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CASTRO MARTIN, M O. 1998 Las rizobacterias y enmiendas organicas en la induccién de

resistencia a geminivirus en el cultivo del tomate.

Palabras Claves: rizobacterias, enmiendas orgdnicas, Induccion, resistencia sistémica, geminivirus,

Bemisia tabaci, tomate.

RESUMEN
Se evalud el efecto de cinco rizobacterias y dos enmiendas organicas en la promocion del
crecimiento v en la mduccién de resistencia sistémica contra geminivirus en plantas de tomate de
dos variedades: Hayslip, susceptible al geminivirus y 8429 de resistencia intermedia.

Se establecio un disefio completamente al azar con 12 tratamientos y cinco repeticiones para
cada una de las dos variedades de tomate.

Todos los tratamientos fireron inoculados con geminivirus a excepcion del testigo absohuto (T12) el
cual se mantuvo en invemadero, los demas tratamientos fueron evaluados en el campo
semanaimente.

El geminivirus fue inoculado en las plantas por medio del vector: Bemisia tabaci
(Gennadius) manteniendo las microjaulas con cuatro moscas blancas adultas viruliferas en cada
planta por cuatro dias La deteccién del geminivirus en las plantas se realizé por medio de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Las rizobacterias evaluadas en el experimento fueron dos de la coleccion MIP-CATIE:
Bacillus cereus {Frankland y Frankland), Pseudomonas cepacia (Palleroni y Holmes) y tres
aisladas de raices de plantas de tomate colectadas en las comunidades de Guayabo (Cartago) y
Grecia (Alajuela): Bacillus sp, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas sp. Las enmiendas
organicas utilizadas fueron: Compost v bocashi. La inoculacion de las rizobacterias se hizo por
medio de bacterizacion a la semilla.

Las variables evaluadas fueron: altura, severidad de la enfermedad y produccion de
biomasa. Los tratamientos con compost y bocashi mas las rizobacterias resultaron ser los mayores
promotores de crecimiento (altura y biomasa)en las dos variedades de tomate evaluadas.

La induccién de resistencia sistémica en las plantas de la variedad Hayslip se dio con las
enmiendas organicas y con el tratamiento que tenia compost mas la mezcla de rizobacterias. Para la
variedad de resistencia intermedia 8429 se dio con los tratamientos que tenian la enmienda orgéanica
mas la mezcla de rizobacterias, ademas con los tratamientos: Bacillus cereus, Pseudomonas cepacia

y 1a mezcla de las cinco r1zobacterias.



CASTRO MARTIN, MO 1998 The rhizobacterias and organic amendments in the induction of

resistance a geminivirus in tomato plants

Keywords: rhizobacterias, organic amendment, induction, systemic resistance, geminivirus, Bemisia

tabaci, tomato.

SUMMARY
Five rhizobacterias and two organic amendments were evaluated for growth promotion and induced
resistance against geminivirus with two cultivars of tomato.
The tomato cultivars were Hayslip, geminivirus susceptible and 8429, of moderate resistance.

It was established with twelve treatments and five repetitions in a completely random
design. All treatments were inoculated with geminivirus, except for the absolute control (T12);
these last grown under greenhouse conditions. Al other treatments were field evalnated weekly.

Four adult virulent whiteflies were maintained in microcages on the plants for four days,
used for the geminivirus transmission Polymerase Chain Reaction (PCR) was used to detect the
presence of geminivirus on inoculated tomato plants.

The treatments consisted of the application of two different rhizobacteria stramns from the
MIP-CATIE collection: Bacillus cereus (Fravkland and Frankland) and Pseudomonas cepacia
(Palleroni and Holmes) and three other rhizobacteria isolated from the roots of tomato plants
collected from the field: Bacillus sp., Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas sp. Two organic
amendments were used: Compost and Bocashi, and the rhizobacterias were seed inoculated

Plant height, biomass production and the disease severity of plants were evaluated. These
treatments, with organic amendments and/or the application of the organic amendment plus the five
thizobacterias, promoted growth in both cultivates of tomatoes

The systemic resistance induction of Hayslip cultivars was achieved with the
organic amendments and with the treatiment that the compost had plus the five rhizobacterias.
For the 8429 cultivars of moderate resistance the systemic induction was achieved through the
treatments that the organic amendment had plus the five rhizobacterias, in addition to the

treatments: Bacillus cereus, Pseudomonas cepacia and the mixture of the five rhizobacterias

Vi
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Las rizobacterias y enmiendas orginicas en la induccion de resistencia a

geminivirus en el cultivo de tomate

1. INTRODUCCION

De la gran diversidad de hortalizas de follaje v fruto que se producen a nivel
centroamericano, el tomate es el mas importante, tanto por la superficie dedicada a la siembra,
como por el valor de produccién que puede alcanzar mas de USS$ 50 millones por afio; ademas por
sy alto valor nutricional, siendo una fuente importante de vitaminas y minerales El tomate es
producido en Centro América principalmente para consumo en fresco; sin embargo, en los ultimos
afios, el uso del tomate en la industria ha aumentado, lo que ha producido un incremento en el area
de siembra. La mayvor parte de fas 21 000 ha cultivadas se siembran en Guatemala (9 600 ha) y
Honduras (3.500 ha)), fo que representa el 62 % del total del 4rea sembrada en Centro América.
Los principales problemas reportados en el cultivo son los insectos y las enfermedades plaga debido
a ellas se registran altas perdidas en el rendimiento Los productores han respondido a las pérdidas
en la produccion debidas a las plagas con una alta inversion de recursos en su combate. En la
region Centro Americana el gasto de plaguicidas para el control de insectos v enfermedades

o

representa entre el 12% y 22% de los costos directos de produccion (CATIE/MIP 1990).

Las plantaciones en América Central se establecen por dos sistemas de siembra: directa y
trasplante; Costa Rica es el Unico pais en donde esta generalizada la siembra directa, en los otros
paises de América Central el trasplante es comiunmente utilizado La siembra directa reduce el ciclo
del cultivo en 22-30 dias y disminuve las enfermedades puesto que la planta no sufre los
traumatismos que provoca el traspiante, sin embargo hay que luchar con las malezas en las

primeras semanas del cultivo (CATIE/MIP 1990)

En esta regidn la produceidn de tomate es perjudicada por los geminivirus transmitidos por
la mosca blanca, Bemisia tabaci Gennadius (Homoptera: Aleyrodidae), disminuyendo los niveles de
productividad y calidad del tomate, asi como de otros cultivos de gran importancia economica
(algodén, tabaco, frijol, chile y melon) Algunos de estos cultivos se comercializan en el ambito
local v otros son productos de exportacion, por lo que las consecuencias negativas de la plaga

inciden en las economias domesticas y en los ingresos de divisas (Saborto 1994).
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El combate con insecticidas de B rabaci como vector, no es una solucién viable al
problema, debido a la capacidad destructiva de dichos virus y a la gran eficiencia de ésta como
vector, densidades bajas (menos de dos adultos/planta) pueden infectar todas las plantas de una
parcela v a veces las pérdidas son totales Un esquema propuesto para su control consiste en
retardar la infeccion de las plantas, al evitar contacto entre el vector y la planta durante el pericdo
¢ritico del tomate a los geminivirus Dado que el cuitivo es mas sensible durante los primeros 60
dias desde la siembra, esto podria lograrse mediante practicas agricolas (Hilje y Cubillo 1995). Para
los primeros 30 dias se ha tenido éxito al establecer almacigos cubiertos con mallas finas, en

recipientes que eviten el estrés del transplante (Rivas Platero et a/ 1993, Cubillo ef a/ 1994)

