.2.3 (Figura 8).

(

Figura 8: Muestreo de hoja mediante la metodologia del hisopo en parcelas lineales.

Una vez en el laboratorio, se realizaron diluciones seriadas por muestra, hasta la dilucion
10°. De las diluciones se tomaron 20 uL y fueron sembrados por duplicado mediante la
técnica de siembra en superficie en los medios selectivos (agar bacteriologico (2%) con
harina de cebada (2.5%) y agar bacteriolégico (2%) con quitina coloidal (4%)). El proceso
de incubacion, se realiz6 a 28°C. Se hizo lectura cuando se evidencio crecimiento (entre
48-72 horas), donde se realizaron conteos de colonias para luego ser llevada a términos
de ufc.cm?. Se realizaron evaluaciones semanales durante 16 semanas. Los tratamientos
evaluados fueron:

T1: Mejor sustrato foliar 1 (SF1)

T2: Mejor sustrato foliar 2 (SF2)
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T3: SF1 + mezcla fungicida convencional

T4: SF2 + mezcla fungicida convencional

T5: Mezcla fungicida a dosis y frecuencia de aplicacién convencional
TO: Testigo (plantas sin control quimico)

Los resultados fueron analizados mediante un disefio completamente aleatorio, con 6
tratamientos y 32 repeticiones por tratamiento, siendo cada repeticion una caja de Petri,
utilizando el software Statistica release 6, aplicando un Modelo Lineal Generalizado
(GLM).

3.2.6 Determinacion del efecto de inductores de resistencia sobre la dinamica de
bacterias liticas

= In vitro

Se seleccionaron tres aislamientos de la coleccién (10, 33 y 48) y una mezcla de ellos,
los cuales fueran diferenciables en los medios de cultivo. Los aislados se activaron en los
medios selectivos (agar bacteriolégico (2%) con harina de cebada (2.5%) y agar
bacteriolégico (2%) con quitina coloidal (4%)) por 48 horas. Luego, las colonias que
crecieron se llevaron a una solucion con agua destilada estéril (utilizando como
referencia para la concentracion el patron Mc Farland (1.5x10° ufc/mL). Se prepararon
los medios selectivos con los diferentes inductores (Acibenzolar-S Metil y Acido
Salicilico), para ser servidos en cajas de Petri. Se procedio a inocular los medios tratados
con 20 L de la solucion de los aislados, mediante la técnica de siembra en superficie
(asa de vidrio). Los tratamientos evaluados fueron:

T1: Acibenzolar-S Metil 2000 ppm (Asm 20)
T2: Acibenzolar-S Metil 4000 ppm (Asm 40)
T3: Acido Salicilico 2000 ppm (AS 20)

T4: Acido Salicilico 4000 ppm (AS 40)

TO: Testigo (medios de cultivo sin inductor)

Se evalud el crecimiento (expresado en ufc.mL) y formacién de halo (0=no halo, 1= halo)
de los aislamientos liticos entre a las 48 horas después de la inoculacion.

Los resultados fueron analizados mediante un disefio completamente al azar, con 5
tratamientos y 4 repeticiones, siendo cada repeticion una caja de Petri, utilizando el
software Statistica release 6, aplicando un Modelo Lineal Generalizado (GLM).
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. Bajo cubierta

Se aplicaron los inductores con bomba de motor, a las mismas concentraciones
evaluadas en la fase in vitro. Luego de una hora se aplic6 una solucién compuesta de
buffer fosfato y la mezcla de los aislados que se utilizaron en el punto anterior (utilizando
como referencia para la concentracién el patrén Mc Farland (1.5x10° ufc.mL). Se
utilizaron 24 plantas para cada tratamiento incluido el testigo que no tuvo aplicacion de
inductores, pero si, de la solucion de los aislados. Para un total de 120 plantas.

El primer muestreo de las hojas para observar actividad de bacterias liticas se inici6 72
horas después de las aplicaciones de inductores y la solucién de bacterias. El segundo
muestreo fue 72 horas después y asi sucesivamente hasta completar 8 muestreos. Se
colectaron muestras de la hoja #2 (marcada en cada planta desde el inicio) de 3 plantas
de cada tratamiento, cada vez, utilizando plantas diferentes que se aleatorizaron y
marcaron desde el inicio del experimento.

El muestreo se llevo a cabo por la metodologia descrita por Downes e Ito (2001) en un
area de 25 cm®de la hoja. Una vez en el laboratorio se realizaron diluciones seriales, de
las cuales se sembraron por duplicado en los medios selectivos 20 yL utilizando la
técnica de siembra en superficie (asa de vidrio). Se mantuvieron los medios a una
temperatura de 28°C por 72 horas, luego de las cuales se realizaron conteos de colonias
de bacterias liticas para luego ser llevada a términos de ufc.cm?.

Los resultados fueron analizados mediante un disefilo completamente al azar, con 5
tratamientos y 96 repeticiones, siendo cada repeticion una caja de Petri, utilizando el
software Statistica release 6, aplicando un Modelo Lineal Generalizado (GLM).
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4. Resultados y discusion

4.1 Coleccidn de cepas bacterianas liticas

Se procesaron con regularidad muestras de hojas de banano, de fincas comerciales
procedentes de la zona bananera de Uraba y del Magdalena. De cada ensayo, se
seleccionaron las colonias que evidenciaron un halo de degradacion del medio de cultivo
alrededor de la colonia, lo cual es indicativo de la actividad litica del aislamiento, llegando
a un total de 102 aislamientos de bacterias. Estos aislados fueron purificados mediante la
técnica de repique por agotamiento y se les realizd tincibon de Gram. También se
registraron caracteristicas morfoldgicas, presencia de esporas y color de la colonia con
base en la paleta de colores Pantone® (Anexo A). De los 102 aislamientos 80 de ellos
fueron parte del proceso de identificacion (Tabla 2).

Tabla 2: Distribucion en porcentaje de los diferentes géneros determinados en la
identificacion de los aislados bacterianos.

GENEROS ]
DETERMINADQOS DISTRIBUCION EN
EN LOS AISLADOS PORCENTAIJE

Bacillus 72%
Cellulomonas 1%
Cellulosimicrobium 1%
Microbacterium 3%
Streptomyces 2%
Paenibacillus 1%
Enterobacter 1%
Stenotrophomonas 1%
Sphingomonas 1%
Pseudomonas 1%
Staphylococcus 1%
Curtobacterium 5%
Massilia 2%
Arthrobacter 2%
Flavobacterium 1%
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Luego de establecer la distribucion por géneros de los aislados bacterianos se
determinaron las especies bacterianas con mayor grado de homologia con las
accesiones que se encuentran en el GENEBANK. Para el aislado 1 se encontr6
similaridad con dos diferentes especies de microorganismos: Cellulomonas sp. vy
Cellulosimicrobium cellulans (Tabla 3), segun lo reportado por Schumann et al. en 2001,
Cellumomonas cellulans fue reclasificado como Cellulosimicrobium cellulans, por lo tanto
este aislado corresponderia a esta ultima clasificacion.

Dentro del género Bacillus, el cual fue el méas abundante en los aislados analizados, se
presentd que, para un mismo aislado, se obtuvieran especies distintas, el caso de mayor
relevancia se presento con los aislados 13, 19, 55, 56, 64, 67, 74, 75, 81, 92, 103, 105,
gue tenian el mismo porcentaje de homologia con Bacillus cereus y con Bacillus
thuringiensis. B. anthracis, B. cereus, y B. thuringiensis son miembros del grupo de
bacterias Bacillus cereus, por lo cual se encuentran estrechamente relacionados
genéticamente, la Unica forma de diferenciar entre cepas de B. cereus y cepas de B.
thuringiensis es la presencia de los genes codificantes para las toxinas insecticidas de Bt
gue se encuentran por lo general en plasmidos (Helgason et al. 2000). A pesar de esto,
el Bergey's Manual of Determinative Bacteriology reconoce la individualidad de estas
especies basandose sobre todo en dos caracteristicas diferenciales: la presencia de la
inclusion o cristal parasporal y sus propiedades insecticidas (Sauka y Benintende, 2008).

Tabla 3: Identificacién detallada de los diferentes aislados bacterianos.

Género Cdédigo del Aislado
Cellulomonas Cellulomonas sp. 1
Cellulosimicrobium Cellulosimicrobium cellulans 1, 48, 76
Microbacterium Microbacterium testaceum 5
Microbacterium arborescens 48

4,6, 8, 14,17, 21, 23,
26, 28, 29, 32, 36, 37,
40, 41, 44, 45, 46, 50,
54, 73,77, 78, 82, 84,
93, 95, 96, 98, 100, 101,

Bacillus Bacillus subtilis

104, 106, 109

Bacillus vallismortis 57, 88

Bacillus velezensis 88

Bacillus arybhattai 60

Bacillus amyloliquefaciens 8, 53, 57, 58, 60, 77, 78

Bacillus megaterium 60, 97, 99

Bacillus pumilus 16, 18, 20, 22, 52, 70
Bacillus altitudinis 18, 20

Bacillus safensis 52

Bacillus cereus

13, 19, 33, 55, 56, 64,
67, 74, 75, 81, 92, 103,
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105
Bacillus thuringiensis 13, 19, 55, 56, 64, 67,
74,75, 81, 92, 103, 105
Streptomyces Streptomyces sp. 10
Streptomyces griseus 72
Paenibacillus Paenibacillus sp. 38
Enterobacter Enterobacter hormaechei 59
Stenotrophomonas | Stenotrophomonas maltophilia 108
Sphingomonas Sphingomonas yabuuchiae 107
Pseudomonas Pseudomonas sp. 51
Staphylococcus Staphylococcus warneri 68
Curtobacterium Curtobacterium citreum 74, 86, 102
Curtobacterium flaccumfaciens 71, 102
Massilia Massilia sp. 79, 80
Arthrobacter Arthrobacter sp. 89, 90
Flavobacterium Flavobacterium 74
oceanosedimentum

A pesar de que la secuenciacion de la region del ADN ribosomal 16S ha sido muy util
para identificar cepas bacterianas, esta presenta limitaciones cuando las diferencias
genéticas son muy pequefias entre microorganismos emparentados filogenéticamente
(Torres y Angel, 2010).

El analisis genébmico ha demostrado recientemente que una fraccion de los genomas de
especies bacterianas (con frecuencia un 5% -15%) proviene de otras especies debido a
la transferencia de segmentos, incluidos los elementos de transposicion, plasmidos o
fagos (Majewski and Cohan 1999; Ochman et al. 2000). Esta observacion pone de relieve
la importancia del intercambio genético en bacterias, dando lugar a profundas diferencias
entre ellas y los organismos eucariotas altamente sexuales (animales y plantas), que
suelen ser la base de los conceptos de las especies actuales. A pesar de los eucariotas
son sistemas genéticamente cerrados, las bacterias estan abiertas a la transferencia de
genes de otros organismos como especies distantes relacionadas. Por lo tanto, mientras
gue las plantas y los animales deben evolucionar a partir exclusivamente de su propio
material genético, cada especie bacteriana puede tomar hasta adaptaciones existentes
de una gran diversidad de otras especies (Cohan, 2002).

Por esta razén se hace necesario en algunos casos complementar la informacion
obtenida con otro tipo de marcadores moleculares como el andlisis del gen de la Gyrasa
« y 3, region interespaciadora ADNr 16-23S y el uso de fingerprinting de ADN, cuando
este Ultimo sea posible de realizar (Torres y Angel, 2010).
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Las bacterias formadoras de esporas como los Bacillus, también presentan variaciones
en caracteristicas como utilizacion de nutrientes, movilidad y condiciones fisicoquimicas
optimas de crecimiento (McSpadden, 2004). Variaciones cuantitativas y cualitativas de
estas caracteristicas llevan a que estas bacterias habiten diversos nichos en los
agroecosistemas. En el trabajo realizado por Arias. et al. (1999), se reporta que B.
pumilus y B. subtilis son las bacterias cultivables mas abundantes a partir de la filésfera
de soya.

