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Resumen

La Sigatoka negra causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis es la enfermedad mads
devastadora del cultivo de banano y platano alrededor del mundo. Hasta el momento el control
quimico ha demostrado ser la técnica mas eficaz, sin embargo esto ha generado problemas
ambientales y econémicos que han llevado al desarrollo de otras técnicas como el empleo de
formulaciones biologicas. En este trabajo se evalud el desempefio de dos formulaciones de
Bacillus subtilis EA-CB0015, una mezcla base agua, una emulsion y la suspension bacteriana.
En relacion al control de la enfermedad, el bioformulado que present6 los mejores resultados
fue la mezcla base agua: a nivel in-vitro la formulacion mezcla base agua inhibi6 el tubo
germinativo de ascosporas de M. fijiensis un 66,1% sin presentar diferencias significativas con
los controles quimico y bioldgico; a nivel de invernadero la mezcla agua fue la unica
formulacioén que presentd control sobre la enfermedad con un porcentaje de area necrosada de
2,29%, sin presentar diferencias significativas con el 1,0 % mostrado por el control quimico
Dithane®.

Se evalu6 la viabilidad de los bioformulados al ser sometidos a diversas condiciones
ambientales: En relacion a la viabilidad de las esporas de B. subtilis EA-CB0015 tras almacenar
las formulaciones por 6 meses a 4°C y 25°C se encontro que a 25°C todas perdian entre un 47 a
un 49% de la viabilidad sin presentar diferencias significativas entre ellas; mientras que a 4°C
practicamente no se presento pérdida significativa de la viabilidad.

Para Ia tolerancia de las bioformulaciones a la radiacion U.V., la emulsion fue el que mas
protegio a las esporas de B. subtilis EA-CB0015 con un #;50de 37,39 minutos, esto comparado a
la mezcla base agua con un #;5pde 7,77 minutos y a la suspension bacteriana con un #;55 de 6,67
minutos. Ninguna de las formulaciones evaluadas igualé al control biolégico Rhapsody®, el
cual mostr6 un #;5 mayor que 180 minutos y una reduccion total de 24,1% en 180 min.

Con relacion a la tolerancia a las mezclas de fungicidas se encontré que los bioformulados eran
altamente tolerantes, la formulacién mezcla base agua mostré un #;5 mayor a 25 horas para
todas las mezclas evaluadas y la suspension bacteriana un #;5 > 25 horas para 5 de las 8 mezclas
evaluadas.

Por ultimo se evalud el lavado con lluvia, alli la emulsion presentd el mejor comportamiento
con un porcentaje de adherencia a la superficie de 17,0% sin diferencias significativas con el
control positivo Rhapsody® (20,4%); la suspension bacteriana y la mezcla agua presentaron %
de adherencia de 5,3% y 4,5% respectivamente. Esto comparado a los controles quimicos
Bravonil® y Dithane® que presentaron porcentajes de adherencia de 83,7% y 80,4%.

Palabras claves: Formulaciones biologicas, Mycosphaerella fijiensis, Musa spp., Control
biolégico, Bacillus subtilis.
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1. Introduccion

El banano es uno de los productos de exportaciéon agricola mas importantes a nivel mundial. Es
cultivado en los cinco continentes y se convierte en alimento basico para millones de personas
en el planeta (Frison y Sharrock 1999). En términos de volumen, representa una de las primeras
frutas de exportacion y en términos econdémicos ocupa el segundo lugar después de los citricos
segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO,
2008). Anualmente en el mundo se comercializan cerca de 15 millones de toneladas de banano,
equivalentes a US $12.972°756.000, Colombia participa con el 12,32% de las exportaciones
con cerca de 1,8 millones de toneladas, equivalentes a US $1.660°924.230 (FAO, 2008).

La Sigatoka negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, es la enfermedad
mas devastadora de los cultivos de banano y platano en el mundo. Dicha enfermedad causa un
deterioro significativo en el area foliar, una disminucién en la productividad y en la calidad de
la fruta cuando no se le combate (Marin y Romero, 1992; Arias ef al., 2003; Marin et al., 2003).
En Colombia, se han reportado reducciones de hasta un 60% en el peso del racimo en
plantaciones donde no se le controla (Belalcazar, 1991).

