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RESUMEN. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la utilizacién de varios microorganismos antagonistas
como una alternativa ecolégica en el control de enfermedades foliares en tomate. El experimento se realizé en
el organopdgico “El Minero” y en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de
la Universidad Central “Marta Abreu” de la Villas. Se utilizé el hibrido “Esem - 2" en un disefio de Bloques al
Azar con 3 repeticiones y 8 tratamientos. Los tratamientos consistieron en el uso de cuatro bacterias
antagonistas: P. aeruginosa, P. fluorescens, B. subtilis, B. cepacia, T. viride, Quitosana, Tebuconazol y
Triadimenol y el testigo. El indculo para la multiplicacion de las bacterias se lo prepar6 a partir caldo nutriente
y para Trichoderma viride, se preparé a partir del medio de cultivo especifico. Se realiz6 cuatro aplicaciones
cada 10 dias con un atomizador manual en horas de la tarde hasta los 93 dias de edad de la planta; se
evaluaron 9 plantas por tratamiento. Los resultados mostraron diferencias estadisticas entre enfermedades
fungosas y bacterianas, causadas por A. solani, S. solani, P. fulvum y X. vesicatoria. Los mejores resultados
obtenidos fueron: B. cepacia T. viride y Quitosana. La utilizacion de estos antagonistas constituye un medio
de control de enfermedades ecoldgica y ambientalmente sustentable.

Palabras clave: antagonistas, enfermedades foliares, tomate.

ABSTRACT. This work had the main aim to evaluate the use of several antagonist microorganisms like an
ecological alternative the control same foliage diseases in tomato, the research was carried out in the organoponic
“El Minero” and in the Laboratory of Phytopathology belonging to Faculty of Agricultural at the Universidad
Central “Marta Abreu” de las Villas, Cuba used the tomato hybrid “Esem — 2" from Canada, with an experimental
design at Block at Random with 3 replication and 8 treatment. The treatment consisted in the use of four-
antagonist bacteria P. aeruginosa, P. fluorescens, B. subtilis, B. cepacia, T. viride, Chitosan Tebuconazol and
Triadimenol and a check control. For the inoculation was used a microorganisms solution obtained from
nutrient broth and fungal T. viride was employed a specific medium. Four applications were done each 10 days
with a hand sprayer in hours in the afternoon, until the plants were 93 days old; nine plants were evaluated by
treatment. The result shower statistical differences between the fungal and bacterial diseases, caused by A.
solani, S. solani, P. fulvum and X. vesicatoria. The best results were obtained with the application of B.
cepacia, T. viride and Chitosan. The use of these antagonist microorganisms is a sustainable control measure
with beneficial impact on the ecological environment.

Key words: antagonist, foliar diseases, tomato.

INTRODUCCION

Eltomate es una de las hortalizas de mayor consumoen
el mundo, se cultivaen zonas subtropicales. En Cubael
consumo se ve afectado por numerosas enfermedades,
las cuales influyen negativamente en el desarrollo
morfofisioldgico de la plantas y por ende una baja
produccion. (Van Haeff, 1981; Torres, etal., 2007)

Las enfermedades que afectan a la aérea en tomate son
muy diversas y variadas, muchas de ellas pueden
ocasionar perdidas muy severas, si no se toman las
medidas de control adecuadas. Entre las principales
enfermedades que atacan a esta hortaliza tenemos: Las
causadas por hongos (Stemphylium solani, Passalora
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fulvum, Corynespora cassicola y Alternaria solani)
y bacterianas (Xanthomona vesicatoria, Pseudomona
campestri, etc.) (Torres et al., 2007; Gato, 2006).
Tradicionalmente el control de estas enfermedades ha
sido por métodos quimicos, los cuales se aplican: a la
semilla, al follaje y al suelo, con resultados favorables;
sinembargo, su uso trae efectos nocivos al ambiente y
al hombre debido a laresidualidad de sus componentes,
ademas generan resistencia por parte de los
fitopatogenos. De ahi laimportanciaen labusqueda de
agentes de control biolégico como unaalternativa viable
al uso indiscriminado de los plaguicidas en laagricultura
cubana (Aceves, etal., 2008; Torres, etal. 2007). Los
mecanismos de accién antagonista de estos
microorganismos han sido ampliamente estudiados para
controlar el desarrollo de los patogenos entre los cuales
se puede mencionar: antibiosis, competencia, resistencia
sistémicaadquiriday antagonismo. (Pérez, 2004; Bernal,
et al., 2006)