Se destaca la especie B. subitilis, considerada entre las de mayor actividad en el control
biol6gico de enfermedades de origen fungico y bacteriano (Ferndndez-Larrea, 2001).
Entre los mecanismos que utilizan para el biocontrol se encuentran la antibiosis directa a
través de la excrecion de sustancias con actividad biocida, tales como subtilisina, iturinas
y polimixinas (Rahman et al. 2006). La abundancia de las cepas inoculadas de Bacillus
pueden fluctuar, pero generalmente disminuye en el tiempo, especialmente cuando se
aplica a concentraciones mas altas que las poblaciones nativas (McSpadden, 2004).

Reconocidas las ventajas de algunas de las especies pertenecientes al género Bacillus
por la contribuciéon que realizan al crecimiento y la bioproteccion de especies vegetales,
B. thuringiensis sigue siendo la especie mas utilizada en la produccion de formulados
biolégicos, destinados al control de insectos plaga.

Se ha observado que las bacterias mas abundantes en las hojas son las pigmentadas
(e.j. Methylobacterium mesophilicum, Pseudomonas syringae), a las cuales se les ha
atribuido una mejor adaptacién a los rayos solares (Sundin y Jacobs, 1999; Hirano y
Upper, 2000).

4.2 Dinamica poblacional de bacterias liticas por accion de sustratos a nivel in vitro

Se evaluaron 18 tratamientos a nivel de laboratorio, para determinar cual de estos
permitia un mayor desarrollo bacteriano, entendido como el incremento en el nimero de
unidades formadoras de colonias (ufc), usando las cepas 10Q, 33G, 48G y una mezcla
de estas (Mix), las cuales, ademas de poseer actividad litica, eran diferentes en cuanto a
pigmentacion y tincion de Gram, lo que permitia una diferenciacion a nivel visual.

Comao criterio de seleccion de los cinco tratamientos que pasaron a la fase bajo cubierta,
se opto por aquellos que incrementaron significativamente en mayor nivel las poblaciones
liticas de las bacterias evaluadas en mezcla (Mix), dado que bajo cubierta y en parcelas
experimentales, se espera estar presente ante una mezcla de poblaciones liticas nativas
de la filésfera de banano.

Del analisis estadistico se obtuvo diferencias altamente significativas de la variable
respuesta (ufc.mL) de los tratamientos 12 y 13 con respecto al testigo (agua) y los demés
tratamientos, al evaluar la mezcla de bacterias liticas (Mix) (Grafico 1 y Anexo C).
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Los sustratos que permitieron en orden un mayor recuento de ufc.mL corresponden a los
siguientes tratamientos:

T12: SMB + Q + UREA + NEOFAT, que obtuvo un recuento promedio de 555 x 10*
ufc.mL que corresponde a un incremento de 144 veces por encima del tratamiento testigo
(agua) que obtuvo un recuento promedio de 383 x 107,

T13: SMB + HC + UREA + NEOFAT, que obtuvo un recuento promedio de 443 x 10*
ufc.mL, que corresponde a un incremento de 115 veces por encima del tratamiento
testigo.

T1: SMB + Q, que obtuvo un recuento promedio de 250 x 10* ufc.mL, que corresponde a
un incremento de 65 veces por encima del tratamiento testigo.

T3: SMB + UREA, que obtuvo un recuento promedio de 171 x 10* ufc.mL, que
corresponde a un incremento de 44 veces por encima del tratamiento testigo.

Debido a que los mejores tratamientos para la mezcla de cepas incluian harina de
cebada, quitina, urea y Neofat se decidid incluir un tratamiento adicional, que contiene
todos estos componentes codificado como BF+HC+QC+U+N.

Tratamiento; LS Means
Current effect: F(16, 199)=6,7678, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Gréfico 1: Efecto de los sustratos foliares sobre la dindmica de crecimiento in vitro de la
mezcla de cepas.
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4.3 Dindmica poblacional de bacterias nativas liticas por accidon de sustratos
aplicados bajo cubierta

Se compararon las medias de las poblaciones de bacterias quitinoliticas y glucanoliticas
con el control (sin aplicacion).

Los sustratos que permitieron un mayor incremento de las poblaciones quitinoliticas en
orden corresponden a los tratamientos:

T3: SMB + HC + UREA + NEOFAT, con un recuento promedio 478 x 10* ufc.cm?
correspondiente a un incremento de 13602543 veces por encima del tratamiento testigo
que obtuvo un recuento promedio de 3,524 ufc.cm?.

T5: BUFFER + HC + Q + UREA + NEOFAT, con un recuento promedio 3809,857
ufc.cm?, correspondiente a un incremento de 1082 veces por encima del tratamiento
testigo.

En los resultados anteriores, el hecho de que un sustrato que tuvo como componente la
harina de cebada como fuente de glucano, haya promovido la poblacion de bacterias
guitinoliticas, no es considerado como irregular. Salazar (2005), en el estudio de la
filosfera de las muséaceas, encontr6 también que los glucanos fueron utilizados como
fuente de carbono por las bacterias quitinolitcas.

No se presentaron diferencias estadisticas de los tratamientos con respecto al testigo y
entre ellos (Gréfico 2).Se seleccionaron aquellos tratamientos que presentaron mayores
promedios de recuentos poblacionales de las bacterias de interés, los cuales
corresponden al tratamiento T3 y al tratamiento T5 (Anexo D).

Tratamiento; LS Means
Current effect: F(5, 120)=1,0081, p=,41606
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 2: Efecto de los sustratos foliares sobre la dinamica de poblacional de bacterias quitinoliticas
nativas de la fildsfera en plantas bajo cubierta (casa de mallas).
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Con respecto a las bacterias glucanoliticas, se encontré que no hay diferencias entre los
tratamientos y el testigo (Gréafico 3). El tratamiento que aumento en promedio la variable
ufc/cm2, después del testigo fue el tratamiento T5 (recuento promedio de 821 x 10°
ufc.cm?) (Anexo E).

Tratamiento; LS Means
Current effect: F(5, 120)=,57005, p=,72281
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Gréfico 3. Efecto de los sustratos foliares sobre la dindmica de poblacional de bacterias
glucanoliticas nativas de la fil6sfera en plantas bajo cubierta (casa de mallas).

Con base en los resultados anteriores se decidio proyectar para la fase de evaluacion en
parcelas experimentales los tratamientos T3y T5.

Al proponer los diferentes tratamientos a evaluar en el proyecto, se considero6 el uso del
coadyuvante convencionalmente utilizado por la cadena de banano (Triton X-100); sin
embargo por restricciones posteriores de los importadores de la fruta agrupados en
Global Gap, no se permitié a los productores bananeros continuar con el uso de Triton X-
100, por lo cual se opté por el coadyuvante Pegal ® actualmente utilizado por la cadena
de banano de exportacion, al ser un producto aceptado por Global Gap. Sin embargo en
trabajo realizado de forma paralela, se encontré6 que este producto generaba una alta
reduccion en las poblaciones de las bacterias de interés, mientras que Neofat, un
coadyuvante usado en estrategias de control biolégico en el pais, no generaba este
efecto inhibitorio (Correa, 2008).
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Los resultados obtenidos mostraron fluctuaciones de la concentracion de las poblaciones
bacterianas en los diferentes momentos de muestreo, asi como diferencias entre plantas
sometidas bajo el mismo tratamiento y en un mismo momento, a pesar de realizar los
muestreos en un mismo punto de la hoja (tercio apical derecho de la hoja 2). Esto esta en
concordancia con reportes que indican que las bacterias no se ubican siguiendo un
patrén a través de la superficie de la hoja (Leben, 1988 y Weller y Saettler, 1980 citados
por Beattie y Lindow, 1999). Sin embargo se indica que estas estan localizadas en sitios
particulares, como base de tricomas, estomas, uniones de la pared celular de células
epidérmicas, especialmente en los surcos a lo largo de las venas, también en
depresiones de la cuticula, debajo de la cuticula, cerca de los hidatodos, reportados
como sitios donde encuentran mayor proteccion de las condiciones ambientales y mayor
humedad (Beattie y Lindow, 1999), en forma de agregados bacterianos.

Los sustratos fueron aplicados en el haz de la hoja simulando el tipo de aplicacion
comercial, aunque se ha reportado que muchas bacterias se ubican en el envés,
relacionado esto con una mayor densidad de estomas o tricomas 0 una capa cuticular
mas delgada, aunque en el haz también se encuentran estos sitios de proteccion (Beattie
y Lindow, 1999). Por su parte, las esporas de M. fijiensis germinan sobre el envés de las
hojas y la aparicion y desarrollo de estrias tiene lugar en el haz (Meredith y Lawrence,
1969 citado por Osorio, 2003).

Las diferencias cuantitativas en abundancia de bacterias en sitios muy proximos, puede
ser importante. Andrews (1991), not6 que poblaciones bacterianas variaban en méas de
100 veces, en segmentos pequefios (9 mm?) de hoja de papa y que la variacion entre los
segmentos eran mejor descritos por una distribucién log-normal (Hirano et al. 1982), asi
como la variacién en el tamafio poblacional bacteriano a pequefia escala. Es por esto
gue los datos se analizaron y graficaron siguiendo esta distribucion.

4.4 Antagonismo y compatibilidad de Mycosphaerella fijiensis con las bacterias
liticas

4.4.1 Antagonismo

Los aislados 1, 10, 14, 19, 22, 26, 28, 29, 32, 33, 38, 41, 44, 48, 5, 50, 53, 56, 57, 58, 6,
60, 64, 67, 68, 70, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 86, 88, 89, 92 y 95 y las mezclas de
ellos (Mix 1: 5,10,33 y 48 y Mix 2: 38, 68, 74 y 56 ) evaluados en medios sélidos,
afectaron en algun grado la germinacion de M. fijiensis, con porcentajes que van desde
33% de inhibicion hasta el 100%. Se encontr6 que 13 de los 40 aislados presentaron una
inhibicion de la germinacién del 100% (Gréfico 4), al igual que Osorio (2003), que
encontré6 cepas que afectaron en un 100% las ascosporas, ya sea inhibiendo la
germinacion o causando deformacién de los tubos germinativos.

Los aislados que presentaron el mayor porcentaje de inhibicion (100%) fueron los
codificados como: 5, 48, 57, 92, 32, 41, 44, 70, 74, 19, 50, 29 y el Mix 1 (5, 10, 33 y 48).
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Grafico 4. Efecto de las bacterias liticas sobre el porcentaje de inhibicion de
Mycosphaerella fijiensis.

En cuanto al crecimiento de M. fijiensis bajo la accién de las bacterias liticas en medios
liquidos se obtuvo que algunos aislados favorecieron al hongo (peso seco) debido a que
mostraron valores mas altos que el testigo, quién no estaba influenciado por ningun
aislado (Grafico 5). Dichos aislados son los codificados como 75, 77, 64 y 38. Los demas
aislados no favorecieron al hongo y por el contrario disminuyeron su crecimiento y en
mezcla ejercieron un efecto antifingico bajo las condiciones evaluadas.

Los aislados que presentaron un efecto antagonico bajo las dos metodologias utilizadas
corresponden en su mayoria al género Bacillus (ciertas cepas estan involucradas en la
induccion de resistencia natural de las plantas), dos al género Microbacterium, y tres
restantes a los géneros Streptomyces (algunas especies se caracterizan por la
produccion de antibidticos de amplio espectro, que las bacterias producen naturalmente
para eliminar o inhibir el crecimiento de otros microorganismos), Flavobacterium vy
Staphylococcus.
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Current effect: F(42, 86)=3,0094, p=,00001
Effective hypothesis decomposition
Vertical barsdenote 0,95 confidence intervals
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Gréfico 5: Efecto de las bacterias liticas sobre el peso seco (g) de Mycosphaerella fijiensis.
4.4.2 Compatibilidad

La compatibilidad fue evaluada a nivel in vitro con los aislados bacterianos 5, 19, 48, 41,
50 y 92; seleccionados por obtener el mejor comportamiento en las pruebas de
antagonismo, ademas de ser diferentes por morfologia y sitio de aislamiento. Para este
caso es claro que las bacterias no crecen a concentraciones comerciales de los
diferentes productos. A concentraciones experimentales con las cuales algunos
laboratorios llevan a cabo monitoreos de sensibilidad, entre otras pruebas, las bacterias
liticas si crecen pero mostrando valores similares o inferiores al tratamiento testigo sin
diferencia estadistica (Grafico 6 y 7).
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Gréfico 6: Compatibilidad de los aislados bacterianos liticos 5, 48, 50, 92, 41 y 19 con la
mezcla fungicida y el aceite mineral.