Las plantas susceptibles a enfermedades pueden, (hasta cierto grado) incrementar su
resistencia a patogenos sin alterar su constitucién genética, como consecuencia de un estimulo
externo; conocido como resistencia inducida. El mecanismo de defensa se desata por los cambios
metabdlicos que le permiten a la planta defenderse contra los patdgenos de manera mas eficiente y

en menor tiempo (Steiner v Schonbeck 1995).

Algunos de los microorganismos epifiticos v endofiticos presentes en las plantas pueden
inducir resistencia a patdgenos, entre estos las bacterias que tienen la capacidad de colonizar las
raices (rizobacterias) ejercen efectos benéficos, tales como promover el crecimiento de las plantas y
actuar como agentes de control biolégico (Schroth y Hancock 1982). La promocion del crecimiento
es un fenomeno relacionado a la induccién de resistencia; la cual tiene la ventaja de estimular
mecanismos de defensa en plantas totalmente susceptibles a una enfermedad. En ciertos casos, la
induccion de resistencia puede ser permanente, protegiendo asi la planta durante todo su ciclo de
vida Otra ventaja es que puede ser sistémica, cuando la induccidn en un sitio puede servir para

otras partes de la planta (Gutiérrez 1996)

Segun (Higa v Parr 1994) las enmiendas organicas poseen cualidades para suprimir
enfermedades e inducir el crecimiento en las plantas  Su utilizacion, tanto como la de las
rizobacterias para promover el crecimiento e inducir resistencia, podrian ofrecer una alternativa para
disminuir la intensidad de aplicaciones de plaguicidas, lo que los convertiria en un componente
importante en un programa de manejo integrado de plagas Este efecto contribuiria a aliviar los
efectos adversos sobre los ecosistemas, de modo que sea posible producir eficientemente, al tiempo

que se conserven los recursos disponibles en el medio
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Inducir resistencia sistémica a geminivirus en dos variedades de tomate, mediante el uso de
rizobacterias y enmiendas organicas como promotores del crecimiento y activadores de los

-

mecanismos de defensa en las plantas.
2.2 Objetivos especificos

Evaluar la eficiencia de las rizobacterias y enmiendas organicas (Compost y Bocashi) en la

induccion de resistencia en plantas de tornate

Determinar si las rizobacterias v enmiendas organicas influyen en ciertas variables de

crecimiento como: altura de la planta, biomasa y fructificacion.

3. HIPOTESIS

Las rizobacterias v las enmiendas organicas no activan los mecanismos de defensa natural
de las plantas de tomate, por lo que no le confieren resistencia contra el geminivirus, ni promueven

su crecimiento

La relacién rizobacteria-enmienda organica no tiene ningin efecto en la induccidn de

resistencia en plantas de tomate



4.  REVISION DE LITERATURA

4.1. Descripcion botanica del cultivo

E! tomate (Lvcopersicon esculentum Mill) pertenece a la familia de las solaniceas v es
originario de América. Posee tallos herbiceos y ramificados sus hojas son alternas, con bordes
dentados y cubiertas por tricomas o pelos. La inflorescencia estd compuesta por un racimo de
cuatro a cineo flores amarillas, con cinco o mas léculos  El fruto es una baya dividida en dos 6 mas
secciones conteniendo las semillas, maduro es rojo o amarillo, los hay de diferentes formas
(Chamarro Lapuerta 1995).

Por su habito de crecimiento, los cultivares de tomate se clasifican en determinados o
indeterminados. Los determinados son de tipo arbustivo, de porte bajo y compacto, con
inflorescencias apicales Las etapas fenoldgicas del cultivo estan bien definidas, y la produccién del
fruto se concentra en periodos relativamente cortos Los indeterminados poseen inflorescencias
laterales vy su crecimiento vegetativo es constante; la floracion, fructificacidn y cosecha se

prolongan por periodos extensos (CATIE 1990).
4.2, Fenologia del cultive

La diversidad de microclimas en los que se cultiva ¢l tomate hace dificil una generalizacion
de la fenologia del cultivo. Sin embargo, se pueden establecer los estadios de desarrollo y su
duracién para una de las condiciones comunes de las 4reas tomateras de la regién  La plantula de
tomate se mantiene en el semillero por 20-25 dias, luego del trasplante el tomate continia en su
etapa vegetativa por unos 30-35 dias mas y a los 50-60 dias inicia la floracion La etapa
reproductiva, floracion y fructificacion, se extiende por unos 32-40 dias antes de la cosecha, la cual
se inicia a los 62-75 dias después de la siembra Bajo condiciones de buena nutricion y buena
sanidad del cultivo, se realizan hasta 6 o 7 cortes, segin la variedad, durante un periodo de 20 -25
dias El ciclo total del cultivo desde la siembra hasta el ultimo periodo de corte oscila entre los 82 y
los 100 dias (CATIE 1990).



(¥ [}

4.3. El vector: Taxonomia, biologia y ecologia

En las regiones subtropicales, tropicales y templadas del mundo se ha incrementado la
presencia y distribucién de geminivirus transmitidos por la mosca blanca, (Bemisia tabaci
{Gennadius) (Homoptera: Aleyrodidae) (Brown 1994).

El problema fitosanitario creado por esta especie de mosca blanca asociado con la presencia
del geminivirus es muy complejo, debido a los siguientes factores: la especie tiene gran plasticidad
genética; gran variacion morfologica de las ninfas, la capacidad para desarrollar rapidamente
resistencia a los insecticidas v existencia de varias razas o biatipos (Brown 1990). Antes de 1961 la
B tabaci no se conocia como una plaga en Centro América; su primera aparicién como tal se
registré durante el ciclo algodonero de 1961-1962 en El Salvador  En 1964 apareci6 en Honduras y
en 1965 en Guatemala y Nicaragua (CATIE/MIP 1950).

Segiin Greathead (1986) B rabaci tiene un amplio ambito de hospederos, es un insecto
polifago; en el plano mundial se le ha asociade con al menos 500 plantas hospedantes. Segun
Bonilla (1993) la relacién virus-vector es del tipo persistente-circulativa; las particulas virales
pueden ser adquiridas por el insecto al alimentarse de una planta enferma, las cuales circulan en su
cuerpo. Dependiendo del tipo de geminivirus y la temperatura ambiental, la mosca estara lista para
transmitir el virus durante los préximos 10 dias, intermitentemente. La especie alcanza poblaciones
desmesuradas; en especial durante la estacion seca (Hilje 1995) Al aumentar la temperatura y bajo
condiciones de alta humedad relativa (provocada artificialmente por la irrigacién del tomate), se
presentan condiciones ideales para el crecimiento poblacional de esta plaga del tomate (Hilje e ol
1993).