Algunas bacterias como: B. subtilis, ha demostrado la
capacidad de inhibir lagerminaciony el crecimiento de
las hifas de varios patdgenos foliares entomate, algunas
bacterias del género Pseudomonas (como la P.
fluorescens y P. aeruginosa) tienen propiedades de
excretar metabolitos con accion antibidtica, compuestos
volétiles como el cianuro de hidrégeno'y siderdforos
que le permiten ejercer una competenciaactivaconel
patdgeno, estas son las caracteristicas mas importantes
por las que las bacterias y los hongos son considerados
como controladores de enfermedades en plantas (Pérez,
2004). Teniendo en cuenta la significativa importancia
de contar con agentes biologicos para el control de
enfermedades y sin alterar el normal desarrollo del
ecosistema natural y ambiental, es por ello que el objetivo
de este trabajo fue de: Evaluar la utilizacion de varios
microorganismos antagonistas como unaalternativa
ecologica en el control de enfermedades foliares en
tomate.

MATERIALESY METODOS

El trabajo de investigacion se realizd en dos fases:
la fase de campo se ejecuto en el organopdgico “El
Minero” ubicado en las calles Unién y Caridad en
la ciudad de Santa Claray la fase de laboratorio se
efectud en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Central “Marta Abreu” de la Villas; en
el periodo comprendido de Enero a Abril de 2011.

38

Robles et al., 2011

Se utilizd posturas de tomate hibrido “Esem” - 2 de
procedencia canadiense y de 30 dias de edad, las que
fueron plantadas en parcelas de 2 m X 1 m, enunsustrato
compuesto por suelo agricola: pardo medianamente
lixiviado) y humus de lombriz.

Los tratamientos empleados fueron:

1. Testigo absoluto (T. a.)

2. Tebuconazol mas Triadimenol (T. T.)
3. Pseudomona fluorescens (P.f.)

4. Pseudomonaaeruginosa (P.a.)

5. Bacillus subtilis (B.s.)

6. Burkholderia cepacia (B. c.)

7. Trichodermaviride (T. v.)

8. Quitosana (Q)

Elindculo para la multiplicacion de las bacterias se lo
preparo a partir caldo nutriente. Para la activacion de
la cada una de las cepas bacterianas, se afiadieron 5
ml del caldo nutriente en un tubo de ensayo 'y con el
asa de siembra se barrié con todo el crecimiento
bacteriano. Se sembro cada una de las bacterias por
separado e incubadas por 48 horas a 28 °C.

Elindculo para Trichoderma viride, se prepar6 a partir
del medio de cultivo (miel final de cafia 30 gr, levadura
detorula 3 gry agar al 2%) seguidamente se afiadio un
litro de agua destilada estéril y se realiz6 el mismo paso
empleado en las bacterias.

Disefio del experimento

Ta | Pt |Bs | TT | Q |Be¢|Pa Ty | REP
Pa|Bc | Q [Bg |Ta|Pf|Tv |[TT | REPI
Q |Pa|Ta | Pl | Bs|Tv|TT | B¢ |REPH

Alos 27 dias después de la plantacion de las posturas
detomate, seinicio laaplicacion de los microorganismaos
mediante el empleo de unatomizador manual hasta los
93 dias de edad de la planta. Se realiz6 cuatro
aplicaciones cada 10 dias. Todas las aplicaciones se las
realizaron en horas de la tarde. Cabe destacar que para
todas las aplicaciones se utiliz6 200 ml del inoculo
bacteriano o fingico para cada tratamiento.