El aislado codificado como 19, perteneciente al género Bacillus, es el que muestra mayor
recuento de bacterias (6864 ufc.mL) bajo la accion de los diferentes fungicidas y el
aceite. Dicho aislamiento puede encontrarse adaptado a las condiciones de la hoja y
entre ellas a la aplicacion constante de fungicidas lo que concuerda con Blakeman y
Fokkema (1982) que sugieren que en la hoja se presenta un aumento de bacterias
nativas con alto grado de resistencia a los fungicidas. Los resultados concuerdan con
Osorio (2003) y Gonzéalez (2005) quienes encontraron compatibilidad de cepas
bacterianas con los diferentes productos que hacen parte de la mezcla de fungicidas.
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Cepa; LS Means
Current effect: F(5, 258)=1,0961, p=,36294
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Gréfico 7: Efecto de la mezcla fungicida y aceite mineral sobre la variable ufc.mL de los
aislados bacterianos liticos 5, 48, 50, 92, 41y 19.

Para la variable presencia o no de halo de formacién de consumo sobre los medios de
cultivo de las bacterias liticas, bajo el efecto de los fungicidas y el aceite mineral, se
obtuvo que el tratamiento que favoreci6 en mayor medida tal variable después del
testigo, sin diferencia estadistica fue T2 (Bravonil 3 ppm(B3)) (Gréfico 8).
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Tratamiento; LS Means
Current effect: F(10, 253)=60,482, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Gréfico 8: Efecto de la mezcla fungicida y aceite mineral sobre la variable halo de los
aislados bacterianos liticos.

4.5 Relacion de la dindmica poblacional de bacterias liticas con la severidad de la
enfermedad en parcelas experimentales

Los tratamientos propuestos para esta actividad fueron evaluados por su estabilidad en
mezcla, la cual se mantuvo por un tiempo minimo de 1 hora, parametro utilizado
convencionalmente por las compafiias encargadas del control aéreo de Sigatoka Negra,
dado que se considera que la mezcla convencional debe tener una estabilidad de, al
menos 1 hora, ya que este es el tiempo méximo estimado entre el despegue de la
avioneta y su aplicacion en las fincas comerciales.

La compatibilidad de los dos sustratos (T1: SF1 (SMB + HC + UREA + NEOFAT) y T2:
SF2 (BUFFER + HC + Q + UREA + NEOFAT)) seleccionados de la evaluacion bajo casa
de mallas con aceite mineral y mezcla fungicida, luego de conocer la estabilidad de
mezcla necesaria en el control convencional, se confronté aplicando los tratamientos en
las plantas de banano para conocer su efecto sobre el desarrollo de la planta y no se
encontré en condiciones de campo problemas de fitotoxicidad.
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4.5.1 Efecto de los sustratos foliares sobre el desarrollo de la Sigatoka negra.

En cuanto al nivel de control de enfermedad ambos sustratos solos presentan un nivel de
enfermedad sin diferencia significativa al testigo sin control quimico (Gréficos 9 y 10), lo
gue indica que los sustratos para tener mejor respuesta deben ir en mezcla o rotaciéon
con otros compuestos o medidas de control. Los tratamientos que redujeron en forma
significativa la enfermedad fueron aquellos que se encontraban en mezcla con fungicidas
y el tratamiento que contenia el SF1 en mezcla con aceite, este Ultimo mostré6 una
respuesta de reduccion de enfermedad del 22,6%.
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Gréafico 9: indice de severidad para la evaluacion de los sustratos foliares en parcelas
lineales (condiciones de campo).
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Gréafico 10: Area bajo la curva de desarrollo de la Sigatoka negra para el efecto de los
sustratos foliares, en condiciones de campo. Tratamientos con letras diferentes indican
diferencia significativa, segun la prueba de Tukey (P < 0,05).
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El uso de sustratos foliares para el control de patégenos foliares, debe ser una alternativa
gue se integre con otras estrategias de control como el uso de fungicidas de sintesis
guimica.

En los paises latinoamericanos, algunos agricultores tienen la costumbre de aplicar
soluciones de leche al follaje para disminuir la presencia de infeccion por virus. En Japon,
también se usa esta practica para evitar la dispersion en los invernaderos de esporas de
hongos como Botrytis spp. y Cladosporium spp (Okumoto y Bustamante, 1993). En la
década de los noventa se inicia la publicacion de investigaciones sobre las aplicaciones a
la filosfera de bacterias y sustratos con base en leche, quitina, con el fin de controlar
patégenos foliares en mani y tomate (Kokalis- Burelle et al. 1992; Okumoto y
Bustamante, 1993).

En condiciones de campo, Arango (2002) encontrd, en plantaciones experimentales de
banano en Costa Rica, que sustratos compuestos de leche, melaza y quitina, y de
glucano, melaza y nitrato de calcio, alternados con fungicidas convencionales,
permitieron reducir en un 40% el numero de aplicaciones de estos. Esta investigacion
constituyd uno de los primeros reportes sobre la eficacia y viabilidad econémica de la
aplicaciéon de sustratos foliares alternados con fungicidas sintéticos para el manejo de la
Sigatoka negra.

El empleo de la harina de cebada como fuente de glucanos, presenté como ventajas
adicionales su bajo costo econdémico y facil obtencion, con respecto a los altos costos y
laboriosa preparacion de la quitina coloidal, empleada en estudios previos (Arango, 2001;
Salazar et al. 2006; Patifio et al. 2006). No obstante, ajustes al proceso de obtencion de
guitina a partir de conchas de crustaceos, como son los camarones, pueden hacer mas
econdmica la disponibilidad de este compuesto.

Con los resultados anteriores llevados a las condiciones de campo, la aplicacion de
sustratos foliares con base en quitina coloidal, harina de cebada como fuente de glucano,
urea y una solucién mineral base, mostraron una reduccion entre un 43 y 46% en el
namero de ciclos de fungicidas convencionales, al ser aplicados en rotacion con estos
tltimos, con relacion al sistema convencional basado en la aplicacion de fungicidas
(Patifio et al. 2006).

4.5.2 Relacion de la Sigatoka negra con la dinamica poblacional de bacterias
liticas

En los graficos 11 y 12, se observa que la dindmica poblacional de bacterias
glucanoliticas y quitinoliticas no se ve afectada significativamente por ninguno de los
tratamientos al compararse entre ellos y el testigo (T0). Al observar datos promedios, se
refleja que cuando hay mas control de la enfermedad, en este caso, por la accion de la
mezcla fungicida, los niveles poblacionales de bacterias liticas se ven afectados



Resultados y discusion 57

notoriamente, como lo es el caso del T5 (Graficos 13 y 14). Con respecto a lo anterior el
tratamiento T4 es el que combina niveles poblacionales de bacterias liticas menos
alterados en numero con un buen control de la enfermedad sin llegar a afectar la salud
de la planta como si se podria hacer si se optara por no realizar control con ninguna
estrategia o con los sustratos solos para las condiciones evaluadas.

tratamiento; LS Means
Current effect: F(5, 570)=,89313, p=,48526
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Gréfico 11: Dinamica poblacional de bacterias glucanoliticas con el desarrollo de Sigatoka
negra por accién de sustratos foliares solos y en mezcla con aceite y fungicidas.

tratamiento; LS Means
Current effect: F(5, 570)=1,3895, p=,22640
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Gréfico 12: Dindmica poblacional de bacterias quitinoliticas con el desarrollo de Sigatoka
negra por accion de sustratos foliares solos y en mezcla con aceite y fungicidas.
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Gréfico 13: Relacion de la dindmica poblacional de bacterias glucanoliticas con el
desarrollo de Sigatoka negra por accion de sustratos foliares solos y en mezcla con aceite
y fungicidas
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Gréfico 14: Relacion de la dinamica poblacional de bacterias quitinoliticas con el desarrollo
de Sigatoka negra por accion de sustratos foliares solos y en mezcla con aceite y
fungicidas

Chet (1987), demostré en plantas de centeno que el uso de benomil causaba la pérdida
de més del 85% de la microflora de la hoja. El uso de fungicidas en café es otro ejemplo
claro del impacto de estos agroquimicos sobre las poblaciones de la microflora de la
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superficie foliar. La enfermedad de este cultivo, conocida como “coffee berry disease”
(CBD) (Colletotrichum kahawae Waller & Bridge) se presenta después de la aplicacion de
fungicidas cupricos debido a la destruccion de la microflora en hojas tallo y cerezas
(Furtado, 1969). Otro caso lo registra Kairu et al. (1984) quienes presentan el efecto
iatrogénico de la aplicacion de captafol, usado para el control de CBD, el cual exacerbo el
tizon bacterial del cultivo causado por Pseudomonas syringae pv. garcae (Amaral et al.
1956; Young et al. 1978).

Las poblaciones nativas de microorganismos de la filésfera pueden verse afectados por
la aplicaciéon continua de productos quimicos, por las condiciones de la planta y por otros
microorganismos aplicados de forma controlada, entre otros factores. Es por ello que los
sustratos foliares permiten favorecer microorganismos con actividades metabdlicas
particulares, por ejemplo, las poblaciones principales de la filésfera de algunos pinos son
mas eficientes en la utilizacién de azlcares y alcoholes como fuente de carbono que la
poblaciones bacterianas que viven en las capas del mantillo y que presentan una mayor
actividad lipolitica y proteolitica (Atlas y Bartha, 2002).

Aunque muchos microorganismos se utilizan en control biolégico de fitopatdogenos,
Bacillus spp., Trichoderma spp. y Pseudomonas spp., son los que mas investigacion y
desarrollo han recibido. En la actualidad se dispone comercialmente de varios
biofungicidas para controlar enfermedades foliares, dentro de los cuales se cuenta con
una formulacién basada en la cepa de B. subtilis QST 713; sin embargo, investigaciones
sobre la ecologia de los epifitos de la hoja y las posibilidades de mezclas, buscan la
estabilidad de los biocontroladores (Guetsky et. al., 2001). Adicionalmente se estudia la
integracion con otras practicas culturales del cultivo y fungicidas de sintesis (Arango,
2001; Buck, 2004; Jacobsen et. al., 2004).

4.6 Dinadmica poblacional de bacterias liticas por efecto de inductores de
resistencia.

4.6.1 In vitro

Se evalu6 el potencial litico de una mezcla de 3 aislados bacterianos de la coleccién
(10Q, 33G, 48G) previamente tipificados como liticos, sobre medios de cultivo con harina
de cebada y quitina coloidal y concentraciones de Acido Salicilico (AS) (2000 y 4000
ppm) y Acibenzolar-S Metil (ASM) (2000 y 4000 ppm).

En la evaluacion no se observaron diferencias significativas entre tratamientos. En cuanto
a los valores promedio, se obtuvo que para AS en sus dos concentraciones, hubo una
inhibicion del crecimiento de las bacterias sembradas, que representan en el gréfico
valores negativos (Grafico 15).

Para el caso de ASM, en ambas concentraciones, se observé un crecimiento menor al
tratamiento sin inductor para los tratamientos T1y T2, y a pesar de que los tratamientos
T3y T4, presentaron una media de 0, posiblemente la alta varianza de estos tratamientos
no permiti6 detectar significancia con respecto al tratamiento testigo; no obstante la
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expresion de halo de consumo solo fue evidente en la concentracion de 2000 ppm;
mientras que en la concentracién de 4000 ppm (Gréafico 16), la coloracion del medio
debida a la mayor concentracion del producto cuya apariencia es amarilla viscosa,
impidi6 observar bajo la metodologia planteada la formacion de halo de consumo,
planteando dos posibilidades: i) que la concentracion de ASM inhibe la capacidad litica o
i) que si hay actividad litica pero no fue detectable con la metodologia propuesta. Sin
embargo, existen otras metodologias para detectar la actividad litica en medios con esta
concentracion de ASM, para tener en cuenta en futuras investigaciones.