El control quimico es el método mas utilizado para el combate de la Sigatoka negra lo que ha
llevado a un deterioro paulatino de la fauna, flora, suelos y fuentes acuiferas en las regiones de
cultivo (Astorga, 1999; Vindas et al., 2004). Por otro lado, el uso continuo e irracional de
fungicidas ha originado cepas de M. fijiensis resistentes a los ingredientes activos de algunos
productos, trayendo como consecuencia una disminucion en los agentes disponibles para su
control y un aumento en el nimero de ciclos de aspersion y en el costo de produccion de la
fruta (Marin et al., 2003). En la zona del Urabé antioquefio se ha estimado para el 2010 un
costo de fungicidas de US $18°700.000 para el control de la Sigatoka negra, esto sin tener en
cuenta los costos de la aerofumigacion (Gutiérrez, 2010). Todo esto mas la exigencia de
medidas de control ambientalmente seguras, hacen evidente la necesidad de investigar e
implementar estrategias de manejo sostenible como el control bioldgico.

Actualmente se han reportado microorganismos que ejercen un control sobre el crecimiento de
M. fijiensis y el desarrollo de la Sigatoka negra a escala de laboratorio, en invernadero y campo
(Gonzales, 1995; Miranda, 1996; Talavera, 1996; Salazar, 2005; Osorio, 2006; Ceballos, 2009),
sin embargo en Colombia no se encuentra registrado ningiin fungicida bioldgico producido en
el pais para el control de la Sigatoka negra (Navarro et al.,2004)

Ceballos (2009) hizo un estudio de la poblacion bacteriana presente en la filosfera de diferentes
cultivares de Musa spp. en el Uraba Antioquefio. En este estudio se aislaron 648 BAFE’s
(Bacterias aerobias formadoras de esporas) y se evaluo la capacidad antagonista de sus
metabolitos contra M. fijiensis in vitro. A partir de este estudio se selecciono la cepa B. subtilis
EA-CBO0015 como agente de control bioldgico por ser capaz de inhibir el crecimiento del hongo
en un 92% in vitro. En un estudio posterior, Proyecto Colciencias — EAFIT — Augura, codigo
12164030656 se desarrollaron dos formulaciones, una base agua y una emulsion de B. subtilis
EA-CBO0015 que son objeto de estudio en este trabajo.

En este trabajo se evalu6 la capacidad de B. subtilis EA-CB0015 de permanecer viable luego de
someter las formulaciones a un periodo de almacenamiento, la efectividad de las
bioformulaciones en el control del hongo y la enfermedad a nivel in -vitro y en invernadero.
También se determind si las formulaciones eran capaces de proteger el agente de control
biologico ante las condiciones medioambientales adversas a las que serian sometidos al
aplicarse en la planta. Por Gltimo, se evaltio la viabilidad de B. subtilis EA-CB0015 tras la
exposicion a la radiacion U.V. y la presencia de fungicidas quimicos, ademas de la adherencia
del bioformulado tras ser sometido al lavado por lluvia.



2. Materiales y métodos.

Microorganismo de estudio

Se empleo como ingrediente activo de las formulaciones la cepa de B. subtilis EA-CB0015
aislada de la filosfera por Ceballos en el 2009 de hojas de banano en el Uraba Antioquefio. Esta
cepa fue almacenada a -70°C en caldo TSB vy glicerol al 20% y fueron activadas en medio TSA
al 50%. Las cepas de M. fijiensis se aislaron de hojas de banano c.v. Gran Enano provenientes
de la zona de Urab4 - Antioquia en estadio seis de la enfermedad segun la escala de Fouré
(1982) y siguiendo la metodologia empleada por Cenibanano (Dupont, 1982).

Formulaciones de B. subtilis EA-CB0015

La produccion de los diferentes formulados de las cepas B. subtilis EA0015 se realizdé mediante
la produccion de biomasa en cultivo sumergido y posteriormente mezclando el cultivo
bacteriano con los componentes descritos en la tabla 1. El cultivo bacteriano se obtuvo
transfiriendo 20 mL de un cultivo nocturno obtenido en medio Finley (g/L: 3 extracto de
levadura, 1.9 peptona, y 0.0043 MnSO4.4H,0) en 180 mL de medio Finley contenido en un
erlenmeyer de 1 L e incubado por 72 h, 150 rpm y 30°C. Posteriormente a los cultivos
bacterianos obtenidos se les adicion6 0,5% V/V de acido propidnico y 3% V/V de buffer
fosfato 3 M pH 5 y se agitaron vigorosamente para luego ser utilizados en el procesamiento de
la formulacion mezcla base agua (MH20) y la emulsion aceite en agua (EMU).