Para la evaluacion de la intensidad de ataque de las
enfermedades foliares se tomaron 9 plantas por cada
tratamiento. Se empled una escala de seis grados segun
Rivas (1981) y Bernal (2006). Se calculé el grado
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de ataque de laenfermedad seguin la formula propuesta
por Vazquez (2008). La primera evaluacion se efectud
alos 5 dias después de cada aplicacion. Se utilizé el
riego manual, el cual se suspendi6 24 horas después de
laaplicacion de los tratamientos. La concentracion de

Tabla 1. Escala paraevaluar Alternaria solani Webber

Grado Categoria de atague
0 Sin sintomas
1 Aparician de las primeras manchas
2 Hasta un 10% AFA*
a3 Cesde 11 - 25% AFA
4 Cesde 26 — 50% AFA
7] Mas 50% AFA

* AFA = Area Foliar Afectada

Tabla 2. Escala para evaluar Stemphylium solani Webber

Srado Categoria de atague
1] Hojas Sanas
1 1 — & manchas { hoja
2 b —10 manchas / hoja
3 11— 15 manchas / hoja
4 18 — 20 manchas { hoja
a = 20 manchas { hoja

Tabla 3. Escala para evaluar Passalora fulvum Cooke

Srado

Categoria de ataque
Hojas Sanas
1 —20%
21 —40%
41 - B0%
B0 — 20%
= 81%

[ | R ] ] e R

Tabla 4. Escala para evaluar Xanthomona vesicatoria

Grado Categoria de atague

1] Hojas Sanas

1 1—152%

2 16 — 30%

3 31 —45%

4 46 — B0%

] = H1%

G4 = (M) x 100
(CxN)

Dénde:

GA=Grado de Ataque de laenfermedad

v = Indices de laescala (0, 1, 2, 3,4, 5)

n=Numero de plantas que hay con cada indice

C =Valor o grado mayor de la escala (en este caso 5)
N = Total de plantas u 6rganos

las suspensiones fueron ajustadas en el siguiente rango:
P. fluorescens 6,6 X 10°y 4,5 X 10°, P. aeruginosa
1,8 X 10°y 5,3 X 10° B. subtilis 1,5 X 10°y 6,5 X
10° B. cepacia4,9 X 10°y 7,8 X 10°y T. viride 5,2
X 10°y 8 X 10° esporas por cada ml.

El procesamiento estadistico de los datos consistié enel
andlisis de lavarianza en correspondencia con un Disefio
de Bloques al Azar, complementandose con una
comparacion de medias mediante laprueba de Duncan.
Se empled el paquete estadistico STATGRAPHICS
Centurion ver. XV- 11 del 2006.

RESULTADOSY DISCUSION

En la tabla 5, muestra los resultados obtenidos con la
utilizacionde losdiferentes tratamientos sobre laincidencia
de A. solani en condiciones de campo en los cuatro
momentosdeevaluacion. Todos lostratamientos mostraron
mayor efectividad que el testigo absoluto, pero noasi para
el tratamiento con Tebuconazol més Triadimenol. Alos 64
diasel mejor resultado se obtuvo con T. viride (11,85%)
condiferenciaestadistica con los demés tratamientos. La
mayor afectacion se obtuvo con la aplicacion de la
Quitosana y P. fluorescens (34,81 y 34,07%
respectivamente) sindiferenciaestadisticaentreellos, valores
casi iguales presentaron P. aeruginosa, B. subtilisy B.
cepacia

Enlasegunday terceraevaluacion se observaunatendencia
igualalaprimeraevaluacion exceptuandoal testigoabsoluto
quealcanzaunvalor superioral 50%. Enlacuartaevaluacion
se observa unatendenciaal incremento del porcentaje de
afectacion de laenfermedad siendo peroel testigo absoluto
y B. subtilis como los tratamientos de mayor grado de
afectaciony siendo el mejor tratamiento B. cepacia.

Tabla 5. Efecto de los diversos medios de control sobre
Alternaria solani Webber

Tratamientos Tiempo de Evaluacién
64 75 87 99
T.a 3407 c|a70d4a | 8407 c [ B03T C
T.T. 2370b | 2407a | 23,70a | 377Bab
P.f. 3407 c | 57,78a | 34810 | 4296ab
P.a 31,11 | 4000a| 37040 | 4888hb
bc
B.s. 2815b | 5630a | 33,33ab | 4863 c
B.c. 2519b | 481a| 41480 | 35.56a
T.v. 11853 | 3407 | 4583 |4815b
cd
Q. 3481 c | 3852 40,740 | 48, 15ab
EE(X) +' 2,37 3,33 347 348