Tratamiento; LS Means
Current effect: F(4, 49)=1,9517, p=,11673
Effective hypothesis decomposition
Vertical barsdenote 0,95 confidence intervals
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Gréafico 15: Evaluacion in vitro del efecto de inductores de resistencia sobre la variable
ufc.mL de la mezcla de aislados bacterianos.
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Tratamiento; LS Means
Current effect: F(4, 49)=1,9282, p=,12058
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 16: Evaluacion in vitro del efecto de inductores de resistencia sobre el halo de
consumo de aislados bacterianos.

4.6.2 Bajo cubierta

En cuanto a la evaluacién de la relacién de dinamica poblacional de bacterias liticas
nativas aisladas de hojas de banano tratadas con los inductores de resistencia, se tiene
lo siguiente:

En los valores promedio de los muestreos, las bacterias glucanoliticas fueron favorecidas
por el tratamiento T4 (91% de aumento en el crecimiento comparado con el testigo), sin
presentarse diferencia estadistica entre tratamientos y el testigo (Grafico 17).
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Tratamiento; LS Means
Current effect: F(4, 235)=1,0440, p=,38522
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 17: Efecto de inductores de resistencia sobre la variable ufc/cm?de bacterias
glucanaoliticas.

Bajo la accion de los inductores las bacterias quitinoliticas mostraron niveles
poblacionales con valores significativos por debajo del testigo. Todos los tratamientos
mostraron reducciones entre el 97% y el 99% en la variable ufc/cm? (Gréfico 18).

Tratamiento; LS Means
Current effect: F(4, 235)=3,2187, p=,01348
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 18: Efecto de inductores de resistencia sobre la variable ufc/cm?de bacterias
guitinoliticas.
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En el tiempo, se observa un incremento poblacional en las plantas tratadas con AS a
4000 ppm (T4), con una tendencia a la disminucién a partir del muestreo 4 con respecto
al testigo. Los demds tratamientos presentaron recuentos poblacionales con valores
similares al testigo (Grafico 19).
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Grafico 19: Efecto de los inductores de resistencia sobre la variable ufc/cm?en plantas bajo
cubierta. Valores poblacionales en muestreos en el tiempo (A).

Para la variable halo no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
con respecto al testigo sin inductor.

De forma general se indica que los inductores de resistencia no tienen un efecto
antimicrobial directo, sin embargo hay algunos ejemplos de actividad antimicrobial
documentada cuando los elicitores son aplicados en altas concentraciones (Vallad y
Goodman, 2004).

Keniskern, Traw y Bergelson (2006), determinaron que la induccion de resistencia via AS
redujo el crecimiento y diversidad de bacterias en el interior de la hoja de Arabidopsis
thaliana, mientras que la induccién via acido jasmonico (JA), no presentd efecto sobre las
bacterias en el interior de la hoja, pero incremento la diversidad de bacterias en el
exterior de la misma.

En estudios realizados por Zuluaga et al. (2007) se mostré que los tratamientos que
incluyeron inductores de resistencia en mezcla con bacterias quitinoliticas fueron
estadisticamente iguales al control convencional de Sigatoka negra.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que las bacterias aplicadas al follaje
no fueron afectadas por la aplicacion previa del AS al follaje, destacando entonces el AS
como una alternativa conjunta en el control de enfermedades por su efectividad en el
control (reportado previamente), por su bajo costo comparado con el ASM y porgue no
tiene un efecto antimicrobial significativ
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se cuenta con una coleccion de 102 bacterias con actividad litica caracterizados desde el
punto de vista morfoldgico y de caracteristicas tintoriales, e identificados por lo menos a
nivel de género 80 de los aislamientos y el 94% de estos a nivel de especie. Esta
informacion es de gran utilidad para conocer la diversidad en el filoplano de banano y
poder proyectar trabajos relacionados.

Los aislados bacterianos de la coleccion que afectaron en un 100% la germinacién de M.
fijiensis bajo las condiciones evaluadas fueron los codificados como 5, 48, 57, 92, 32, 41,
44,74, 70, 19, 50, 29 y la mezcla de los aislados 5, 10, 33 y 48.

Los tratamientos que redujeron en forma significativa la enfermedad fueron aquellos que
se encontraban en mezcla con fungicidas y el tratamiento que contenia el SF1 en mezcla
con aceite, mostré una respuesta de reduccion de enfermedad del 22,6%.

No se encontré evidencia clara de que los sustratos foliares solos tuviesen efecto alguno
sobre el desarrollo de la enfermedad causada por M. fijiensis.

El tratamiento T4 (SF1 + mezcla fungicida) es el que combina un buen control de la
enfermedad con niveles poblacionales de bacterias liticas poco alterados cuando fue
evaluado en condiciones de campo (parcelas experimentales).

El acido salicilico utilizado como inductor de resistencia, presenté una inhibicién del
crecimiento de bacterias liticas al ser evaluado a nivel in vitro, mientras que en plantas de
banano bajo cubierta favorecié las poblaciones de bacterias glucanoliticas, pero sin
presentar diferencia estadistica con los otros tratamientos y el testigo (sin inductor),
puede considerarse como un producto que se puede utilizar como alternativa para
controlar o activar mecanismos de defensa en las plantas sin afectar las poblaciones
bacterianas habitantes del filoplano.



Conclusiones y recomendaciones 65

5.2. Recomendaciones

Para las pruebas de antagonismo y compatibilidad se recomienda evaluar diferentes
épocas lluviosas, muestras del hongo de diferentes zonas y con diferente presion de la
enfermedad y conservar las cepas o aislados bacterianos en su cultivo inicial para evitar
la pérdida de caracteristicas que dichos microorganismos traen de su habitat. Ademas de
la prueba in vitro una prueba bajo cubierta, en invernadero o en campo. Todo ello con el
fin de obtener resultados objetivos que contribuyan en el futuro a la formulacion de un
producto que favorezca el control de patégenos foliares y que se adapte a los cambios.

Se recomienda una caracterizacion a nivel de especie de los aislados que por una alta
homologia entre especies y por la limitacion de la metodologia utilizada no pudo llegar a
tal nivel, esto con el fin de saber con certeza que microorganismos habitan la filosfera del
cultivo del banano y como potencializarlos.
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8. Anexos

Anexo A:

Procedenciay descripcion morfoldgicay tintorial de los

aislados bacterianos.

Actividad Litica Endosporas DESCRIPCION (AN)
Consecutivo Gram
Procedencia Quitinolitica | Glucanolitica Forma | Borde | Elevacion | Superficie | Consistencia %%rt?gg color ﬁ;ﬁ%ig; TElE
1| PJIC | Uraba 1 Cocos - circular | irregular | si lisa cremosa opaca 1205
4 | PJIC | Uraba 1 Cocos - irregular | liso no lisa cremosa brillante 468
5[ PJIC | Bello 1 1 Cocos + irregular | irregular | no lisa cremosa brillante cool gray 1C
6 | PJIC | Bello 1 Bacilos + irregular | irregular | si lisa cremosa brillante 607
7 | PJIC | Bello 1 Bacilos + circular | liso si lisa cremosa brillante cool gray 1C
8 [ PJIC | Bello 1 Bacilos + Si irregular | irregular | si lisa cremosa opaca 468
9 [ PJIC | Uraba 1 Bacilos + circular | irregular | si lisa cremosa brillante 7401
10 | PJIC | Uraba 1 1 Filamentos + circular | irregular | si rugosa granular opaca cool gray 1C
13 | PJIC | Uraba 1 Cocos - irregular | irregular | no lisa cremosa opaca cool gray 1C
14 | PJIC | Uraba 1 Bacilos + circular | irregular | no lisa cremosa opaca 7401
15 | PJIC | Uraba-Santillana 1 Bacilos + irregular | irregular | si lisa cremosa brillante cool gray 1C
16 | PJIC | Uraba-Santillana 1 Bacilos - irregular | irregular | no lisa cremosa brillante cool gray 1C
17 | PJIC | Uraba-Santillana 1 Bacilos - Si circular | liso si lisa cremosa opaca 468
18 | PJIC | Uraba-Santillana 1 Bacilos - circular | liso no lisa cremosa brillante 7401
19 | PJIC | Uraba-Santillana 1 Bacilos + si circular_| liso si lisa cremosa brillante 607
20 | PJIC | Urab4-Santillana 1 Bacilos + circular | liso no lisa cremosa brillante 600
21 | PJIC | Uraba-Santillana 1 Bacilos + circular | liso si rugosa granular brillante 607
22 | PJIC | Magdalena-Julianal 1 Cocos - circular | liso si lisa cremosa brillante 7499
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23 | PJIC | Magdalena-Julianal Bacilos - Si circular_| liso no rugosa granular brillante cool gray 1C
24 | PJIC | Magdalena-Julianal Bacilos - circular | liso si lisa gelatinosa brillante 1205
25 | PJIC | Magdalena-Julianal Cocos - circular | liso Si lisa gelatinosa brillante cool gray 1C
26 | PJIC | Magdalena-Julianal Bacilos - Si circular_| liso no lisa cremosa brillante 127
27 | PJIC | Uraba-Montecristol Cocos - circular | liso si lisa gelatinosa brillante cool gray 1C
28 | PJIC | Uraba-Montecristol Cocos + circular | liso no lisa cremosa opaca cool gray 1C
29 | PJIC | Uraba-Montecristol Cocos + irregular | liso no lisa cremosa opaca cool gray 1C
30 | PJIC | Uraba-Montecristol Cocos - irregular | irregular | no lisa cremosa opaca cool gray 1C
31 | PJIC | Uraba-Montecristol Bacilos + Si irregular | irregular | no lisa cremosa opaca 607
32 | PJIC | Urab&-Montecristol Bacilos + circular | irregular | no lisa cremosa opaca 607
33 | PJIC | Urab&-Montecristo2 Cocos - circular | liso si lisa cremosa brillante cool gray 1C
34 | PJIC | Uraba-Montecristo2 Bacilos - Si irregular | irregular | si lisa gelatinosa brillante 7401
35 | PJIC | Urab&-Montecristo2 Cocos - circular | liso si lisa gelatinosa brillante cool gray 1C
36 | PJIC | Urab&-Montecristo2 Bacilos + irregular | liso no lisa cremosa brillante cool gray 1C
37 | PJIC | Uraba-Montecristo2 Bacilos + Si circular | liso no lisa cremosa opaca 600
38 | PJIC | Uraba-Montecristo2 Cocos - circular | liso no lisa gelatinosa brillante 7401
39 | PJIC | Urab&-Montecristo2 Bacilos + circular | liso no lisa cremosa opaca 607
40 [ PJIC | Uraba-Montecristo2 Filamentos + irregular | irregular | no lisa cremosa opaca 607
41 | PJIC | Uraba-Montecristo2 Cocos + irregular | liso si lisa cremosa brillante cool gray 1C
42 | PJIC | Uraba-Zumbadora Bacilos - circular | liso si lisa cremosa opaca 607
43 | PJIC | Uraba-Zumbadora Bacilos - irregular | liso si lisa cremosa brillante 607
44 | PJIC | Uraba-Zumbadora Bacilos + Si circular | liso si lisa cremosa opaca cool gray 1C
45 | PJIC | Uraba-Zumbadora Cocos - circular | liso si lisa cremosa opaca cool gray 1C
46 | PJIC | Uraba-Zumbadora Bacilos + Si circular | liso no lisa cremosa opaca 7499
47 | PJIC | Uraba-Zumbadora Cocos - circular | liso no lisa cremosa brillante cool gray 1C
48 | PJIC | Uraba-Zumbadora Bacilos + circular | liso no lisa cremosa brillante 1365
49 | PJIC | Uraba-Zumbadora Bacilos + circular | liso si lisa gelatinosa brillante 719