Segun Gill (1990), la mosca blanca presenta seis estados de vida: el huevo, primer estadio
ninfal, dos estadios ninfales sésiles, pupa y adulto. El término ninfa puede ser usado para denotar
los primeros tres estadios inmaduros y él término pupa denota el tltimo estadio inmaduro

Segn Sanchez Pulido er al (1991) los huevos son insertados por fa hembra mediante un
corto pedicelo, en el envés de las hojas jovenes de la planta; de forma indiscriminada, dependiendo
de la presencia o no de pelos en esas hojas. La estructura de la pupa no es constante y depende de
factores extrinsecos como ser el tipo de hospedante y la época del afio; en plantas como el tomate,
donde sus hojas presentan pelos, pueden aparecer cerdas dorsales. Los adultos son deficientes
voladores, pero pueden ser desplazados a grandes distancias por el viento, lo que puede aumentar ewi

riesgo de dispersion de la especie.



Segin Serra (1996) los criterios para reconocer los cuatro estadios ninfales son: el tamatfio,
la excreta de cera en el segundo v tercer estadio, y la ausencia de cera en el cuarto. Durante el
cuarto estadio, la ninfa suspende su alimentacién y forma una especie de capsula (denominada
pupario) donde se transformara en adulto y del cual emergera a través de una fisura en forma de “T”
invertida (Serra 1996). La hembra es mas grande que el macho y tiene el abdomen abultado. Bajo
ciertas condiciones, las hembras tienen la capacidad de reproducirse sin haber copulado, originando

una descendencia totalmente masculina (partenogénesis arrenotoquica) (Serra 1996).

4.4. Los geminivirus

Los geminivirus transmitidos por moscas blancas infectan varios cultivos agricolas en las
zonas tropicales y subtropicales, causando enfermedades virales con consecuencias nefastas para la

economia y su manejo provoca problemas al ambiente (Ramirez y Rivera-Bustamante 19%6)

Entre los cultivos mas afectados por infeccién con geminivirus estan: algodon, tomate y
frijol. Aunque se ha detectado en chile dulce, papaya, melon; ademas de una gran variedad de
malezas e incluso arboles, como reservorios silvestres y probable fuente de inoculo (Ramirez 1997).
Los geminivirus derivan su nombre de la particula doble que les caracteriza (gemini = gemelos), las
cuales son isométricas y aparecen en pares que miden de 20 x 30 nm y poseen una molécula doble
de ADN con un peso molecular de 0.7- 0.9 X 10° (Bock 1982).

Algunas plantas silvestres pueden ser reservorios de vectores y virus de importancia
agricola, La mosca blanca B tabaci se alimenta al menos de 36 especies silvestres, pertenecientes a
12 familias en Costa Rica en donde B tabaci casi no se reproduce en el tomate, pero los
geminivirus dafian e cultivo severamente; en cambio lo hace masivamente en el chile dulce, sin que
se observen sintomas de virosis, ambos cultivos comparten el habitat con muchas plantas silvestres

que podrian actuar como reservorios de virus, incluyendo geminivirus {Arias e Hilje 1993).

Segin Ramirez (1997), los geminivirus estan compuestos por acido desoxirribonucleico
(ADN) y una proteina que forma la cubierta; el nombre gemini se debe a la estructura de su
particula, compuesta por dos cubiertas icosahédricas unidas por una de las caras. El genoma esta

constituido por una (virus monopartitos) o dos (virus bipartitos) moléculas de ADN.



Estas moléculas son circulares y tienen una sola banda o cadena; solo durante la replicacion
se convierten en motéculas de doble cadena. Las moléculas de los virus bipartitos, denominadas A
y B tienen una constitucion diferente, excepto en un fragmento de unas 200 bases nitrogenadas,
llamado region comun, la cual difiere entre virus. En la mayoria de los geminivirus bipartitos se
requieren ambas moléculas (ADN A v B) para inducir la infeccion (Gilbertson ef al 199}]).

Hasta ahora no se ha logrado transmitir ningin geminivirus a través de la semilla ni por el
roce de plantas enfermas con plantas sanas en el campo. La diseminacién de estos virus sucede a
través de insectos. Los mas importantes son los homopteros, entre los que sobresalen las moscas
biancas (Aleyrodidae), saltahojas (Cicadellidae) v algunos Membracidae; en la mayoria de casos
conocidos, las moscas blancas Bemisia y sus especies destacan como los principales vectores
(Harrison 1985)

Los geminivirus caracteristicamente tienen una gran diversidad molecular, tanto es asi que
diferentes geminivirus son capaces de infectar un mismo cultivo en diferentes partes del mundo.
Existen por lo menos dos geminivirus diferentes que causan el mosaico dorado del frijol (BGMV);
uno es el que se encuentra en Brasil (tipo I) y el otro se encuentra en Ameérica Central y el Caribe
(tipo I) (Gilbertson et al. 1993). También en el tomate hay por lo menos dos geminivirus
afectandolo: el “tomato yellow leaf curl virus” (TYLCV) y el “tomato leaf curl virus” (TLCV)
(Dry et al 1993}

Segun el Comité Intenacional de Taxonomia de Virus (ICTV), los geminivirus se dividen
en tres grupos de acuerdo a su insecto vector, ambito de hospedantes, y estructura del genoma. El
subgrupo [ incluye virus con genoma monopartita que son transmitidos por insectos saltahojas a
plantas monocotiledéneas; el virus representante es el del Rayado del maiz (MSV) Los virus
transmitidos por saltahojas a dicotiledéneas, son los del subgrupo Il y el virus del Enanismo Rizado
de la Remolacha (BCTV) es el representante de este subgrupo Los virus que pertenecen al
subgrupo I11, tienen genomas bipartitos (ADN A y B) excepto algunos aislamientos del TYLCV y
son transmitidos por moscas blancas a plantas dicotiledéneas; el virus del Mosaico Dorado del
Frijol (BGMV) es el representante  El ADN-A de un geminivirus de este subgrupo, puede usarse
como sonda universal en condiciones de baja astringencia para la deteccion de otros geminivirus del
subgrupo, v el ADN-B en condiciones de alta astringencia, como sonda especifica para la
identificacion de un geminivirus especifico. El ICTV acepté que el grupo de los geminivirus se
transformara en la familia Geminiviridae que comprende los tres géneros 1lamados subgrupo I, Il 'y
I (Anexo 1) (Mayo y Martelli 1993).