Letras no comunes en una misma columna difieren por
Duncan a (p< 0,05) * Error estandar de la media
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Losresultados obtenidos ratifican lo realizado por Michel-
Aceves,etal., (2008) quienesevaluaron el control bioldgico
“in vitro” con Trichoderma sp., para el control de
enfermedades fungosas del tomate reduciendo el grado de
afectacion de A. solani y P. infestans. Este producto
constituye unaalternativa de control preventivo de estas
enfermedades en la agricultura urbana. Ademas estos
resultados reafirman T. viride es un hongo antagonistade
granimportanciaen el control de enfermedades en cultivos,
yaque controla unagran variedad de hongos patdgenos
fitopatdgenos. Este produce varios mecanismos de accion
(micoparasitismo, competicionyantibiosis), tiene lacapacidad
de producir varias enzimas (endoquitinasas, proteasas,
exoglucano a-1,3 glucosidasas, endoglucano a-1,6
glucosidasas) capaces de hidrolizar las paredes celulares de
numerosos hongos. Estas enzimas son inducidas por los
diferentes polimeros componentes de las paredes de distintas
estructuras de los hongos fitopatdgenosy por ende reduce
el grado de afectacion. (Miche-Aceves, 2001)

Losresultados obtenidos demuestran latendenciaprogresiva
de B. Cepaciaen ladisminucion del grado de afectacion de
la incidencia de A. solani en los cuatro momentos de
evaluacion. Parra, et. al., (2009) quienes estudiaron la
actividad antifiingica de B. cepaciaaisladade maizamarillo
bajo diferentes condiciones de cultivo, redujeron el grado
de afectacion de F. solani y F. moniliforme. Diversos
estudios demuestran la capacidad de esta bacteria en
producir sustancias quimicas quinolisidinicos de naturaleza
antibidtica, ademas produce antibidticos como: A,
cepacidina, B, xilocandinay pirrolnitrina; capases de inhibir
el desarrollo de diversos hongos fitopatogenos. (Parra, et.
al.,2009; Trujillo, 2007)

En latabla 6, se observa los resultados obtenidos con la
utilizacion de los diferentes tratamientos sobre laincidencia
S.solani en condiciones de campo, en los cuatro momentos
de evaluacion. Todos los tratamientos tuvieron mayor
efectividad queel testigo. Alos 64 dias losmejores resultados
se obtuvieron con Quitosanay B. subtilis (8,89y 10,37%)
condiferenciaestadisticarespectoalos demas tratamientos.
Lasmayores afectacionesse obtuvieron conlaaplicacion P,
aeruginosa P. fluorescens (22,96 y 22,22%
respectivamente) sindiferenciasestadisticasentre si. Valores
casi iguales presentan T. viride, B. cepaciay el Tebuconazol
més Triadimenol.

En la segunda, tercera y cuarta evaluacion, los mejores
resultados se obtuvieron conel B. cepaciay con laaplicacion
de Tebuconazol més Triadimenol (35,56 y 37,04%), con
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diferencia estadistica con los demas tratamientos. Las
mayoresafectaciones se manifestaron con B. subtilisy P.
aeruginosa (49,63 y 48,89%, respectivamente).

Tabla 6. Efecto de los diversos medios de control sobre
Stemphylium solani Webber

Tratamientos Tiempao de Evaluacion

64 75 87 99
T.a. 3208 d| 2000k | 37,0dah | 45,933k
T.T. 1630zhc | 13,333 | 2222a | 3556z
P.f. 2222 © |17 0dab | 36,30ah | 45,18ak
P.a. 22968 c | 1556ab | 28,18ab | 5407 b
B.s. 1037z | 2000k | 29,633k | 4074z
B.c. 1778 c | 12,582 | 38,30ah | 37 04a
T.v. 2074 c©| 11,852 | 4000k | 40,003
Q. 8.8% | 17.04ah | 37, 0dab | 4074z

EE(X) + 254 1592 442 329

Letras no comunes en una misma columna difieren por
Duncan a(p< 0,05) Error estandar de la media

Los resultados obtenidos coinciden con los de Bernal et
al., (2006), los cuales destacan que B. subtilis, es
conocido como antagonista de muchos hongos
fitopatdgenos. EI modo de accion de esta bacteria
es: La produccion de sideroforos, lacompetencia
por el sustrato en la rizosfera y filosfera de los
patogenos de las plantas, ademas producen anti-
biosis que son altamente fungo-toxicos; algunos
investigadores afirman que esta bacteria son
promotoras del crecimiento vegetal e inducen ala
planta a producir fitoalexinas que le proveen de
resistencia contra los hongos patdgenos.