La formulacién acuosa se prepar6 adicionando al cultivo bacteriano acidificado
carboximetilcelulosa (3,5 % p/V), acido propidnico (0,5 % V/V), glicerol (2 % V/V) y goma
Xanthan (0,1 % P/V). La mezcla fue agitada y almacenada a temperatura ambiente hasta su
posterior uso. La formulacién emulsion aceite en agua (EMU) se prepar6 adicionando al cultivo
bacteriano acidificado aceite de girasol (16,7 % V/V), goma Xanthan (0,6 % P/V), acido
propidnico (0,5 % V/V), buffer fosfato pH 5 3 M (3 % V/V) y tween 80 (2,3 % V/V). La mezcla
fue agitada y almacenada a temperatura ambiente hasta su posterior uso. La suspension
bacteriana (SB) consistié unicamente del cultivo bacteriano obtenido después de las 72 h de
fermentacion. En todos los casos la concentracion bacteriana de todos los formulados estuvo en
1x1078 £ 0,1 UFC/mL.

Los controles de los formulados sin suspension bacteriana fueron utilizados para los
experimentos de antagonismo in vitro contra M. fijiensis.

Tabla 1. Composicion de los diferentes formulados de B. subtilis

Tipo Siglas Composicion
Susp ension BS Cultivo bacteriano (100%)
bacteriana

Cultivo bacteriano (93,9%), carboximetil celulosa de sodio
CMC (3,5% w/v), buffer fosfato 3 M pH 5 (3% v/v), glicerol
(2 v/v), tween 20 (0.5% v/v), triton X-100 (0.5%), acido
propiodnico (0,5 v/v) y goma xanthan (0,1 w/v).

Mezcla base agua MH20

Cultivo bacteriano (76,7% v/v), aceite de girasol (16,7%
Emulsion EMU v/v), buffer fosfato 3 M pH 5 (3% v/v), tween 80 (2.3% v/v),
goma xanthan (0,6 w/v), &cido y propidnico (0,5 v/v)

Actividad antagénica de los formulados en base a B. subtilis EA-CB0015

Para la evaluacion del antagonismo de los formulados de B. subtilis EA-CB0015 a través del
tiempo se empleo la técnica de inhibicion de ascosporas descrita por Talavera y colaboradores




(1996) y empleada por Ceballos (2009). Se determino el efecto de las formulaciones de B.
subtilis EA-CBO0015 sobre el desarrollo del tubo germinativo de las ascosporas de M. fijiensis
en una hoja de banano sana. Para esto se recortaron discos de 9 cm de diametro de una hoja
numero | sana de la variedad Gran Enano, se desinfectaron sumergiéndolas por un minuto en
etanol al 70% y se hicieron tres lavados con agua estéril cada uno de un minuto, luego estos
discos fueron sumergidos en muestras de cada formulado que se encontraban almacenados por
tres meses a 25°C o a 4°C y se dejaron secar.

Las descargas de las ascosporas se realizaron siguiendo la metodologia de Dupont (1982): para
ello, se tomaron piezas de tejido infectado obtenido de plantas enfermas en estadio seis de la
escala de Fouré (1982) de la zona del Uraba antioquefio sin influencia de fumigacion aérea y se
graparon a discos de papel kraft con el envés de la hoja hacia el exterior. Estos discos se
humedecieron y guardaron en bolsas selladas durante 48 horas. Luego se realizaron las
descargas de ascosporas por una hora sobre el envés de los discos de las hojas con los
tratamientos y se incubaron en cajas Petri con un pedazo de papel humedecido a 21°C por 48
horas. Pasado el periodo de incubacion, el envés de las hojas se pintd con barniz transparente y
se dejo secar por 24 horas. El barniz fue retirado de la hoja y tefiido con safranina para
observar con la ayuda de un microscopio las ascosporas adheridas a este.

Para determinar la germinacion de las ascosporas se promedio la longitud (L) de los tubos
germinativos de 30 ascosporas por disco. La medicion se realizd6 con el programa de
procesamiento de imagenes Axio Vision® 4.2 de Zeiss® analizandose dos discos por
tratamiento.

La variable de respuesta evaluada fue el porcentaje de inhibicidon en la germinacion de las
ascosporas y se calculd considerando la germinacion de las esporas del control absoluto (C 4bs)
como 100% y utilizando la siguiente formula:

L.Cabs —L.trat

% de inh = T eohe

* 100 (ecuacion 1)

Donde:

L.Cabs: Longitud del tubo germinativo de las ascosporas de M. fijiensis para cada tratamiento
evaluado.
L.trat: Longitud del tubo germinativo de las ascosporas de M. fijiensis del control absoluto.