4.5, Relacion vector virus planta

La mosca blanca (Bemisia tabaci) transmite geminivirus en forma persistente circulativa,
por lo que es extraido de una planta enferma y circula dentro del vector hasta llegar a las glandulas
salivales, para poder ser transmitido (Lastra 1993). El insecto posee aparato bucal perforador-
chupador y presenta metamorfosis incompleta Todos los estadios se alimentan de la savia del
hospedante, con excepcion de la pupa ya que esta en etapa de reposo, durante la cual no se alimenta

(Byme y Bellows 1991).

Las ninfas vy adultos de B. fabaci producen dafios directos o indirectos; los directos se
presentan al extraer los nutrientes de la savia, introduciendo su estilete en la hoja y causando
alteraciones en el desarrollo de la planta, lo cual disminuve los rendimientos y la calidad de los
frutos (Byme y Bellows 1991)

Al alimentarse también causan dafios al reducir la tasa neta de fotosintesis y la
transpiracién, lo cual produce un incremento del cierre estomatico, ademas se reduce el contenido
de clorofila v el peso de la hoja (Buntin ef a/ 1993) El dafio de las ninfas es mayor que el de los
adultos, ya que reduce el intercambio de gases de las hojas. Ademas, ambos estados producen
excreciones azucaradas (mielecilla) que al caer sobre las hojas sirve de sustrato para el crecimiento
del hongo llamado fumagina (Capnodium spp), o cual interfiere con la fotosintesis y respiracion,
reduciendo los rendimientos (Byrne v Bellows 1991). Sin embargo el dafio mas importante es el
indirecto, por medio de la transmisién de enfermedades virales, provocadas principalmente por
geminivirus; dichas enfermedades pueden reducir hasta en 100% los rendimientos, si la infeccién se

produce en los primeros 40-50 dias del crecimiento de la planta (Lastra 1993).

De acuerdo a la persistencia del virus en el vector vy en la habilidad de este de transmitir la
enfermedad, se han caracterizado los siguientes tipos de transmision viral: no persistente,
semipersistente vy persistente; esta ultima puede ser circulativa o propagativa (Lastra 1993). Cuando
el vector mantiene su capacidad infectiva a lo largo de su vida o por un tiempo relativamente largo
es del tipo persistente v cuando las particulas virales solamente circulan en el cuerpo del insecto, la
transmision se conoce como persistente circulativa. En cambio, en la transmisién persistente
propagativa, las particulas virales tienen la habilidad de infectar v multiplicarse en las células del
insecto vector (Uzcategui y Lastra 1978)



La transmisidn del virus por B tabaci se considera como persistente circulativa {Duffus
1987). Para una transmision eficiente de la mayoria de geminivirus lo optimo es un periodo de
alimentacién-adquisicion de 2-24 horas, seguido por un periodo de alimentacion -inoculacion de 2-
3 dias (Lastra 1993)

La translocacion de los virus en la planta se relacionan con el tipo de tejido donde se
localizan; algunos estan en el floema (la mayoria de geminivirus), el parénquima o xilema. (Zaitlin
v Hull 1987). Inicialmente el desplazamiento es lento, debido que se realiza de célula a célula, pero
una vez ubicados en los tejidos conductores, el movimiento es mas rapido, ya que viajan hacia la
raiz por el xilema y ascienden a la parte aérea a traveés del floema (Agrios 1983) Despues de ser el
geminivirus inoculado en plantas sanas, se desencadena una serie de eventos que causan el
sindrome o la enfermedad; en primer término, el virus pierde su cubierta proteica, luego induce a la
célula a la sintesis de enzima denominadas ADN polimerasas, que sirven para la multiplicacion del
virus. Una vez que el virus ha expresado su potencial genético se inicia la dispersion de célula a

célula v a través de toda la planta (Agrios 1988).
4.6. Control biologico

Segiin Cook v Baker (1983} el control biolégico se define como “Reduccion del inoculo de
un patogeno o de su capacidad de producir enfermedad a través de la accion de uno o mas
organismos diferentes al ser humano™
Los mecanismos por los cuales se da el control bioldgico contra las enfermedades de las plantas se
encuentran dentro de cinco categorias generales: parasitismo, antibiosis, competencia, induccion de

resistencia y lisis (Howell e al. 1995).

La induccién de resistencia se expresa cuando un organismo es capaz de activar los
mecanismos de defensa de las plantas, lo que conduce a una resistencia sistémica. La respuesta se
inicia por él estimulo local en el sitio de ataque, luego por transduccion se extiende al resto de la

planta (Leeman ef al 1996).

Los microorganismos * invasores primarios” son importantes en la activacion de los mecanismos de
defensa de las plantas, especificamente los virus  Una infeccidn previa con virus tiene efectos sobre
las infecciones subsecuentes El uso practico de este sistema de proteccion cruzada inducido por
virus puede ser un medio para reducir el efecto de la infeccion debido a razas virulentas (Hamilton
1980).
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4.6.1. Induccidn de resistencia

Una de las alternativas utilizadas en la proteccion de las plantas es el método de la
induccion de resistencia Este método esta basado no en la supresion directa del patdgeno como
ocurre con la aplicacion de plaguicidas, si no, que se basa en la estimulacién de los mecanismos
naturales de defensa en los tejidos de las plantas. La induccion de resistencia es frecuentemente
referida como: inmunizacién, sensibilizacién, vacunacion, inmunidad adquirida y algunas veces
como proteccion cruzada. En principio todos estos términos denotan algin fendmeno que es una
activacion artificial de los mecanismos de defensa de las plantas en el curso de su ontogénesis. Se
conocen dos tipos de induccién de resistencia: local y sistémica; la resistencia inducida local se
desarrolla dentro de un area limitada de tejidos de la planta, por ejemplo en el sitio de induccion.
La induccién de resistencia sistémica se desarrolla en los tejidos de la planta mas alla def sitio de

induccion (Ozeretskovskaya 1995).

Algunos supuestos de la induccion de resistencia discutidas por Sequeira citado por Misaghi
(1982}, son las siguientes:
1. - La induccidn de resistencia depende de factores ambientales como luz y temperatura
7 - La induccién de resistencia no es inmediata y requiere de un intervalo de tiempo entre la
inoculacion inicial v el cambio
3. - En algunos sistemas planta-patégeno la induccion de resistencia es sistémica, esto es que se
disemina a toda la planta desde el sitio de inoculacion micial
4 - A la resistencia inducida le falta especificidad con respecto a lo que induce y al cambio.
5 - En algunos casos la proteccién adquirida (resistencia) no ha sido duradera, por ejemplo, la
resistencia sistémica inducida por inoculaciones de TMV en variedades de tabaco que son
hipersensibles al virus, duro cerca de 20 dias.
6 - La persistencia de la proteccién sistémica inducida por hongos depende de la sobrevivencia del

inoculo nicial

Los mecanismos de la induccion de resistencia sistémica no son claros todavia, sin embargo
hay reportes de experimentos que explican algunos Los mecanismos para la induccion de
resistencia sistémica (IRS) son diferentes que los de la induccién de resistencia local. La IRS al
parecer esta basada en una rapida e intensa respuesta de la planta a una subsecuente infeccion, que
resulta de una rapida expresion de genes de defensa Especificamente, el promedio e intensidad de

necrosis de células de papa v la produccion de fitoalexinas en respuesta a la infeceidn con
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Phvtophthora infestans son esencialmente altas en tubérculos de papa inducidos sistémicamente por

promotores biogénicos comparados con el control (Ozeretskovskaya ef al 1986)