Anexos

77

50 | PJIC | Urabéa- Cibeles Bacilos + Si irregular | irregular | si lisa cremosa opaca cool gray 1C
51 | PJIC | Uraba-Montecristo2 Bacilos - circular | liso no lisa cremosa opaca 148
52 | PJIC | Uraba- Politécnico Bacilos + Si circular | liso Si rugosa cremosa opaca cool gray 1C
53 | PJIC | Uraba- Politécnico Bacilos + irregular | liso no rugosa cremosa opaca 468
54 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos - circular_| liso si lisa cremosa brillante 454
55 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos - circular | irregular | no lisa cremosa brillante cool gray 1C
56 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos - circular | irregular | no rugosa cremosa brillante cool gray 1C
57 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos - circular | irregular | si rugosa cremosa opaca 468
58 | PJIC | Uraba- Politécnico Bacilos - circular | liso si rugosa gelatinosa opaca 454
59 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos - circular | liso si lisa cremosa brillante 468
60 | PJIC | Uraba- Cortijo Cocos - circular | liso no lisa cremosa brillante 459
61 | PJIC | Uraba- Cortijo Cocos - circular | liso si lisa cremosa brillante 468
62 | PJIC | Uraba- Cortijo Cocos - circular | liso si rugosa granular opaca cool gray 1C
64 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos - irregular | irregular | no rugosa cremosa brillante 454
67 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos + circular | irregular | no lisa cremosa brillante 454
68 | PJIC | Uraba- Politécnico Bacilos - si circular_| liso no lisa cremosa brillante 172
69 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos - circular | liso no lisa cremosa brillante 1205
70 | PJIC | Uraba- Politécnico Bacilos - Si circular | liso no lisa cremosa brillante cool gray 1C
71 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos - circular | liso si lisa granular brillante 148
72 | PJIC | Uraba- Politécnico Filamentos + circular | liso si rugosa granular opaca cool gray 1C
73 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos - circular | liso si rugosa granular opaca cool gray 1C
74 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos - circular | liso no lisa cremosa brillante 141
75 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos + circular_| liso no lisa cremosa brillante 136
76 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos - circular | liso si lisa cremosa brillante 121
77 | PJIC | Uraba- Politécnico Cocos - circular | liso no lisa gelatinosa brillante 148
78 | PJIC | Uraba- Politécnico Bacilos + si circular | liso no lisa cremosa brillante 136
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79 | PJIC | Uraba-Augura Bacilos + Si circular_| liso si lisa cremosa brillante 148
80 | PJIC | Uraba-Augura Bacilos - circular | liso si lisa cremosa brillante 148
81 | PJIC | Uraba-Augura Bacilos + circular | irregular | no lisa cremosa brillante 155
82 | PJIC | Uraba-Augura Cocos - circular_| liso si lisa cremosa brillante 155
83 | PJIC | Uraba-Augura Cocos - circular | liso si lisa cremosa brillante 141
84 | PJIC | Uraba-Augura Bacilos - Si circular | liso no lisa cremosa brillante 155
85 | PJIC | Uraba-Augura Cocos + circular | liso no lisa cremosa brillante 121
86 | PJIC | Uraba-Augura Bacilos - Si circular | liso si lisa cremosa brillante 136
87 | PJIC | Uraba-Augura Bacilos + circular | liso si lisa cremosa brillante 120
88 | PJIC | Uraba-Augura Cocos - circular | liso si lisa cremosa brillante 136
89 | PJIC | Uraba-Augura Cocos - circular | liso si lisa cremosa brillante 120
90 | PJIC | Uraba-Augura Bacilos - si circular | liso si lisa cremosa brillante 121
91 | PJIC | Uraba-Augura Bacilos + irregular | liso no lisa cremosa brillante 1205
92 | PJIC | Uraba-Augura Bacilos - circular | liso si lisa cremosa brillante 1205
93 | PJIC | Uraba-Augura Bacilos - si circular | irregular | no lisa cremosa brillante 1205
94 | PJIC | Uraba-Augura Bacilos - si circular_| liso si lisa cremosa brillante 136
95 | PJIC | Uraba-Augura Bacilos + Si irregular | irregular | no rugosa granular opaca cool gray 1C
96 | PJIC | Magdalena- Burdeos Cocos + irregular | liso no lisa gelatinosa opaca cool gray 1C
97 | PJIC | Magdalena- Burdeos Bacilos - si circular | liso si lisa cremosa brillante 148
98 | PJIC | Magdalena- Burdeos Bacilos - circular | irregular | si lisa gelatinosa brillante 155
99 | PJIC | Magdalena- Burdeos Bacilos - Si circular | liso si lisa cremosa brillante 148
100 | PJIC | Magdalena- Burdeos Bacilos - Si irregular | irregular | no rugosa granular opaca 155
101 | PJIC | Magdalena- Burdeos Bacilos + circular | liso si lisa granular opaca cool gray 1C
102 | PJIC | Magdalena- Burdeos Cocos + circular | liso si lisa cremosa brillante 141
103 | PJIC | Magdalena- Burdeos Cocos + circular | liso si lisa cremosa brillante 136
104 | PJIC | Magdalena- Burdeos Cocos + circular | liso si lisa cremosa brillante 141
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105 | PJIC | Magdalena- Burdeos Cocos + circular | liso si lisa cremosa opaca

106 | PJIC | Magdalena- Burdeos Bacilos + Si circular | liso si lisa cremosa brillante 148
107 | PJIC | Magdalena- Burdeos Cocos + circular | liso Si lisa gelatinosa brillante 141
108 | PJIC | Magdalena- Burdeos Bacilos - circular | liso si lisa gelatinosa brillante 1205
109 | PJIC | Magdalena- Burdeos Bacilos - Si circular | liso Si lisa cremosa brillante 148
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Anexo B: Homologias obtenidas para las secuencias de ADN ribosomal 16S de cada uno de los aislados
bacterianos.

%
Aislado Accesiones Similaridad Organismo

gb|GU966673.1 99.9% Cellulomonas sp. CELLU-TOLU2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

L gb|GU966665.1 99.9% Cellulomonas sp. CELLU-TOLUS3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU012422.1 99.9% Cellulosimicrobium cellulans strain YB-43 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU439413.1 99.9% Cellulomonas sp. DB-18 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ418177.1 98.3% Microbacterium sp. 1111 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

5 gb|GQ383916.1 98.3% Microbacterium testaceum strain 4CAJ3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
dbj|AB480762.1 98.3% Microbacterium sp. Acj 118 gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence
gbJ|AY741722.1 98.3% Microbacterium sp. SKJH-23 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ237281.1 100.0% Bacillus subitilis strain XJAS-ZB-15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

5 gb|FJ237279.1 100.0% Bacillus subtilis strain XJAS-ZB-42 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ237278.1 100.0% Bacillus subitilis strain XJAS-ZB-43 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ237276.1 100.0% Bacillus subitilis strain XJAS-ZB-6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU741193.1 99.7% Streptomyces bikiniensis strain 13661V 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
dbj|AB184453.2 99.6% Streptomyces castaneus gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: NBRC 13670

10 Streptomyces rubiginosohelvolus strain IFO 12912 16S ribosomal RNA gene, partial
gb]AY999864.1 99.6% sequence
dbj|AB184286.1 99.5% Streptomyces nashvillensis gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: NBRC 13064
gb|GQ262729.1 100.0% Bacillus subitilis strain BS-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

14 gb|GQ262726.1 100.0% Bacillus subtilis strain LC-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
dbj|AB558527.1 100.0% Bacillus sp. NCCP-157 gene for 16S rRNA, partial sequence
gb|GU902972.1 100.0% Bacillus subtilis strain SU-10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

19 gb|EU661712.1 98.8% Bacillus cereus strain NBRAJATH9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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gb|CP001746.1 98.9% Bacillus cereus biovar anthracis str. Cl, complete genome
gb|EU429660.1 98.9% Bacillus thuringiensis serovar colmeri 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|DQ286355.1 98.9% Bacillus thuringiensis serotype H67 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU780103.1 99.9% Bacillus pumilus strain DT83 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

29 gb|GU191914.1 99.9% Bacillus pumilus strain SB 3002 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
emb|AM913912.1 99.9% Bacillus sp. LD121 partial 16S rRNA gene, isolate LD121
gb|EU869252.1 99.9% Bacillus pumilus strain BG-B24 16S ribosomal RNA (rrs) gene, partial sequence
gb|GQ262729.1 99.9% Bacillus subtilis strain BS-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

26 gb|GQ262726.1 99.9% Bacillus subtilis strain LC-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
dbj|AB558527.1 99.9% Bacillus sp. NCCP-157 gene for 16S rRNA, partial sequence
gb|GU902972.1 99.9% Bacillus subtilis strain SU-10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ180178.1 95.5% Bacillus sp. JR14 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

28 gb|EF530208.2 95.5% Bacillus subtilis strain FS321 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ262729.1 95.4% Bacillus subtilis strain BS-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ262726.1 95.4% Bacillus subitilis strain LC-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ169949.1 99.9% Bacillus subitilis strain EFB(1B)B16 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

29 gb|GQ262729.1 99.9% Bacillus subtilis strain BS-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ262726.1 99.9% Bacillus subitilis strain LC-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU471203.1 99.9% Bacillus sp. Q2CJ5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU857430.1 100.0% Bacillus cereus strain B1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

33 gb|EU584551.1 100.0% Bacillus sp. cp-h60 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ763650.1 99.9% Bacillus cereus strain S72 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM152590.1 99.9% Uncultured Bacillus sp. clone Filt.2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
dbj|AB198337.1 99.8% Paenibacillus sp. HC1 gene for 16S rRNA, complete sequence

38 Paenibacillus taichungensis strain BCRC 17757 16S ribosomal RNA gene, partial
gb|EU179327.1 99.6% sequence
emb]AM906086.1 99.5% Paenibacillus sp. P33 partial 16S rRNA gene, strain P33
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dbj|AB289610.1 99.4% Paenibacillus sp. Ch380 gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence
gb|GQ262729.1 99.9% Bacillus subtilis strain BS-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

A1 gb|GQ262726.1 99.9% Bacillus subtilis strain LC-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU902972.1 99.9% Bacillus subtilis strain SU-10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ870259.1 99.9% Bacillus subtilis strain O-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU729126.1 99.9% Bacillus subtilis strain JSU-2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

44 gb|HM027569.1 99.9% Bacillus subtilis strain zj2008 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gbh|GU980947.1 99.9% Bacillus subtilis strain CICC 10023 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU332606.1 99.9% Bacillus subitilis strain BZ1-11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU931556.1 98.0% Cellulosimicrobium cellulans strain ZFJ-17 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

48 ref[NR_029265.1 98.0% Microbacterium arborescens strain DSM 20754 16S ribosomal RNA, partial sequence
gb|HM045843.1 97.8% Microbacterium sp. WJ19 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU741114.1 97.7% Microbacterium arborescens strain 13635B 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ262729.1 100.0% Bacillus subtilis strain BS-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

50 gb|GQ262726.1 100.0% Bacillus subtilis strain LC-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU902972.1 100.0% Bacillus subitilis strain SU-10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ870259.1 100.0% Bacillus subitilis strain O-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ375217.1 99.9% Bacillus amyloliquefaciens strain CICC 20605 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

53 gb|HM160161.1 99.9% Endophytic bacterium MD3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
dbj|AB279736.1 99.9% Bacillus amyloliquefaciens gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence
gb|GU125623.1 99.9% Bacillus amyloliquefaciens strain IMAU80205 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM003210.1 99.9% Bacillus cereus strain WYLW1-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

56 gb|CP001746.1 99.9% Bacillus cereus biovar anthracis str. Cl, complete genome
gb|EU429660.1 99.9% Bacillus thuringiensis serovar colmeri 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EF210296.1 99.9% Bacillus mycoides strain BGSC 6A13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

57 gb|FJ386541.1 100.0% Bacillus vallismortis strain ST47 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU852930.1 99.9% Bacillus velezensis strain B-42 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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gb|FJ654647.1 100.0% Bacillus amyloliquefaciens strain ABBD 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ009394.1 100.0% Bacillus vallismortis strain B9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU250448.1 99.9% Bacillus amyloliquefaciens strain BFE 5337 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