% de inh: % de inhibicion del tubo germinativo de las ascosporas de M. fijiensis.

Evaluacion de la viabilidad de los formulados en base a B. subtilis EA-CB0015

Para evaluar la vida util de la suspension bacteriana (SB), la mezcla base agua (MH20) y la
emulsion almacenadas a 25°C y 4°C se determind las UFC/mL a partir de la técnica de
diluciones seriadas y sembrado por superficie en medio TSA al 50% durante un periodo de 6
meses. Cada formulacion se almacené en recipientes de polietileno de baja densidad a las
temperaturas antes descritas: Un mL de cada formulacion se aflade a 9 ml de agua destilada
estéril en un tubo de ensayo, y luego se diluyen en serie hasta 10 * -5. Las cajas de TSA fueron
inoculados con 100 uL de cada dilucion y se incubaron durante 48 horas a 30 ° C por un dia,
posteriormente se hizo el conteo de UFC . Se realizaron dos réplicas por tratamiento.

Resistencia de B. subtilis EA-CB0015 a la radiacion U.V.

Para evaluar la tolerancia de los formulados de B. subtilis EA-CB0015 a la radiacion U.V., se
determino la viabilidad de B. subtilis EA-CB0015 antes y después de someter las formulaciones
aradiacion U.V., esto se realiz6 empleando la metodologia planteada por Boyd—Wilson (2002).



De cada formulacion se tom6 una muestra de 20 mL que fue sometida a una fuente de radiacion
Phillips U.V.-C (254 nm) de 30 Watts de potencia durante 180 minutos. La muestra se depositd
en un recipiente de vidrio con agitacion magnética a 22 cm de la fuente de radiacion y se
evalud la viabilidad en diferentes tiempos empleando las técnicas de diluciones seriadas y
sembrado por superficie descrita en el numeral anterior.

Evaluacion de la tolerancia de los formulados a las mezclas con fungicidas quimicos.

Para determinar si las formulaciones de B. subtilis EA-CB0015 pueden actuar en combinacion
con las mezclas de fungicidas quimicos se determiné la viabilidad de B. subtilis EA-CB0015
antes y después de someter las formulaciones a las mezclas de tanque empleadas para el control
de la Sigatoka negra en plantaciones comerciales. Para esto se tomaron muestras de 10 mL de
cada formulacion las cuales fueron sometidas a las diferentes mezclas de tanque descritas en la
tabla 3. Las mezclas de fungicidas quimicos se realizaron de acuerdo a lo descrito por Becerra
(2007). Para cada una de las mezclas se evalud la viabilidad de B. subtilis EA-CB0015
utilizando la técnica de diluciones seriadas y sembrado por superficie descrita anteriormente
(numeral 5.4.) en diferentes tiempos.

Resistencia de los formulados al lavado por la lluvia.

Para evaluar la susceptibilidad de los formulados de B. subtilis EA-CB0015 al lavado por la
lluvia se empleo la metodologia descrita por Brar y colaboradores (2007), se tomaron muestras
de 1 mL de cada formulado y se esparcieron uniformemente en una superficie plana de vidrio
pyrex previamente secada y pesada. La formulacion se dejo secar a 30°C por 2 horas, que
corresponde al tiempo minimo necesario recomendado por las casas productoras de
agroquimicos para garantizar adherencia de la mezcla en la hoja antes de que comience a llover
(Gutiérrez, 2010)

Cada placa se colocd a 2 cm por debajo de una bureta de 100 mL con 40 mL de agua destilada
que se dejo caer sobre la superficie a una velocidad de 20 mL/min. Durante el proceso la placa
se movio continuamente de abajo a arriba y de un lado a otro para lograr un lavado uniforme.

Terminado este proceso, se dejaron secar las placas a 30°C hasta peso constante y se pesaron.

Para esta evaluacion se empleo un disefio unifactorial en donde el factor evaluado fue tipo de
formulado con tres niveles (emulsion, mezcla base agua y caldo de cultivo), como variable de
respuesta se determind el porcentaje de adherencia a la superficie de vidrio empleando la
siguiente ecuacion:

_ Wformu —Wfinal

0 =
% de adh (1 Wformu —Wpyrex

) * 100 (cuacion 3)

Para:

W formu: Peso seco de la superficie de vidrio mas la formulacion luego de transcurrido 2
horas.

Wpyrex: Peso seco de la superficie de vidrio

W final: Peso de la superficie de vidrio mas la formulacion luego del lavado con 40 mL de agua
luego de alcanzado peso constante.