Uno de los mecanismos de defensa en las plantas es reportado por: Hammerschmidt y Kué
(1982) en donde la lignificacién de la pared celular en el pepino pudo ser un mecanismo de
resistencia sistémica inducida; esto es, que la lignificacién ocurre mas rapidamente y en mayor
extension en pepinos protegidos con Collefotrichum lagenarium que en el control después de ser
infectados con Cladosporium cucumericum  La inhibicién de penetracion fue asociada a la
lignificacion de la pared celular de la epidermis directamente debajo del apresorio. La germinacion
de la conidia v la frecuencia de penetracién de C.cucumericum fueron similares tanto en plantas
protegidas como en control, pero el desarrollo del hongo en el tejido lignificado fue marcadamente
restringido

Dentro de los mecanismos de la induccidn de resistencia sistémica Loebenstein v Van
Praagh encontraron que las partes bajeras de las hojas de Darura stramonium con el virus de la
necrosis del tabaco (TNV) inducian resistencia en la parte superior no inoculada de la misma hoja.
Ellos aislaron de la hoja, una sustancia similar al interferdn, la cual inhibia la infeccion viral, se

determiné que era una proteina con un peso molecular menor a 30,000 Da (Oku 1994).

Los mecanismos de la induccidn de resistencia contra virus son definitivamente diferentes a
los de los hongos. White v Antoniw (1991)sugieren que la induccion de resistencia a virus en
tabaco esta basada en dos mecanismos principales: Ia inhibicién de la replicacion del virus y la
formacidn de Proteinas-PR. El inhibidor de la replicacion del virus (IVR) parece ser una proteina
que ha sido detectada en el fluido intercelular de hojas de tabaco previamente inmunizadas
sistémicamente con el TMV (Spiegal er al 1989) Fi segundo mecanismo de la induccién de
resistencia contra virus incorpora la produccion de Proteinas-PR. las cuales estan asociadas con la
induccién de resistencia local y sistémica a virus en plantas de tabaco. Se ha establecido que las
Proteinas-PR se acumulan mas en sitios cerca de la infeccién del virus, precisamente en los sitios en

donde la resistencia es inducida (Antoniw y White 1986).

En 1970 dos grupos de investigadores independientes (Gianinazzi er a/ ; van Loon y van
Kamman) reportaron la sintesis de varias proteinas que indujeron en plantas de tabaco una respuesta
de hipersensibilidad al TMV Como mas proteinas fueron identificadas se propuso el nombre de

Proteinas relacionadas con patogénesis (Proteinas-PR) (Antoniew 1980).



12

Las formas basicas de las Proteinas-PR han sido identificadas recientemente, las cuales se
acumulan en las vacudlas de las plantas (Bol et al. 1990) Las Proteinas-PR mejor caracterizadas de
plantas de tabaco infectadas con TMYV, se colocan en cinco grupos basadas en tamaiio, composicion

de aminoacidos vy serologia (Kauffman e/ al. 1990; van Loon et al. 1987).

Hay estudios que demuestran que el acido salicilico esta relacionado con la induccidn de
resistencia en el tabaco y otras plantas, éste actia como un mensajero que activa los mecanismos
naturales de defensa en las plantas. White (1979) report6 que el acido acetilsalicilico (aspirina)
induce resistencia a virus en tabaco, luego el acido salicilico precursor del acido acetilsalicilico fue
encontrado en variedades de tabaco inoculadas con el TMV, con concentraciones de 50 veces mas
en los sitios de infeccion que en plantas sanas {control). Se sugiere que el acido salicilico puede ser
transportado por el floema y acumulado en hojas libres de virus; esta movilidad en combinacion con
la actividad de induccion sugieren que el 4cido salicilico puede servir como una sefial en la
induccion de resistencia, ademas es capaz de activar las Proteinas-PR y otros mecanismos de

defensa como las fitoalexinas, inhibidores de proteinasas y la lignificacion de la pared celular.

4.6.2. Induccién de resistencia en Lycopersicon

La induccién de resistencia en tomate no ha sido muy investigada, pero bay evidencias de que
ocurre en estas plantas  Sule (1988) abtuvo induccion de resistencia local al marchitamiento
bacterial por Corynebacterium michiganese en tomate, la respuesta de defensa fue inducida en
plantas preinoculadas con varias razas de Pseudomonas syringae pv. phaseclicola. La
multiplicacion de C michiganese fue restringida y la infeccion localizada en el tejido inducido. Sin
embargo los tejidos cercanos al sitio de Ja induccion no fueron protegidos, stendo esta resistencia

local no sistémica

En pruebas de campo con semiilas de tomate pretratadas con un promotor biogénico,
aumenté la resistencia de plantas de tomate hacia: P.infestans, Alternaria solani, Septoria
Iycopersici v Xanthomonas vesicatoria. También se establecié induccién de resistencia hacia el
nematodo Meloidogyne incognita, é1 numero de agallas fue considerablemente reducido en las
raices de las plantas inmunizadas, y la capacidad del nemétodo hembra para producir huevos

dramaticamente suprimida (Ozeretskovskaya 1995).



Segin Oku (1994) la proteccién cruzada contra el virus del mosaico del tabaco (TMV) en
tomate con una raza atenuada del mismo virus a sido comercialmente exitosa en Japén, y usado en
muchos paises. Holmes y Oshima et o/ obtuvieron razas suaves del TMV usando tallos de tomate
inoculados con el TMV, esta raza fue llamada Ly; Goto y Nemoto inocularon Ly en Nicoriana
glutinosa una especie de tabaco resistente al virus, obtuvieron una raza menos sintomatica y estable
del virus v la llamaron L,  Afios después Oshima et a/. obtuvieron la raza Lya la cual pudieron
multiplicar en cultivares de tomate resistentes. Ambas razas Lyja ¥ Liaayr son ampliamente usadas
en Japon. Conforme a experimentos a gran escala, los tomates protegidos con estas razas atenuadas
de virus tanto en invernadero como en campo, no mostraron sintomas hasta la cosecha, Iog:andou

incrementar la produccion en 15-30% comparados con tomates no tratados (Oku 1994)

4.7. Rizobacterias

El termino rizobacteria, se refiere a las bacterias que colonizan agresivamente las raices,
algunas de ellas han demostrado ademds, capacidad para promover el crecimiento de las plantas,
por lo que se les conoce como “Rizobacterias Promotoras del Crecimiento en las Plantas™ 6 en sus
siglas en inglés; PGPR (Weller 1928)