58 gb|GU250446.1 99.9% Bacillus amyloliquefaciens strain BFE 5334 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|AY485275.1 99.9% Bacillus sp. AH-E-1 16S ribosomal RNA gene, complete sequence
gbJAY881635.1 99.9% Bacillus subtilis strain CICC10025 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
emb|FN692034.1 100.0% Bacillus sp. HY 1.1 partial 16S rRNA gene, strain HY 1.1

60 gb|GU563349.1 100.0% Bacillus aryabhattai strain LS15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU563348.1 100.0% Bacillus aryabhattai strain LS12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ927173.1 100.0% Bacillus megaterium strain Z3-2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ381280.1 99.9% Bacillus cereus strain TA2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

64 gb|HM045841.1 99.9% Bacillus sp. WJ17 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU391525.1 99.9% Bacillus thuringiensis strain NI3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU391524.1 99.9% Bacillus thuringiensis strain Pd1T 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM003210.1 99.9% Bacillus cereus strain WYLW1-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

67 gb|CP001746.1 99.9% Bacillus cereus biovar anthracis str. Cl, complete genome
gb|EU429660.1 99.9% Bacillus thuringiensis serovar colmeri 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EF210296.1 99.9% Bacillus mycoides strain BGSC 6A13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
emb|FR667172.1 99.9% Staphylococcus sp. ITO18 partial 16S rRNA gene, strain ITO18

68 gb|HM187279.1 99.9% Uncultured bacterium clone HDB_SIPP557 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU8B07751.1 99.9% Staphylococcus sp. VITS-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ222399.1 99.9% Staphylococcus warneri strain FUA 3088 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
emb|FN997624.1 99.9% Bacillus pumilus partial 16S rRNA gene, strain MS28

20 emb|FN997623.1 99.9% Vibrio parahaemolyticus partial 16S rRNA gene, strain MS27
gb|GU217692.1 99.9% Bacillus sp. ljh-2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ763649.1 99.9% Bacillus pumilus strain S68 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

72 gb|FJ767837.1 99.8% Streptomyces griseus strain Z-L-22 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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gb|EU384259.1 99.8% Streptomyces sp. A370 Ydz-QZ 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU368802.1 99.8% Streptomyces sp. A225 Ydz-HN 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU368801.1 99.8% Streptomyces sp. A522 Ydz-FQ 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ262729.1 99.8% Bacillus subtilis strain BS-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

3 gb|GQ262726.1 99.8% Bacillus subtilis strain LC-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM055602.1 99.8% Bacillus subtilis strain GD3b 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU216262.1 99.8% Bacillus licheniformis strain KIBGE-IB5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU373393.1 99.9% Bacillus subtilis strain TPL16 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Flavobacterium oceanosedimentum strain ATCC 31317 16S ribosomal RNA gene, partial

74 gb|EF592577.1 99.8% sequence
gb|EU741030.1 99.9% Curtobacterium sp. Fek20 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
emb|AM411064.1 99.8% Curtobacterium citreum partial 16S rRNA gene, strain Z10zhy
gb|EU834245.1 99.6% Bacillus cereus strain DS16 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

75 gb|HM152681.1 99.5% Uncultured Bacillus sp. clone Filt.94 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM152590.1 99.5% Uncultured Bacillus sp. clone Filt.2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU826152.1 99.5% Bacillus thuringiensis strain P22 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ853194.1 99.9% Cellulosimicrobium sp. DRL399 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

26 dbj|AB116667.1 99.9% Cellulosimicrobium cellulans gene for 16S rRNA
gb|GQ478418.1 99.9% Cellulosimicrobium sp. 139-5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gbJAY114178.1 99.9% Cellulosimicrobium cellulans strain AS 4.1333 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM245965.1 100.0% Bacillus sp. G1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

77 gb|HM107809.1 100.0% Bacillus amyloliquefaciens strain 16 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM107806.1 100.0% Bacillus amyloliquefaciens strain 13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM224387.1 100.0% Bacillus subtilis strain M2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM245965.1 99.9% Bacillus sp. G1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

78 gb|HM107809.1 99.9% Bacillus amyloliquefaciens strain 16 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM107806.1 99.9% Bacillus amyloliquefaciens strain 13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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gb|HM224387.1 99.9% Bacillus subtilis strain M2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ786054.1 99.7% Massilia sp. 111-116-18 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

29 gb|DQ228653.1 99.5% Uncultured bacterium clone CH2b153 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|AY445911.1 99.3% Massilia timonae VA27232_02 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ191903.1 99.4% Uncultured Massilia sp. clone GI3-S-4-F06 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gbJAY445912.1 99.8% Massilia sp. VA23069_03 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

80 gb|EU982460.1 99.3% Uncultured bacterium clone DYB22 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EF205494.1 99.0% Uncultured bacterium clone YCC86 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU221406.1 98.7% Massilia timonae strain H2P8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
emb|FN667396.1 99.9% Uncultured compost bacterium partial 16S rRNA gene, clone PS2630

a1 gb|FJ982660.1 99.9% Bacillus cereus strain JBEO009 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ627944.1 99.9% Bacillus sp. SC 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
dbj|AB295053.1 99.9% Bacillus thuringiensis gene for 16S rRNA, strain: NK2
gb|EU741030.1 99.9% Curtobacterium sp. Fek20 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

86 gb|EU373393.1 99.9% Bacillus subtilis strain TPL16 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
emb|AM411064.1 99.9% Curtobacterium citreum partial 16S rRNA gene, strain Z10zhy
gb|HM045826.1 99.8% Curtobacterium sp. WJ02 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU852930.1 93.5% Bacillus velezensis strain B-42 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

88 gb|FJ908753.1 93.5% Bacillus sp. B121 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ386541.1 93.5% Bacillus vallismortis strain ST47 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU365432.1 93.5% Bacillus sp. 50-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU220063.1 99.8% Arthrobacter sp. YM-M-25 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

89 gb|EU927410.1 99.8% Arthrobacter sp. 18-N-12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU668003.1 99.6% Arthrobacter sp. BF-2-2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
dbj|AB259962.1 99.4% Arthrobacter sp. PO-08 gene for 16S rRNA, partial sequence

92 emb|FN667396.1 100.0% Uncultured compost bacterium partial 16S rRNA gene, clone PS2630
gb|GU004020.1 100.0% Uncultured bacterium clone 16SN37 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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gb|FJ982660.1 100.0% Bacillus cereus strain JBEO009 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
dbj|AB295053.1 100.0% Bacillus thuringiensis gene for 16S rRNA, strain: NK2
gb|GQ262729.1 99.9% Bacillus subtilis strain BS-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

95 gb|GQ262726.1 99.9% Bacillus subtilis strain LC-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM055602.1 99.9% Bacillus subitilis strain GD3b 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU471203.1 99.9% Bacillus sp. Q2CJ5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

4 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subitilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM055608.1 100.0% Bacillus amyloliquefaciens strain JS 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

3 gb|HM055607.1 100.0% Bacillus amyloliquefaciens strain JX 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM055604.1 100.0% Bacillus amyloliquefaciens strain GD4b 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ213991.1 100.0% Bacillus subitilis strain bs24 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|CP001746.1 100.0% Bacillus cereus biovar anthracis str. Cl, complete genome

13 gb|CP001746.1 100.0% Bacillus cereus biovar anthracis str. Cl, complete genome
gb|EU429660.1 100.0% Bacillus thuringiensis serovar colmeri 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EF210296.1 100.0% Bacillus mycoides strain BGSC 6A13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579802.1 99.8% Bacillus sp. HY11(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

16 gb|HM152725.1 99.8% Uncultured Bacillus sp. clone Filt.138 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU568205.1 99.8% Bacillus pumilus strain GBSC66 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU568204.1 99.8% Bacillus pumilus strain GBSW2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

17 gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subitilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subtilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM582688.1 100.0% Bacillus altitudinis strain AP-MSU 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

18 gb|HM543166.1 100.0% Bacillus pumilus strain B50 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM480272.1 100.0% Bacillus sp. PFB2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM480271.1 100.0% Bacillus pumilus strain PFB 1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM582688.1 100.0% Bacillus altitudinis strain AP-MSU 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

20 gb|HM543166.1 100.0% Bacillus pumilus strain B50 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM480272.1 100.0% Bacillus sp. PFB2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM480271.1 100.0% Bacillus pumilus strain PFB 1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

21 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subitilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

23 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subtilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

26 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subitilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subitilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 99.9% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

39 gb|HM587993.1 99.9% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 99.9% Bacillus subitilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 99.9% Bacillus subitilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

36 gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subtilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EF101707.1 100.0% Bacillus subtilis strain HU48 16S ribosomal RNA (rrnE) gene, partial sequence

37 gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subitilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

40 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subitilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

45 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subtilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

46 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subtilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gbJAY236959.1 100.0% Pseudomonas sp. PCL1171 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

51 gb|FJ483527.1 99.9% Pseudomonas sp. ICMP 11284 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ483526.1 99.9% Pseudomonas sp. ICMP 11283 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gbJAY014807.1 99.8% Pseudomonas sp. NZ031 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM371418.1 100.0% Bacillus pumilus strain UW-02 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

52 gb|HM103340.1 100.0% Bacillus pumilus strain ZH20 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU904681.1 100.0% Bacillus pumilus strain B313 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU201861.1 100.0% Bacillus safensis strain Zw-22-2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

54 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subtilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM770098.1 99.9% Bacillus thuringiensis strain ODPY 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

55 emb|FN667396.1 99.9% Uncultured compost bacterium partial 16S rRNA gene, clone PS2630
gb|FJ982662.1 99.9% Bacillus cereus strain JB0013 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU924505.1 99.9% Bacillus mycoides strain BM-Y8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Enterobacter sp. enrichment culture clone CL-h4 16S ribosomal RNA gene, partial

gb|HM459842.1 100.0% sequence

59 gb|FJ999766.1 100.0% Enterobacter hormaechei strain SP-A 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ025770.1 100.0% Enterobacter sp. 12-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EF059890.1 100.0% Enterobacter hormaechei strain E904 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Curtobacterium flaccumfaciens strain 2P0O4PE 16S ribosomal RNA gene, partial

gb|EU977762.1 99.8% sequence

71 gb|FJ876396.1 99.8% Curtobacterium sp. 3490BRRJ 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
ref[NR_025467.1 99.8% Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens strain LMG 3645 16S ribosomal RNA
gb|EF411134.1 99.8% Curtobacterium sp. C01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

82 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subtilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subitilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

84 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subitilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subitilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

90 gb|GU220063.1 99.8% Arthrobacter sp. YM-M-25 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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gb|EU927410.1 99.8% Arthrobacter sp. 18-N-12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU668003.1 99.7% Arthrobacter sp. BF-2-2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
dbj|AB259962.1 99.6% Arthrobacter sp. PO-08 gene for 16S rRNA, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

93 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subtilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subitilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

96 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM165188.1 100.0% Bacillus sp. PS4 16S ribosomal RNA gene, complete sequence
gb|HM579794.1 100.0% Bacillus sp. HY3(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

97 gb|HM061611.1 100.0% Bacillus megaterium strain SZ-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM103321.1 100.0% Bacillus megaterium strain ZH1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM104462.1 100.0% Bacillus sp. B2(2010b) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

98 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM347450.1 100.0% Bacillus subtilis strain 5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|EU835733.1 89.0% Bacillus megaterium strain DS8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

99 gbJAY372926.1 89.0% Bacillus sp. PC1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM027880.1 89.0% Bacillus megaterium strain RKJ 600 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU377101.1 89.0% Bacillus sp. sptzw10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

100 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subitilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM165188.1 100.0% Bacillus sp. PS4 16S ribosomal RNA gene, complete sequence
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gb|HM579812.1 100.0% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

101 gb|HM587993.1 100.0% Bacillus subtilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 100.0% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM165188.1 100.0% Bacillus sp. PS4 16S ribosomal RNA gene, complete sequence
gb|EU741027.1 100.0% Curtobacterium sp. Fek11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