% de adh: Porcentaje de adherencia del formulado a la superficie luego del proceso de lavado.

Como control positivo se evaluaron los fungicidas Dithane F-MB®, Bravonil® y como control
biologico el fungicida Rhapsody®. Para cada ensayo se realizaron 3 réplicas por tratamiento.



Evaluacion del efecto de las bioformulaciones sobre la Sigatoka negra en invernadero.

Los experimentos a nivel de invernadero se llevaron a cabo para seleccionar las mejores
formulaciones de B. subtilis EA-CB0015 que controlan la enfermedad de la Sigatoka negra.
Este experimento se realizd6 en Medellin (Colombia) con condiciones de humedad entre 90 y
95% a temperatura entre 28 y 31 °C.

En el primero experimento, las plantas de banano cv. Williams fueron cultivadas en bolsas
plésticas hasta que alcanzaron 4 meses de edad. Cada planta fue posteriormente inoculada con
una suspension micelial de M. fijiensis de 10 dias de edad y al cabo de 12 dias de incubacion se
aplicaron las formulaciones de B. subtilis EA0015. Las formulaciones fueron diluidas hasta una
concentracion de 1*10*"8UFC/mL y se asperaron 30 gotas/cm” con un aerégrafo (Mini Spray
gun with cup K-3®) a una altura de 30 cm de las hojas. El grado de severidad de la enfermedad
fue determinado al cabo de 1 mes de la aplicacion de los formulados con la escala de Fouré
(1982). Para ello se tomaron fotos de las hojas y se determiné el area necrosada con el software
Axio Visio® 4,2 de Zeiss®.

En este experimento se utiliz6 un disefio unifactorial completamente aleatorio con tres replicas
por tratamiento y 6 plantas por réplica. Se utilizaron como control negativo aplicacion de agua
estéril y como control positivo Dithane® segun las recomendaciones del comerciante.

Resultados
Evaluacion de la actividad antagonica de los formulados

En la grafica 1 se observa que la formulacion mezcla base agua (M H20) fue la formulacion
que mostré una mayor capacidad de inhibir al patdogeno, con un porcentaje de inhibicion del
tubo germinativo de 66,1+ 4,3%, ésta no presentd diferencias significativas con los controles
positivo quimico y biologico (C+quimico, C+bioldgico) con porcentajes de inhibicion de 90,1+
1,61% y 75,2 £ 10,43% respectivamente. La emulsion y la suspension bacteriana fueron los
tratamientos que mostraron la menor capacidad de inhibir el patégeno, con porcentajes de
inhibicion de 33,0+ 2,7% y 40,6+ 5,1%, respectivamente; valores significativamente inferiores
a los presentados por los controles positivos pero sin diferencias estadisticas entre ellos.
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Grafica 1. Porcentaje de inhibicion del tubo germinativo de las formulaciones de B. subtilis
EA-CBO0015 luego de tres meses de almacenamiento.

Evaluacion de la viabilidad de los formulados en base a B. subtilis EA-CB0015

Como se aprecia en la grafica 2, para todas las formulaciones la temperatura de almacenamiento
de 25°C generé una mayor disminucion en la viabilidad de B. subtilis EA-CB0015 con
porcentajes entre 44,7 % y 47,1 %, sin diferencias significativas para los diferentes formulados,



ésto comparado con la temperatura de 4°C en donde se obtuvieron disminuciones entre -35,0 %
y 8,1 %. En esta temperatura, la mezcla base agua (M4) presentd un crecimiento en las UFC/mL
del 35,0 % luego de los 180 dias de almacenamiento mientras que la suspension bacteriana y la
emulsion presentaron reducciones inferiores al 10,0 % sin diferencias entre ellas. Estos
resultados sugieren que al inicio del almacenamiento hay un aumento celular debido
posiblemente a una germinacion de las esporas de B. subtilis EA-CB0015 y posteriormente una
division celular por consumo de algunos nutrientes presentes en la formulacion y que la mayor
muerte celular a temperatura de 25°C podria sugerir que a estas condiciones de temperatura las
células se dividen pero igualmente ocurre lisis celular con el paso del tiempo.
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Grafica 2: Porcentaje de muerte de las formulaciones de B. subtilis EA-CB0015 después de 180
dias de almacenamiento a dos temperaturas (4°C y 25°C).

o Resistencia de B. subtilis EA-CB0015 a la radiacion U.V.