Las rizobacterias pueden favorecer la liberacién de exudados en mas del 100% a través de
reguladores de crecimiento, vitaminas, toxinas, enzimas celuloliticas u otros compuestos, o a través
de la alteracién de la disponibilidad de nutrientes. Las rizobacterias pueden utilizar varias fuentes

simultaneamente o bien la que, segun las condiciones, este mas disponible (Kiuepfel, 1993)

La rizosfera es la primera barrera de defensa para evitar que los patogenos ataquen a las
plantas, los microorganismos que crecen en ella son ideales para usarse como agentes de control

biolégico Esta por lo general se mantiene durante el crecimiento secundario de la raiz (Kluepfel
1993)

Investigaciones acerca del modo de accién de las rizobacterias han demostrado que ellas
promueven el crecimiento de la planta de dos maneras; una es en forma indirecta, ya que las
rizobacterias benéficas reducen la actividad de los hongos y de bacterias patogénicas del rizoplano

Tal promocion indirecta del crecimiento puede ser considerada como control bioldgico, aun
cuando esto no necesariamente esta asociado con control de patdgenos (Kloepper v Schroth 1981).

Algunas rizobacterias promueven directamente el crecimiento de la planta, por la
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produccién de metabolitos que estimulan el crecimiento de la planta independientemente de los
microorganismos nativos del suelo; esto se debe supuestamente a que la nzobacteria, al acelerar las

tasas de crecimiento, hace que las raices escapen a la enfermedad (Kloepper ef al 1990)

Los efectos benéficos de las PGPR han sido documentados por algunos grupos de
investigadores, que pueden resumirse asi: (1) promocion directa del crecimiento de las plantas, (2)
control biologico de enfermedades, v (3) induccion de resistencia contra enfermedades (Tuzun y
Kloepper 1995)

Las PGPR aplicadas como tratamiento a la semilla pueden inducir resistencia sistémica en
los primeros estados de desarrollo de la planta, por lo tanto mas estudios son necesarios para
comparar las respuestas bioquimicas de plantas inducidas por tratamiento a la semilla y a la raiz con
PGPR  Varios estudios han indicado que PGPR especificas, pueden estimular la produccién de

compuestos biogquimicos asociados con la defensa de las plantas (Tuzun y Kloepper 1995)

Plantas con colonizacién a la raiz por PGPR estdn asociadas con una incrementada
actividad de peroxidasa (Albert y Anderson 1987) y un aumento en la hgmﬁcac:on de tallos vy hojas
en fl'l_}{)l ( Anderson y Guen'a 1983) Todos estos analisis demuestran claramente que la inoculacion

~ con PGPR en tratamiento a la semilla y raiz, conlleva cambios fisiologicos sistémicos en las plantas

(Tuzun v Kloepper 1995.).

En un sistema de frijol, la inoculacién a la semilla con una raza de Pseudomonas
fluorescens indujo una reduccidén en numero de lesiones foliares causadas por Pseudomonas
syringae pv phaseolicola (Alstrom 1991). En pepino, 94 razas de PGPR conocidas, fueron
examinadas por su habilidad para controlar C orbiculare (Wei er al 1991). Seis razas de PGPR
aplicadas como tratamiento a la semilla, consistentemente resultaron en reducciones significativas
del diametro v numero de las lesiones de antracnosis, cuando el patogeno fue aplicado 21 dias

después de Ia siembra (Kloepper er al 1993).

Las interacciones de las rizobacterias no estan referidas solamente a otras bactenias, st no
también a otros organismos, incluyendo hongos, nematodos, protozoarios v lombrices, por lo que
sus interacciones son complejas v poco entendidas. Estas interacciones se pueden considerar tanto
directas como indirectas, las primeras se refieren a competencia y depredacion; mientras que las

interacciones indirectas son provocadas por las modificaciones tanto quimicas como fisicas del
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ambiente radical (Kiuepfel 1993). En algunos suelos conocidos como supresivos, las interacciones
entre los microorganismos del suelo originan una adversidad contra los patdgenos que es

especialmente efectiva, lo que conduce a un control sustancial de las enfermedades (Weller 1988)

Los resuitados de ensayos de campo llevados a cabo por Wei er al {1991), demostraron que
la induccién de resistencia con PGPR, asi como el crecimiento de las plantas fue factible en
condiciones de campo. La proteccion se observd contra dos patégenos: Psendomonas svringe pv.
lachrymans 'y Colletotrichum orbiculare.  La cual tuvo ademas una alta correlacion con el

crecimiento temprano de las plantas v el incremento en la produccion.

4.8. Enmiendas organicas

En la produccion agropecuaria se pueden identificar diferentes fuentes de materia organica,
a través de las actividades agricolas, ganadera, domestica y agroindustrial. Entre las principales
fuentes se destacan los residuos de cosecha, residuos de maleza, los estiércoles v los residuos y

subproductos de la agroindustria (Guerrero 1993)

Un material organico se considera abono o enmienda organica cuando es incorporada al
suelo con el objetivo de proporcionar nutrientes a las plantas, actuar sobre caracteristicas fisico-

quimicas del suelo o como estimulante de procesos metabélicos en las plantas (Gajdos 1992).

Se define como ‘“compost” o abono orgénico al producto estable e inofensivo

sanitariamente, que resulta de la descomposicién quimica v biologica de la materia organica

producto de residuos urbanos, agricolas e industriales, permitiendo su reutilizacién en la proximidad
de la produccién local (Bardos 1992) La materia organica es el motor que mueve todos los
procesos bioldgicos y algunos de los procesos quimicos del suelo (Coleman 1995)

La necesidad de mantener los suelos agricolas v de eliminar o reutilizar correctamente los
desechos producidos por diferentes actividades humanas nos obliga a tipificar y tratar
adecuadamente estos residuos organicos que pueden ser usados en la agricultura como fertilizantes,

enmiendas o substratos. Los abonos orgamcos aumentan la produccmn agncola debldo a_los

los nutrientes en forma disponible para las pIantas v 4) actilan sobre la microflora, la cual controla
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enfermedades del suelo y suple a las plantas de nitrogeno del aire y formas insolubles de fosforo y

potasio de las reservas del suelo (Dalzell er al. 1991).

El bocashi o abono fermentado, es un “compost™ preparado con una variamte del proceso
general, mediante el cual es posible obtener el producto de la descomposicion de los materiales en
un periodo de dos semanas y se aplica en menores cantidades que el compost porque esta

“semicrudo”, se termina de procesar una vez aplicado (ANAO 1996).

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion del experimento

Los experimentos se realizaron en los laboratorios e invernaderos de la Unidad de
Fitoproteccién del Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE), Ubicado
en Turrialba, provincia de Cartago a 602 msnm, entre los 9° 55°21” de latitud norte v 83° 39°40” de
longitud oceste, con precipitacicn promedio anual de 2065 mm, humedad relativa de 87% y la

temperatura promedio anual de 21°C, con una maxima de 26°C y una minima de 18°C (Anexo 2).