102 gb|EU741014.1 100.0% Curtobacterium sp. AeL09 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
emb|AM410690.1 100.0% Curtobacterium citreum partial 16S rRNA gene, type strain DSM 20528
gbJAY273210.1 100.0% Curtobacterium flaccumfaciens pv. basellae 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM770098.1 98.2% Bacillus thuringiensis strain ODPY 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

103 emb|FN667396.1 98.2% Uncultured compost bacterium partial 16S rRNA gene, clone PS2630
gb|GU004020.1 98.2% Uncultured bacterium clone 16SN37 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ982662.1 98.2% Bacillus cereus strain JB0013 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
dbj|AB558527.1 99.6% Bacillus sp. NCCP-157 gene for 16S rRNA, partial sequence

104 gb|GU322372.1 99.6% Bacillus sp. hdly0220 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ861470.1 99.6% Bacillus subtilis strain LZHC11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GQ861469.1 99.6% Bacillus subitilis strain LZHC10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM770098.1 99.9% Bacillus thuringiensis strain ODPY 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

105 emb|FN667396.1 99.9% Uncultured compost bacterium partial 16S rRNA gene, clone PS2630
gb|GU004020.1 99.9% Uncultured bacterium clone 16SN37 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|FJ982662.1 99.9% Bacillus cereus strain JB0013 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|DQ981829.1 99.9% Uncultured bacterium clone 9-gw2-su5-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

106 gb|HM579812.1 99.9% Bacillus sp. HY21(2010) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM587993.1 99.9% Bacillus subitilis strain BEC-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM214542.1 99.9% Bacillus subtilis strain NB-01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
ref[NR_028634.1 99.8% Sphingomonas yabuuchiae strain A1-18 16S ribosomal RNA, partial sequence

107 dbj|AB193921.1 99.6% Uncultured bacterium gene for 16S rRNA, partial sequence
gb|EF550155.1 99.5% Sphingomonas sp. GW5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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gb|EU741025.1 99.5% Sphingomonas sp. Fek09 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone 16slp101-1g08.p1k 16S ribosomal RNA gene, partial

gb|GQ157160.1 94.5% sequence

108 emb|FM213382.2 94.5% Stenotrophomonas maltophilia partial 16S rRNA gene, strain MN6
emb|FM213378.2 94.5% Stenotrophomonas maltophilia partial 16S rRNA gene, strain KJPB14
gb|FJ493144.1 94.5% Stenotrophomonas sp. bmh-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|HM027569.1 99.9% Bacillus subitilis strain zj2008 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

109 gb|GU980947.1 99.9% Bacillus subtilis strain CICC 10023 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU332606.1 99.9% Bacillus subtilis strain BZ1-11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
gb|GU250454.1 99.9% Bacillus subtilis strain BFE 5320 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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Anexo C: Resultado del analisis estadistico del efecto de los sustratos foliares

sobre la mezcla de bacterias liticas para la variable ufc.mL a nivel in vitro

Tratamiento; Unweighted Means (In Vitro)
Current effect: F(16, 199)=6,7678, p=,00000
Effective hypothesisdecomposition

Tratamientc| ufc/ml ufc/ml ufc/ml ufc/ml | N
Cell No. Mean | Std.Err. | -95,00% |+95,00%
1 T 59170¢ 410892, -21855! 14019724
2 Tz 1003« 581089, | -113584' 11559112
3 T4 583 581089, -114004' 115171(12
4 T&[171333 581089, 56745 28592112
5 TEl 3250( 581089, -111338. 11783812
6 TE|l 60750( 581089, -53838. 17533812
7 TEl 2335( 581089, -112253. 11692312
8 TC|l 11170( 581089, -103418. 12575812
9 T1(| 5333{581089, -109254' 11992112
10 T11 2500(/ 581089, -112088./117088|12
11 T1l¢[ 2500( 581089, -112088. 117088| 12
12 T1¢ 59916° 581089, -54671( 174504)12
13 T1t 21667 581089, -112421/ 116754|12
14 T1Z| 555166 581089, 440578. 669754|12
15 T13 34333: 581089, -80254¢ 14892112
16 T1% 343336 581089, 228748 457924|12
17 TC 3833{ 581089, -110754' 118421(12

Univariate Tests of Significance for ufc/ml (In Vitro)

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 1,264672E+1. 1/1,264672E+1./31,2112%0,00000(

Tratamiento

Error

4,387660E+1,
8,063429E+1,

16/2,742287E+1| 6,7677¢0,00000(
199 4,051974E+1.
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control de Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis).

Anexo D: Resultado del andlisis estadistico del efecto de los sustratos foliares
sobre las bacterias quitinoliticas para la variable ufc.cm? bajo cubierta (casa de
mallas).

Tratamiento; Unweighted Means (Spreadsheetl)

Current effect: F(5, 120)=1,0081, p=,41606

Effective hypothesisdecomposition

Tratamientc| ufc/cm2q | ufc/cm2q | ufc/cm2q| ufc/cm2q| N
Cell No. Mean | Std.Err. | -95,00% | +95,00%
1 T1 1 194366 -384832.| 384832( 21
2 TZ 201 194366 -384812. 384852( 21
3 TZ 478095 194366 93262{ 86292721
4 T4 63 194366 -384826. 38483821
5 TE 381(| 194366 -384451! 385213|21
6 TC 4/ 194366 -384832 384832] 21

Univariate Tests of Significance for ufc/cm2q (Spreadsheet
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesisdecomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 8,013783E+1 1 8,013783E+1/1,01012: 0,31689!
Tratamiento | 3,998702E+1 5/7,997405E+1  1,00805' 0,41606!
Error 9,520158E+1 12(C| 7,933465E+1
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Anexo E: Resultado del analisis estadistico del efecto de los sustratos foliares
sobre las bacterias glucanoliticas para la variable ufc.cm? bajo cubierta (casa de

mallas).
Tratamiento; Unweighted Means (Cubierta)
Current effect: F(5, 120)=,57005, p=,72281
Effective hypothesis decomposition
Tratamiento| ufc/cm2hc ufc/cm2hc ufc/cm2hc ufc/cm2hc | N
Cell No. Mean Std.Err. -95,00% +95,00%
1 T1(2,024219E+114,234464E+1 -6,359725E+1(1,040816E+1( 21
2 T2|6,089913E+114,234464E+1( -2,294030E+1(1,447386E+1( 21
3 T3|1,002493E+114,234464E+1( -7,381451E+1(9,386437E+1( 21
4 T4)6,870042E+114,234464E+1( -1,513902E+1(1,525399E+1( 21
5 T5/8,215503E+11 4,234464E+1 -1,684406E+0' 1,659945E+1( 21
6 TQ|8,534869E+114,234464E+1( 1,509253E+0'1,691881E+1(21
Univariate Tests of Significance for ufc/cm2hc (Cubierta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of MS F p
Effect Freedom

Intercept

Tratamiento

Error

3,750998E+2
1,073237E+2
4,518533E+2.

1/3,750998E+2/9,96163¢ 0,00202:
5/2,146473E+2/0,57004% 0,72280¢

120 3,765444E+2
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control de Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis).

Cepa; Unweighted Means (Spreadsheet
Current effect: F(42, 86)=3,0094, p=,00C
Effective hypothesisdecomposition
Cepa |Peso seco |Peso seco | Peso sec
Anexo F' cell No. Mean | Std.Er. | -95,009
Resultado del 1 1| 0,01766° 0,00723 0,0032
analisis 2 5| 0,00666 0,00723 -0,0077
estadistico del 3 6| 0,013101 0,00723 -0,0012
antagonismo de 4 10f 0,01196| 0,00723| -0,0024
las bacterias 5 14 0,001935 0,00723 | -0,0124
liticas sobre M. 6 19 0’00206. 0,00723 | -0,0123
i 7 22| 0,00076° 0,00723 -0,0136
fijiensis.  Peso g 26| 0,00153; 0,00723 -0,0128
Seco 9 28 0,00076° 0,00723| -0,0136
10 29 0,00233. 0,00723| -0,0120
11 32| 0,00256'| 0,00723 -0,0118
12 33| 0,00266| 0,00723 -0,0117
13 38 0,02923. 0,00723| 0,0148
14 41f 0,00106 ' 0,00723 -0,0133
15 44| 0,00143: 0,00723 -0,0129
16 48| 0,00340! 0,00723 -0,0109
17 50| 0,00373: 0,00723 -0,0106
18 53 0,00466 0,00723 -0,0097
19 56| 0,018201 0,00723 0,0038
20 57 0,00156° 0,00723| -0,0128
21 58| 0,00930( 0,00723 -0,0050
22 60f 0,01010! 0,00723| -0,0042
23 64| 0,03500( 0,00723 | 0,0206
24 67| 0,00080! 0,00723| -0,0135
25 68 0,01250! 0,00723| -0,0018
26 70( 0,02800! 0,00723| 0,0136
27 73] 0,009801 0,00723 -0,0045
28 74| 0,00493. 0,00723 -0,0094
29 75 0,04876° 0,00723| 0,0343
30 76 0,00333; 0,00723| -0,0110
31 77| 0,05026° 0,00723| 0,0358
32 78 0,02683. 0,00723| 0,0124
33 79 0,00743. 0,00723| -0,0069
34 80| 0,01666° % 0,00723 0,0022
35 81| 0,00506° " 0,00723 -0,0093
36 86 0,01026 5 0,00723 -0,0041
37 88 0,01746 0,00723 0,0030
38 89| 0,00080( 0,00723 -0,0135
39 92 0,00086 0,00723| -0,0135
40 95( 0,00210! 0,00723| -0,0122
41 Mix 1f 0,00000! 0,00723| -0,0143
42 Mix 2| 0,00146'| 0,00723| -0,0129
43 Testigd, 0,023201 0,00723 0,0088
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Univariate Results for Each DV (Spreadsheet4 in Workbag

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition
GENERAL| Degr. of | Peso seco | Peso seco | Peso seco | Peso seco
Effect Freedom SS MS F p
Intercept 1| 0,01427{ 0,01427% 90,9794: 0,00000(
Cepa 42 0,01982¢{ 0,00047: 3,0093¢ 0,00000¢
Error 86/ 0,01349: 0,00015"
Total 128| 0,03332(

Anexo G: Resultado del andlisis estadistico de la compatibilidad de las bacterias
liticas con fungicidas y aceite para la variable ufc.mL

Tratamiento; Unweighted Means (compat)
Current effect: F(10, 253)=27,812, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Tratamientc| ufc/ml ufc/ml ufc/ml ufc/ml | N
Cell No Mean | Std.Err. | -95,00% | +95,00%
1 BC 0,0(€] 1028,12; -2024,7" 2024,7°| 24
2 B3| 4758,3:1028,12; 2733,5° 6783,1((24
3 Bl 5354,1" 1028,12; 3329,4( 7378,9{ 24
4 CcC 0,0C| 1028,12; -2024,7° 2024,7(24
5 C1j{11975,01 1028,12.| 9950,2: 13999,7| 24
6 C10| 5268,7! 1028,12; 3243,9{ 7293,5 24
7 SC| 337,5(1028,12; -1687,2" 2362,27 24
8 S0.1| 2239,5¢ 1028,12. 214,8: 4264,3! 24
9 S1f 5989,5¢{ 1028,12; 3964,8. 8014,3!24
10 All 7500,0(/ 1028,12; 5475,2: 9524,7 24
11 T([17725,01 1028,12; 15700,2: 19749,7] 24
Univariate Results for Each DV (compat)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
GENERAL Degr. of ufc/ml ufc/ml ufc/ml | ufc/ml
Effect Freedom SS MS F p
Intercept 1(8,157966E+0'8,157966E+0/321,574: 0,0C
Tratamiento 10[7,055624E+0' 7,055624E+0/ 27,812z 0,0C
Error 253|16,418318E+0! 2,536885E+0
Total 263(1,347394E+1!
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control de Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis).

Anexo H: Resultado del andlisis estadistico de la compatibilidad de las bacterias
liticas con fungicidas y aceite para la variable halo.