Los resultados obtenidos con la aplicacion de la
Quitosana confirman con los alcanzados por
Dominguez, etal., (2007) quienes estudiaron el efecto
“invitro” de Quitosanaen el desarrolloy morfologia
de Alternaria alternata en tomate, reduciendo el
grado de inhibicion y crecimiento de este hongo. En
los Ultimos afios se le ha prestado especial interés a la
Quitosana por tener una doble utilidad: inhibe el
crecimiento micelial de algunos hongos fitopatogenos
y activan los mecanismos de defensa de las plantas en
el control de enfermedades causadas por hongos.
(Rodriguez-Pedroso, et al., 2006)

Existen diversos reportes en la investigacion agricola
donde consideran que la Quitosana un producto
obtenido de la desacetilacion alcalina de la quitina,
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que es principal componente del exoesqueleto de
crustaceos como el camarén y el cangrejo, como
un posible agente de control bioldgico que puede
producir antagonismo a muchos hongos
fitopatdgenos. De esto dependera del grado de
polimerizacion, de acetilacion, naturaleza del
hospedero, composicion de los nutrientes,
condiciones del medio ambiente y periodo de
incubacion, ademas mientras menor sea el grado
de polimerizacién de la Quitosana menor serael
numero de especies de hongos que controle.
(Porras, et al., 2009)

Enlatabla 7, se evidencia los resultados obtenidos
con lautilizacion de los diferentes tratamientos sobre
la incidencia P. fulvum en condiciones de campo,
en los cuatro momentos de evaluacion. Todos los
tratamientos tuvieron mayor eficacia que el testigo
absoluto en condiciones de campo. A los 64 dias el
mejor resultado se lo obtuvo con la aplicacion de
Quitosana con diferencias estadisticas con los
demas tratamientos (7,41). Las mayores
afectaciones se obtuvieron al aplicar los tratamientos

Tabla 7. Efecto de los diversos medios de control sobre
Passalora fulvum Cooke

Tratamientos Tiempo de Evaluacion
64 75 87 99

T.a 392 c| 20000 | 37,782 | 49030

T.T. 21480 | 1333 | 1 Ma| 2373
P.f. 1704ab | 12,582 | 37,04a | 38.52ab
P.a 14 81ab | 16,30ab | 26672 | 4444h
B.s. 27490 | 12593 | 28,293 | 36,3ab
B.c. 1852ab | 12,582 | 38,523 | 38.52ab
T.v. 26670 | 15,56ab | 40,003 | 42960
Q. 741a | 14,07ab | 36,304 | 33,33ab

EE(X) +' 383 1,87 5,30 491

Letras no comunes en una misma columna difieren por
Duncana (p<0,05)

de B. subtilis y T. viride (27,41 y 26,67%)
respectivamente, valores casi iguales presentaron los
tratamientos con la aplicacion Tebuconazol mas
Triadimenol, B. cepaciay P. fluorescens, excepto
P. aeruginosa con un valor de 14,81% con
diferencias estadisticas entre los demas tratamientos.

En la segunda, tercera y cuarta evaluacion, los
mejores tratamientos se obtuvieron con laaplicacion

de P. aeruginosay el Tebuconazol méas Triadimenol
(23,70y 26,67% respectivamente). Las mayores
afectaciones de la enfermedad se evidenciaron con
laaplicacion de P. aeruginosay T. viride (44,44
y 42,96%) respectivamente.

Los resultados obtenidos demuestran la efectividad
de la Quitosana, no hay reportes del control de
enfermedades en tomate mediante el uso de este
producto, pero Fernandez (2010), reporta ser un
producto antagonista en la disminucion del grado
de afectacion de Sclerotium folfsii en frijol. La
Quitosana se emplea principalmente como producto
que ayuda en el crecimiento de las plantas, debido
a sus propiedades se emplea como sustancia que
permite promover la defensa de las plantas contra
infecciones provocadas por hongos patogenos.