5.2 Recoleccion de muestras y aislamiento de rizobacterias

Las muestras de raices se recolectaron de dos zonas tomateras en Costa Rica: Guayabo
provincia de Cartago y Grecia provincia de Alajuela. Se colectaron plantas que mostraban dafios
visibles por geminivirus y plantas con poco o ningin dafio visible dentro de la misma plantacién, de

forma aleatoria dentro del campo de cultivo.

En Grecia se colectaron muestras de dos parcelas: la parcela niimero 1 era una parcela con
manejo convencional y la parcela niimero 2 era una parcela experimental de la unidad de MIP-
CATIE, la cual tenia un manejo integrado, con coberturas vivas. En ambas parcelas las plantas de
tomate eran de la variedad Hayslip y estaban en etapa de floracion.

Se recolectaron 12 muestras en total, 9 procedian de Grecia y 3 de Guayabo. Los materiales
obtenidos se rotularon con la letra M (muestra), el nimero que le correspondia (1-12), la inicial P1

o P2 para indicar la parcela y luego con la palabra raiz o suelo, para indicar su procedencia.
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Los aislamientos de rizobacterias se realizaron de la siguiente manera (Fig. 1). (a) Se
removi¢ la mayor cantidad de suelo posible de la raiz y se lavaron con agua destilada estéril para
obtener una solucién con las pequeifias particulas de suelo adheridas a la superficie de las raices. (b}
Las raices se cortaron en trozos pequeios y se obtuvo de cada plamta una muestra de 5g  La cual se
colocd en un erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de agua destilada estéril, agitandose por 45 min. en
un agitador

De cada una de las dos soluciones obtenidas se tomo 1 ml y se coloco en un tubo de ensayo
con 9 mi de agua destilada estéril Posteriormente se procedid a realizar las diluciones decimales
hasta 10, segiin la técnica empleada por Leben (1961).

De las diluciones se tomaron 20 ul y se rayaron en platos Petri con un medio nutritivo de
agar nutriente (AN) para el crecimiento de bacterias (Anexoc 3). Los platos Petri se colocaron en la
incubadora a 26 °C para favorecer el crecimiento de las bacterias. Los aislamientos se
seleccionaron con base a sus diferencias morfoldgicas; estas se refieren a la forma del crecimiento
de la bacteria en el medio, la cual puede mostrar un crecimiento plano o en forma de pequefios

abultamientos, y al color de la cepa.

Las diferentes colonias de rizobacterias fueron purificadas rayandolas repetidas veces en los
platos Petri con agar nutriente hasta obtener cepas puras, luego se rayaron las mismas en platos
Petri con el medio B-de King el cual es un medio especifico para detectar Pseudomonas

flucrescentes

De las 12 muestras de raiz recolectadas se aislaron 42 rizobacterias, a las cuales se les
asignd un nombre clave usando las letras MG y luego un namero (1-42) para diferenciarlas entre si
(Anexo 4). Se les realizaron pruebas bioguimicas y térmicas para su posterior identificacion y
seleccion de tres de ellas para ser utilizarlas en este experimento, como inductoras de resistencia o

promotoras de crecimiento.
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AISLAMIENTO DE RIZOBACTERIAS

?f/ﬁfill o
W

Figura 1. Proceso de aislamiento, siembra y preservado de rizobacterias.

CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998

5.3. Pruebas bioquimicas para identificacion de bacterias

5.3.1. Prueba de KOH

Esta prueba se basa en la resistencia de la pared celular de las bacterias gram positiva al
tratamiento con una solucion de hidroxido de potasio (KOH) al 3 %
Se coloca una gota de KOH al 3 % en un portaobjetos, con una asa estéril se toma una porcidn
pequeiia de masa bacterial v se mezcla en forma rotacional con la gota de KOH. Si después de 10
segundos se aprecia una masa viscosa es Indicativo de una gram negativa, si no se observa la

viscosidad es sefial de una gram positiva (Bustamante 1993)

5.3.2. Prueba de catalasa
La catalasa es una enzima que poseen la mayoria de las bacterias aerdbicas y facultativas
anaerobias. El peroxido de hidrogeno es uno de los productos finales del metabolismo oxidativo de

los carbohidratos vy si se acumula es letal para el microorganismo
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La catalasa convierte el peréxido de hidrégeno (H.0-) en aguna y oxigeno de acuerdo a la signiente

reaceion:

catalasa
2 H:0, » 2 H:0. 0,

En un portaobjetos se coloca una pequefia cantidad del cultivo bacteriano de uno a tres dias
de edad y se agregan unas gotas de H;0O, al 2 % Si se forman burbujas (efervescencia) la reaccion
es positiva; si no se produce efervescencia la reaccion es negativa (MAG v GTZ, 1991; Antillon
Guerrero et al 1987

5.3.3. Prueba de oxidasa

La enzima oxidasa, conocida también como Citocromo C oxidasa o Indofenol oxidasa, se
encuentra en una gran variedad de seres vivientes entre los que se incluyen desde bacterias hasta
animales superiores. Su funcidn es la de promover la oxidacion del citocromo “C” a expensas del
oxigeno molecular En bacteriologia se puede determinar su presencia al hacer reaccionar una
poblacion bacteriana con un sustrato oxidable como el Clorhidrato de tetrametil-para-
fenilendiamina (reactivo) y el resultado observado es la aparicién de color que va del rosado al
purpura (MAG - GTZ, 1991; Antillon-Guerrero et al. 1987)

La prueba se realiz6 sobre papel filtro el cual se embebid con el reactivo y se colocd una
pequeda cantidad de cultivo bacteriano de uno a tres dias de edad. La aparicién de un color pirpura
en un tiempo de 10 segundos indicd una reaccién positiva v la no-aparicién del color en el tiempo

estipulado una reaccion negativa (Bustamante 1993)

5.3.4, Prueba de crecimiento anaerdhico

Esta prueba se realizd utilizando tubos de ensayo estériles que contenian un medio
especifico para esta prueba, el cual estd compuesto de dos partes: un medio base (Medio Dvyla
fuente de carbono o compuesto orgdnico (Medio IT) que se preparan y esterilizan por separado y se

mezclan después (Anexo 5).

EI Medio 11 se filtré con un filtro estéril de membrana, en un recipiente estéril v se agregd
0.5 ml con una pipeta esterilizada, a cada tubo de ensayo que contenia el Medio [ v se mezclaron

para obtener el medio completo (MAG-GTZ 1991)



Con una asa bacterioldgica se inocularon las bacterias en Jos tubos de ensayos v se sellaron
inmediatamente con una capa de parafina derretida, se dej6 un tubo sin bacterias como testigo; se
incubaron a 35 °C por 24 horas y hasta por 5 dias La prueba fue positiva si la solucién de los tubos

adquirio una coloracion amarillo fuerte, resultando una coloracién azul para el testigo

5.3.5. Prueba de fluorescencia

Esta prueba sirve para separar las Psendomonas fluorescentes de las que no lo son, haciendo
uso del medio especifico B-de King (KB).