Tratamiento; Unweighted Means (compat)

Current effect: F(10, 253)=60,482, p=0,0000

Effective hypothesis decomposition

Tratamientc| Halo Halo Halo Halo | N

Mean | Std.Err. | -95,00% | +95,00%
BC||0,00000/ 0,14053; -0,27676 0,27676( 24
B3[ 2,66666 0,14053: 2,38990' 2,94342]{ 24
B1(2,41666 0,14053: 2,13990' 2,69342]{ 24
CC| 0,00000' 0,14053: -0,27676  0,27676| 24
C1{ 1,50000' 0,14053:| 1,22323'1,77676( 24
C10f1,54166 0,14053. 1,26490' 1,81842] 24
SC|[0,16666 0,14053. -0,11009. 0,44342] 24

S0.1)(1,25000' 0,14053; 0,97323' 1,52676| 24
S1)(2,375001 0,14053; 2,09823' 2,65176( 24
Al 0,50000' 0,14053:. 0,22323' 0,77676{ 24
T([|2,83333 0,14053; 2,55657. 3,11009{ 24

0
o
zZ
o

OO INO|O|AR|WIN|F

P
o

Univariate Resultsfor Each DV (compat)
Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesisdecomposition
GENERAL Degr. of | Halo Halo Halo |Halo

Effect Freedom SS MS F p
Intercept 1 507,409 507,409 1070,53| 0,0C
Tratamiento 10 286,674, 28,667« 60,48 0,0C
Error 2571119,916° 0,474(

Total 265 406,590
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Anexo |: Resultado del analisis estadistico del efecto de los sustratos foliares

solos y en mezcla con fungicida y aceite mineral sobre la Sigatoka negra.

O
o
zZ
o

Tratamiento;

Unweighted Means (Spreadsheetl)

Current effect: F(8, 108)=13,454, p=,00000
Effective hypothesisdecomposition

Tratamientc

PPI PPI PPI PPI
Mean | Std.Err. | -95,00% | +95,00%

OV WIN (-

© 0N WNE

116,024 3,48965: 109,107 122,942
119,401 3,48965:/112,484/ 126,318,
102,948 3,37132| 96,265( 109,630
108,853 3,37132 102,170 115,536!
104,008 3,62138| 96,830: 111,186
96,276! 3,62138  89,098: 103,454
102,870 4,12901/| 94,685! 111,054
72,475. 3,93686. 64,671 80,278

113,067' 3,76925' 105,595 120,538

14
14
15
15
13
13
10
11
12

Univariate Resultsfor Each DV (Spreadsheetl)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesisdecompaosition

GENERAL Degr.

of [ PPI PPI PPI PP

Effect Freedom SS MS F p

Intercept

11124376 124376. 7295,31 0,00000!

Tratamiento

Error

8| 1835( 2294 13,45¢ 0,00000!
10§ 1841: 17C

Total

11€) 3676¢

(@)
o
Z
o

Tratamiento;

Unweighted Means (Enfermedad)

Current effect: F(8, 108)=10,324, p=,00000
Effective hypothesis decomposition

Tratamienta

IS IS IS IS
Mean | Std.Err. | -95,00% | +95,00%

OO NOO|OAWN|F-

1
2
3
4
5
6
7
8
9

4310,63¢187,099(3939,77% 4681,50:
4484,14(1187,099(4113,27° 4855,00:
3177,44°180,754¢2819,16(/3535,73¢
3431,19¢180,754¢3072,9073789,48:
3377,822194,161¢ 2992,95¢ 3762,68:
3119,62¢194,161¢ 2734,7673504,49!
3208,95:221,378¢2770,14:/3647,76:
2632,167211,076:2213,77¢3050,55"
4175,75%202,090(3775,17¢ 4576,33:

14
14
15
15
13
13
10
11
12
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control de Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis).

Univariate Resultsfor Each DV (Enfermedad)

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesisdecomposition
GENERAL Degr. of IS IS IS IS
Effect Freedom SS MS F p
Intercept 1)|1,446504E+0| 1,446504E+0| 2951,541 0,00000!
Tratamiento 8|4,047756E+0| 5,059695E+0, 10,32¢ 0,00000¢
Error 10§ 5,292912E+0 4,900845E+0
Total 11€|| 9,340668E+0

Anexo J: Resultado del andlisis estadistico del efecto de sustratos foliares solos y
en mezcla con fungicida para la variable ufc.cm?® de bacterias quitinoliticas y
glucanoliticas en parcelas experimentales.

tratamiento; Unweighted Means (Spreadsheetl)

Current effect: F(5, 570)=,89313, p=,48526

Effective hypothesis decomposition

tratamiento| ufc/cm2hc| ufc/cm2hc| ufc/cm2hc | ufc/cm2hc | N
Cell No. Mean Std.Err. -95,00% +95,00%
0[|51253437!24666051: 2805993¢9,970088E+0{ 96
1(78885658:24666051. 30438214'/1,273331E+0} 96
2|137059687! 24666051:/-11387756. 8,550713E+0i{(96
3|(40049329: 24666051 -8398114< 8,849677E+0{(96
4
5

96193383:/24666051: 47745939 1,446408E+04(96
52796137!24666051: 4348693¢1,012436E+0(/96

OO WIN|F

Univariate Results for Each DV (Spreadsheetl)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

GENERAL | Degr. of | ufc/cm2hc ufc/ecm2hc | ufc/em2hc| ufc/em2hc
Effect Freedom SS MS F p
Intercept 1/2,030484E+22,030484E+2/| 34,7639f 0,00000(
tratamiento 5(2,608277E+1'5,216554E+1:  0,8931! 0,48526¢
Error 570]3,329242E+2 5,840775E+1

Total 575[3,355325E+2
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Anexo K: Resultado del

tratamiento; Unweighted Means (Spreadsheetl)
Current effect: F(5, 570)=1,3895, p=,22640
Effective hypothesisdecomposition
tratamiento| ufc/cm2q| ufc/cm2q| ufc/cm2q| ufc/cm2qg| N
Cell No. Mean | Std.Err. | -95,00% | +95,00%
1 Of 91203,! 26726,2!, 38709, 143697,| 96
2 1| 95339,. 26726,2!| 42845,. 147833,[96
3 2| 152175, 26726,2 99681,:; 204669,/ 96
4 3 157027, 26726,2! 104533, 209521,{ 96
5 4 142067, 26726,2! 89573, 194561,] 96
6 5| 94377, 26726,2! 41883, 146871,] 96
Univariate Resultsfor Each DV (Spreadsheetl)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesisdecomposition
GENERAL Degr. of ufc/cm2q ufc/em2q | ufc/cm2q| ufc/cm2q
Effect Freedom SS MS F p
Intercept 1(18,577644E+1 8,577644E+1 125,089 0,00000

tratamiento

Error

57C

5|(4,763919E+1 9,527837E+1
3,908608E+1 6,857207E+1

1,389¢

0,22639

Total

57E

3,956247E+1

andlisis estadistico del

efecto de los

inductores de

resistencia sobre la mezcla de bacterias liticas para la variable ufc.mL y halo in

vitro

Tratamiento; Unweighted Means (Spreadsheetl)
Current effect: F(4, 49)=1,9517, p=,11673
Effective hypothesisdecomposition

Cell No.

Tratamientc

ufc/ml
Mean

ufc/ml
Std.Err.

ufc/ml
-95,00%

ufc/ml
+95,00%

QR IWIN|F

TC
T1
Tz
TS
T4

455500,
45550,!
31000,

0,0
0,0

142305,
142305,
142305,
129906,
129906,

169521
-24042:
-25497-
-26105° 261057,
-26105° 261057,

741473,
331523,
316973,

10
10
10
12
12

Effect

Univariate Tests of Significance for ufc/ml (Spreadsheetl)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesisdecomposition

SS

Degr.

of MS

F

Freedom

p

Intercept

Tratamiento

Error

6,065940E+1
1,580943E+1
9,922926E+1

1 6,065940E+1 2,995390,08979
4/ 3,952359E+1 1,95169 0,11672
48 2,025087E+1
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control de Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis).

Tratamiento; Unweighted Means (Spreadsheetl)
Current effect: F(4, 49)=1,9282, p=,12058
Effective hypothesis decomposition

Tratamiento| Halo Halo Halo Halo

Cell No. Mean | Std.Err. | -95,00% |+95,00%
T(0[0,20000( 0,08081: 0,03760:0,36239¢
T1{0,20000( 0,08081: 0,03760:0,36239¢
T2[0,00000(0,08081: -0,16239¢0,16239¢
T3|0,00000( 0,07377: -0,14824¢ 0,14824¢
T4||0,00000( 0,07377: -0,14824¢ 0,14824¢

=z

gals|lw|N|e-
PR R Rk

Univariate Tests of Significance for Halo (Spread
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 0,34285" 1/0,3428575,25000(/0,02628¢
Tratamiento [0,50370¢ 40,12592¢1,92824:0,12058(
Error 3,20000( 49 0,06530¢

Anexo L: Resultado del analisis estadistico del efecto de los inductores de
resistencia sobre las bacterias quitinoliticas y glucanoliticas para la variable
ufc.cm?bajo cubierta.

Tratamiento; Unweighted Means (Inductores B Datos)

Current effect: F(4, 235)=1,0440, p=,38522

Effective hypothesis decomposition

Tratamiento| ufc/cm2 hc| ufc/cm2 hc| ufc/cm2 hc| ufc/cm2 hc| N
Cell No. Mean Std.Err. -95,00% | +95,00%
0 117767% 922177,¢ -639117 299446748
1 117264: 922177,¢ -64415( 298943448
2 2265C 922177,¢ -179414: 1839447 48
3

4

333& 922177, -181345¢ 182012%48
225250¢ 922177¢ 43571¢  406930([| 48

gl lwnN|F
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Univariate Results for Each DV (Inductores B Datos)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
GENERAL Degr. of | ufc/cm2 hc | ufc/cm2 hc | ufc/cm?2 he| ufc/em2 he
Effect Freedom SS MS F p
Intercept 1/2,056883E+1/2,056883E+1.| 5,03893¢ 0,02571!
Tratamiento 4{1,704553E+1./14,261382E+1. 1,04395( 0,38521¢
Error 235]9,592648E+1!4,081978E+1.
Total 239(9,763103E+1!
Tratamiento; Unweighted Means (Induc
Current effect: F(4, 235)=3,2187, p=,01:3
Effective hypothesis decomposition
Tratamienta| ufc/cm2 q| ufc/cm2 q| ufc/q
Cell No. Mean Std.Err. | -95
1 0 605,833! 148,927t 31
2 1 8,333 148,927f -2§
3 2 9,4167 148,927f -28
4 3 1,333% 148,927% -29
5 4| 14,833: 148,927 -27
Univariate Resultsfor Each DV (Inductores B Datos)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesisdecomposition
GENERAL Degr. of | ufc/em2 q| ufc/cm2 q| ufc/cm?2 q| ufc/cm2 q
Effect Freedom SS MS F p
Intercept 1] 392908 392908 3,69063. 0,05592
Tratamiento 4| 1370678, 342669 3,21873| 0,01347
Error 23525018347 106461
Total 23€[26389025

Anexo M: Costo del sustrato foliar (precios 2010)

Valor
Cantidad L- comercial | Valor en | Valor.

Componentes 1de Cantidad. de litro de Ha-1 | Valor US.
del sustrato sustrato Ha-1 c/producto | sustrato | (pesos) Ha-1
KoHPO, (gr) 1 18,927 8352/kilo 8,35| 158,04 |0,0834374
MgSO, (gr) 0,5 9,4635 1050/kilo 0,52 (9,84204 | 0,0051961
NaCl (gr) 1 18,927 850/kilo 0,85| 16,088 | 0,0084936
CaNOs (gr) 1 18,927 2436/kilo 2,441 46,1819 | 0,0243817
Harina de

cebada (gr) 25| 473,175 2000 /kilo 50| 946,35 0,4996252
Urea (gr) 40 757,08 1300/kilo 521984,204 | 0,5196102
Neofat (mL) 1 18,927 | 18500 /litro 18,5| 350,15 0,1848613
Costo Total 2510,86 | 1,3256055