En la tabla 8, se observa los resultados obtenidos
con la utilizacion de los diferentes tratamientos sobre
la incidencia de Xanthomona vesicatoria, en
condiciones de campo. Todos los tratamientos mayor
efectividad que el testigo. Alos 75 dias, los mejores
resultados con la aplicacion de la Quitosanay T.
viride (14,07 y 14,81% respectivamente) con
diferencia estadistica entre si y con los demas
tratamientos. Las mayores afectaciones se obtuvieron
con laaplicacion de P. aeruginosay B. subtilis (20%
respectivamente) con diferencias estadisticas con los
demas tratamientos, valores casi iguales presentaron
los tratamientos con laaplicacion de Tebuconazol méas
Triadimenol, P. fluorescens y B. cepacia.

Tabla 8. Efecto de los diversos medios de control sobre
Xanthomona vesicatoria

Tratamientos Tiempo de Evaluacion
64 75 87 99

T. a A0,37 20,00z | 35 56ab | 31,113k
T.T. 2000a | 15562 | 25.93a | 22 9Ba
P.f 20,00a [ 17,043 | 37 04ab | 24 44a
P.a. 20,26a | 20002 | 26,67a | 3926 bc
B.s. 20,00a | 20,002 | 2815ak | 5704 d
B.c. 20,50a [ 16,313 | 37 78ab | 3926 bc
T.v. 2000a [ 14812 | 40000 | 4667 bc
Q. 2047a (14072 |37 04ab | 4518 ¢

EE(X) +* 289 | 318 3,80 3,03

Letras no comunes en una misma columna difieren por
Duncana (p<0,05) * Error estandar de la media

41



Utilizacion de antagonistas en el control de enfermedades foliares en tomate...

En la tercera y cuarta evaluacion los mejores
resultados se evidencian con la aplicacion de P.
fluorescens y Tebuconazol mas Triadimenol (22,96
y 24,44%), con diferencia estadistica respecto a los
demas tratamientos. La mayor afectacion se obtuvo
con laaplicacion de B. subtilisy T. viride (57,04 y
46,67%) respectivamente.

Los tratamientos aplicados con Quitosanay T.
viride, demuestran ser antagonistas de muchas
enfermedades que atacan al tomate. T. viride se
emplea para el control de otros patdgenos actuan
por diferentes mecanismos: hiperparasitismo, anti-
biosis, competencia de nutrientes y por el nicho
ecoldgico, las mas frecuentes son las dos primeras.

En su accion ademas intervienen varios factores que
pueden favorecer o no la actividad antagdnica del
microorganismo como son temperatura, pH,
humedad relativa y la presencia de otros
microorganismaos, entre otras varias especies de.
Controla hongos de géneros fitopatdgenos como:
Pythium, Phytophthora, Fusarium, Sclerotium
y Rhizoctoniay la Quitosana por su actividad anti-
fungica es un polimero biodegradable, no toxico,
bioactivo, que ha demostrado efectos fungicidas e
induce mecanismos de defensa en tejidos vegetales,
es considerado uno de los productos mas
prometedores para el control de varios hongos
fitopatdgenos. (Dominguez, et al., 2007)

CONCLUSIONES

1. Seencontraron diferencias estadisticas en laactividad
biocontroladorade los diferentes microorganismos frente
a Alternaria solani, Stemphylium solani, Passalora
fulvum, Xanthomona vesicatoria.

2. La cepa bacteriana mas recomendable parael con-
trol de A. solani fue Trichoderma viride y
Burkholderia cepacia, para Stemphylium solani fue
Quitosanay Bacillus subtilis, para Passalora fulvum
fue Quitosana y Pseudomona fluorescens y para el
control de Xanthomona vesicatoria fue Quitosanay
Trichodermavviride, en los cuatro momentos evaluados.

3. Parael control de las principales enfermedades foliares
del tomate y en los cuatro momentos de evaluaciones
los mejores tratamientos fueron: Burkholderia cepacia,
Trichoderma viride, Quitosana.
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