En la grafica 3 se observa que las formulaciones en base agua (M H20) y suspension bacteriana
(SB) muestran un descenso significativo en el nimero de UFC/mL, la suspension bacteriana
pierde el 100% de su viabilidad a los 60 minutos, mientras que la formulacion en base agua
pierde el 99 % a los 180 minutos, esto a diferencia del control biologico Rhapsody® el cual
mantiene su viabilidad constante durante todo el tiempo de evaluacion.
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Grifica 3. Cinética de viabilidad de las formulaciones de B. subtilis EA-CB0015 expuestas a la
radiacion U.V. (254 nm).



e Evaluacion de la tolerancia de los formulados a las mezclas con fungicidas quimicos.

En la siguiente grafica se muestra la interaccion entre los factores tiempo y tipo de formulacion,
independiente del factor mezcla de fungicidas.
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Grafica 4. Cinética de viabilidad de las formulaciones expuestas a mezclas con fungicidas
quimicos.

En la grafica 4 se muestra que la formulaciéon mezcla base agua (M H20) presentd una menor
muerte celular en el tiempo que la suspension bacteriana (SB), esto independiente de las
mezclas de fungicidas evaluadas. La suspension bacteriana comenzé a presentar una perdida en
la viabilidad a partir de la tercera hora hasta alcanzar una pérdida maxima de 36,3 % a la hora
25, comparado a la mezcla de base agua que en la hora 25 presentd una reduccién en la
viabilidad del 20,1 %.

Ademas, la formulacion mezcla base agua para todas las mezclas fungicidas presentd un ;5
mayor a veinticinco horas y la suspension bacteriana presento un #,50 mayor a 25 horas en cinco
de las ocho mezclas de fungicidas.

e Resistencia de los formulados al lavado por la lluvia.
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Grafica S. Porcentaje de adherencia a la superficie de las formulaciones del B. subtilis EA-
CBO0015 luego de ser sometidos al lavado simulado por lluvia.



En la grafica 5 se aprecia que la emulsion fue la formulacion de B. subtilis EA-CB0015 que
presentd mayor adherencia con un porcentaje de adherencia de 16,9%. La suspension bacteriana
y la mezcla agua mostraron menor capacidad con porcentajes de adherencia estadisticamente
similares de 4,5% y 5,3%. respectivamente. Todos los formulados de B. subtilis EA-CB0015
presentaron una adherencia inferior a la presentada por los controles quimicos Dithane® y
Bravonil® con porcentajes de adherencia de 80,4% y 83,7% respectivamente. Con relacion al
control biologico Rhapsody®, el cual presentd un porcentaje de adherencia de 20,4%., solo la
emulsion mostréo una capacidad de adherencia similar. Estos resultados sugieren que las
formulaciones en base a B. subtilis EA-CB0015 poseen mayor afinidad por el agua que por la
superficie de la placa de vidrio utilizado en este experimento, lo que conlleva a replantear la
composicion de los formulados en orden a mejorar su resistencia al lavado por la lluvia.

Evaluacion del efecto de las bioformulaciones sobre la Sigatoka negra en invernadero.
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Grafica 6. Porcentaje de area necrosada de la hoja nimero uno de plantas de banano cv.
Williams infectadas con M. fijiensis y tratadas con las formulaciones de B. subtilis EA-CB0015.

Como se observa en la grafica 7, la formulaciéon base agua con un porcentaje de area necrosada
de 2,3+ 1,1% y el control positivo Dithane® con 1+ 0,53 % de area necrosada fueron los inicos
tratamientos que mostraron algln tipo de control sobre la enfermedad, mostrando diferencias
estadisticas con el 16,3+ 4,6 % de area necrosada de las plantas no tratadas. La suspension
bacteriana con un porcentaje de area necrosada de 9,4+ 2,6 %, la emulsion con 10,9+ 0,8% vy el
control biologico Rhapsody® con 7,6+ 1,4 % no presentaron diferencias significativas con las
plantas no tratadas.

DISCUSION

Se encontrd que la formulacion mezcla base agua de B. subtilis EA-CB0015 fue capaz de inhibir
el crecimiento del patogeno en un 66,1%. Esta present6 un control similar al alcanzado con dos
productos, uno quimico y uno biologico (Dithane® y Rapsody®) registrados para el control de
la Sigatoka negra en banano. Esto es compatible con los resultados reportados por otros autores:
Ceballos, 2009 encontrd que el sobrenadante libre de células de la cepa B. subtilis EA-CB0015
sin formular presentd un porcentaje de inhibicion del tubo germinativo de las ascosporas de M.
fijiensis a nivel in vitro de 84 % en una prueba de inhibicion del tubo germinativo similar a la
descrita en el numeral 5.3., ese porcentaje de inhibicion que fue superior al hallado en este
trabajo, puede deberse a que al adicionar los aditivos para la formulacion los productos de la
fermentacion de B. subtilis EA-CB0015 fueron diluidos.

Otra de las caracteristicas que debe cumplir un formulado bioldgico para que se considere
aceptable es conservar la viabilidad del agente biologico. Brar y colaboradores (2006) utilizaron
el acido propionico como un agente antimicrobiano para una formulacion en base a Bacillus



thurigiensis. De este estudio se selecciono este adjuvante para las formulaciones en base a B.
subtilis EA-CB0015 como un agente que evitaria la contaminacién con otros microorganismos,
sin embargo no se evaltio si el 4cido propidnico también tiene un efecto toxico contra las
esporas y por tanto no se observo si es el responsable de la muerte de la cepa. Andrews (1992)
afirmé que es permisible una reducciéon méaxima de la viabilidad de la cepa del 30% en un
periodo de 6 meses, de hecho el control biolégico utilizado para esta investigacion y
comercializado en Colombia bajo los nombres de Serenade® registro ICA No. 5973 y
Rhapsody® registro ICA No. 5770 garantizan un control efectivo y viabilidad de la cepa
durante dos afios luego de la fabricacion del producto (Informacidon sobre el producto,
http://www.agrocorp.com.co/file/ftecnica/ft RHAPSODY .pdf, consultada Junio 20 de 2011).
Los datos sobre viabilidad encontrados en este trabajo evidencian que para que las
formulaciones cumplan con los requerimientos minimos de viabilidad para su comercializacion
deben ser refrigeradas y para lograr que puedan conservar la viabilidad al ser almacenadas a
temperatura ambiente es necesario modificar su composicion o agregar algun tipo de
coadyuvante.

La emulsion fue la formulacion de B. subtilis EA-CB0015 que presentd el mejor desempefio en
la prueba de resistencia a la radiacion U.V., este comportamiento puede deberse al color blanco
del formulado capaz de reflejar la radiacion (Boyd-Wilson, ef al., 1998; Sudin & Jacobs 1999;
Jacobs, Carroll & Sudin 2005), sin embargo, se recomienda la adicion de un protector U.V.
como lignina en emulsion, lignosulfonato de sodio, rojo congo, acido folico y acido p-
aminobenzoico que proteja a las bacterias del potencial dafio causado por la radiacion (Brar et
al.,2006; Sheyler et al., 2009). En estudios similares Scheiler y colaboradores (2009)
evaluaron la viabilidad de una cepa de Bacillus spp. en emulsion al ser expuesta este tipo de
radiacion: La formulacion que no contenia lignina como protector U.V. present6 una reduccion
de la viabilidad celular del 51% después de 31 horas de exposicion a la radiacion U.V.-A y
U.V.-B solares. La formulacién que contenia lignina, en esas mismas condiciones, presentd una
reduccion de la viabilidad del 16%.

Por otro lado se encontr6 que la formulaciéon en base agua de B. subtilis EA-CB0015
permanecié 25 horas en contacto con las mezclas de tanque actualmente empleadas en los
cultivos comerciales de banano sin perder la viabilidad del 50 % de las esporas de B. subtilis
EA-CB0015, alcanzando reducciones promedio de solo el 20,1 % en la viabilidad; inclusive
para el caso de la suspension bacteriana se encontrd que en cinco de las ocho mezclas fungicidas
evaluadas la cepa no perdid mas del 50% de la viabilidad a las 25 horas. Estos resultados
sugieren que estas formulaciones tienen una alta tolerancia a las mezclas de fungicidas
quimicos empleados para el control de la Sigatoka negra. Esto representa una ventaja de la
formulaciéon desarrollada ya que puede emplearse en programas de manejo integrado en donde
se implemente el control bioldgico en combinacion con el producto quimico.

El lavado por lluvia es otro factor ambiental al que estan sometidos los formulados al ser
aplicados en la planta, los resultados obtenidos en este estudio con relacion a esta presion
ambiental muestran una pobre adhesion de los formulados a la superficie evaluada. La
formulacién en emulsion fue la que presentd el mejor comportamiento con un porcentaje de
adherencia de 16,9%, resultado muy inferior a lo reportado en la literatura. Jaronski (2010)
realizd6 un estudio en donde evaluo algunos factores ambientales de formulaciones en
suspension acuosa basadas en hongos ascomycetes, entre ellos el lavado por Iluvia y obtuvo
porcentajes de adherencia entre 51- 56% cuando se expusieron a una llovizna controlada en el
laboratorio durante 30 minutos correspondiente a 27 mm de lluvia en superficie bidtica. Por
otro lado, los resultados obtenidos en este estudio indican que es necesario la adicion de algiin
coadyuvante, entre ellos se deben considerar polimeros acrilicos (Quong y Nielsen, 2003) o
surfactantes siliconados de la familia de los alquil alcoxilatos (Humble et al., 2003).

Por altimo se evaluo el efecto de los formulados sobre la enfermedad a nivel de invernadero. La
formulacién mezcla base agua fue la unica formulacion de B. subtilis EA-CB0015 que generd
un control de la enfermedad en invernadero con un porcentaje de area necrosada de 2,3%,
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resultado muy similar al obtenido con el control positivo Dithane® en donde la enfermedad
alcanz6 un porcentaje de area necrosada del 1,0 %.

A pesar de los resultados promisorios encontrados en este estudio para los formulados de B.
subtilis EA-CB0015 en el control de M. fijiensis y de la Sigatoka negra a nivel in vitro e
invernadero, especialmente para la formulacién mezcla base agua, los resultados relacionados
con la tolerancia a los factores ambientales indican que es necesario trabajar en el mejoramiento
de las formulaciones, especialmente enfocadas en estrategias que permitan mejorar la tolerancia
a la radiacion U.V., y la resistencia al lavado por lluvia, ademas que la formulacion aumenta la
viabilidad del microorganismo comparado con la cepa sin formular en suspension bacteriana.

CONCLUSIONES:

Los formulados con base en B. subtilis EA-CB0015 almacenados a 25°C presentaron una mayor
pérdida en la viabilidad etre 44 y 47% en comparacion con aquellas almacenadas a 4°C que
mostraron pérdidas insignificativas luego de 180 dias de almacenamiento.

La formulacion mezcla base agua de B. subtilis EA-CB0015 fue la formulacion que present6 el
mayor porcentaje de inhibicion del tubo germinativo de M. fijiensis con un porcentaje inhibicién
de 66,1% sin diferencias significativas con el control quimico (Dithane®) y bioldgico
(Rhapsody®).

La formulacion en emulsion fue la que presentd menor perdida en la viabilidad de las esporas de
B. subtilis EA-CB0015 al ser expuesta a la radiacion U.V. (254 nm) con un #;5 de 37,4 minutos.
La mezcla base agua y la suspension bacteriana fueron los formulados mas susceptibles a la
radiacion U.V. con un #;59de 7,8 y de 6,7 minutos respectivamente. Esto comparado al control
positivo Rhapsody® que mostré una reduccion del 24,1% de la viabilidad celular durante los
180 minutos y un #;5 mayor que 180 minutos.

La formulacion mezcla base agua de B. subtilis EA-CB0015 presentd la menor pérdida en la
viabilidad al estar en contacto con las mezclas de tanque de fungicidas empleados en el control
de la Sigatoka negra en comparacion con la suspension bacteriana con reducciones en la
viabilidad de las esporas inferiores a 36,7% luego de 25 a horas a diferencia de la suspension
bacteriana que presentd un pico maximo de 75,21% de reduccion en la viabilidad para todas las
mezclas de fungicidas quimicos evaluados. Sin tener en cuenta el efecto de los tipos de mezcla
fungicida, la formulacién mezcla base agua presentd una reduccion de la viabilidad de 20,1 %,
mientras que la suspension bacteriana present6 una reduccion del 36,4%.

La emulsion con base en B. subtilis EA-CB0015 fue la formulaciéon que presentd la mejor
adherencia a la superficie luego de realizada la prueba de lavado simulado con un porcentaje de
adherencia de 16,9% sin diferencias significativas con el control positivo Rhapsody®. Los
controles quimicos Bravonil® y Dithane®, ambos fungicidas protectantes, presentaron un
porcentaje de adherencia de 83,7% y 80,4% respectivamente.

La formulacion mezcla base agua fue la formulacion de B. subtilis EA-CB0015 que ejercio el
mejor control de la enfermedad a escala de invernadero con un porcentaje de area necrosada de
2,29% sin diferencias significativas con el control quimico Dithane® (1,0 %) y estadisticamente
inferior al porcentaje de area necrosada presentado por el Rhapsody® (7,63%). La formulacion
emulsion fue la que present6 el menor control de las formulaciones de B. subtilis EA-CB0015
con un porcentaje de area necrosada de 10,9% el cual no difiri6 estadisticamente del control
negativo (16,3%).
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