Las especies de Psendomonas fluorescens se identificaron por la formacién de un pigmento

verde fluorescente en un medio con bajo contenido de hierro (Agarwal er a/ 1989)

Para preparar el medio B- de King se calenté el agua v se agregaron los reactivos
previamente pesados (Anexo 6), se agitaron hasta disolverlos completamente, se dejaron hervir por
un minuto, luego se depositaron en frascos para autoclave, esterilizando a 121 °C por 25 minutos a

15 atmosferas de presion.

5.3.6. Prueba de Baciilus
Esta prueba se realiza para separar las Pseudomonas de los Bacillus, ya que estas ultimas

forman esporas (endosporas) resistentes al calor {(Buchanan y Gibbons 1974)

Se colocaron en bafio de Maria a 80 °C por 10 minutos los tubos de ensavo con una
solucién de bacterias en agua destilada estéril. Luego de rayarios en los platos Petri con AN, se
colocaron en la incubadora, las colonias que crecieron de nuevo después del bafioc Maria
generalmente son las del género Bacillus La reaccién posttiva 2 la prueba se confirmé en los platos

con crecimiento bacterial en AN a las 48 h de incubacion {Okumoto 1992).

5.3.7. Caracterizacién morfolégica
La forma, elevacion y el tipo de borde que caracterizan el crecimiento de las colonias

de bacterias son muy itiles en su clasificacién Por lo cual se hizo una descripcion de la forma v el

borde de las 42 bacterias aisladas (Anexo 4).



5.4, Activacion de bacterias.

En este experimento se usaron dos rizobacterias de la coleccién CATIE-MIP, anteriormente

probadas en otros experimentos: Bacillus cereus y Psendomonas cepacia.

Para activarlas fueron rayadas en platos Petri con AN, colocandose en la incubadora a 30°C
por 48 horas. Luego se prepararon soluciones de las dos rizobacterias con agua destilada estéril, las
cuales se calibraron con la ayuda de la camara de contaje Petroff-Hausser a 10° unidades

formadoras de colonias {ufc) por mi.

Con estas soluciones ya calibradas se inocularon las hojas de plantas de tomate sanas
mantenidas en el invernadero, con la ayuda de un aspersor De Vilbiss. Después de 4 dias fueron
aisladas de las hojas de la siguiente manera:

Las hojas inoculadas, se recolectaron y se Hevaron al laboratorio; se cortaron en pequefios
trozos, se pesaron 5g de hojas y se colocaron en un erlenmeyer con 150ml de agua destilada estéril
Se agitaron durante 45 minutos; de la solucién obtenida se tomd 1ml que fue colocade en un tubo
de ensayo con 9ml de agua destilada estéril, procediéndose a hacer las diluciones hasta 107, De las
diluciones de 107 hasta 10¥ se tomaron 20 yl y se rayaron en platos Petri con AN y se depositaron

en la incubadora.

5.5, Prueba de induccién de resistencia

Se utilizaron piantas de tomate de la variedad Hayslip, por su susceptibilidad al geminivirus
y por ser de uso comercial, como tomate de mesa en Centroamérica. También se utilizd la linea de
tomate 8429 con resistencia intermedia, que registrd bajo indice de severidad y seiiales leves en la
deteccion del geminivirus en una evaluacion realizada por CATIE. (1998).

Se utilizaron maceteros de polietileno Polyplast No. 1000 de Skg de capacidad, el sustrato
utilizado fue suelo, recolectado en la estacion experimental La Montafia del CATIE; el cual fue
esterilizado en los homos durante 24 horas, se dejo airear por lo menos una semana. Se le
practicaron analisis quimicos después de la esterilizacion; lo mismo a Ia mezcla de suelo estéril con
la enmienda organica de acuerdo a cada tratamiento {(Anexo 7) También se realizaron analisis

quimicos a los dos tipos de enmiendas: Compost y Bocashi (Anexo 8)
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Se sembraron de 4-5 semillas por maceteros en siembra directa v a los 15 dias después de la
germinacion (ddg) se dejd solamente una planta la mas desarrollada y sana.

Durante esta primera etapa de crecimiento y hasta la inoculacién con geminivirus, las
plantas se mantuvieron en el invernadero, el riego se hizo con agua destilada; una semana después
de la inoculacion con geminivirus se colocaron fuera del invemadero. donde recibieron
generalmente agua de lluvia, a excepcion de los dias sin precipitacion, siendo entonces regadas con

agua potable

5.6. Manejo del vector

Las moscas blancas (Bemisia tabaci) fueron colectadas en el campo: Guayabo y Grecia en

plantas que presentaban sintomas del virus, para asegurarse que fueran portadoras del virus.

Se mantuvieron en la casa de mallas a temperatura ambiente alimentandose principalmente
de plantas de tomate jovenes. que son las que prefiere el vector para su alimentacion y
reproduccion. También dentro de la casa de mallas se mantuvieron otras plantas hospederas de B
tabaci como: frijol, algoddn y tabaco para aumentar él numero de moscas dentro de Ia colonia y

asegurar asi la poblacidn de moscas viruliferas.

Se dispuso también de dos macrojaulas para la cria masiva de moscas blancas traidas del
campo v asi rejuvenecer periodicamente la colonia. Las moscas blancas se manipularon con
aspiradores bucales (frascos de plastico transparentes con un tapdn de hule o corcho con dos
agujeros en los que se conectan dos pequefias mangueras, una de ellas sirve para aspirar, la cual
tiene un extremo cubierto con malla fina; v la otra tiene ambos extremos descubiertos para permitir

el paso de la mosca que se depositari en el frasco).

Dado que los adultos son muy delicados, es fundamental no capturarlos con el aspirador
mientras estan succionando savia, pues podria romperse el estilete y morir, se aconseja perturbarlas
un poco v luego capturarlas (G. Rivas, conversacion personal )

5.7. Inoculacion de las rizobacterias

Las nizobactenias utilizadas en este experimento fueron: Bacillus cereus, Psewdomonas

cepacia, pertenecientes a la coleccion del laboratorio MIP-CATIE. Estas rizobacterias en estudios
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previos realizados por Gonzilez er al {1996) y Jiménez (1996), mostraron actividad en el control
biologico También se trabajé con tres bacterias aisladas de muestras de plantas de tomate

colectadas en el campo: MG4 (Bacillus sp), MG10 (P.fluorescens) y MG15 (Pseudomonas sp)

Se evaluaron cinco rizobacterias y dos enmiendas organicas {compost y bocashi) en dos
cultivares diferentes de tomate (Hayslip vy 8429) Las rizobacterias fueron inoculadas solo a la
semilla, debido a que en un estudio previo realizado por Jiménez (1996) ésta forma de inoculacién

dio los mejores resultados.

5.7.1. Bacterizacién a la semilla.

Segun Kloepper (1993) el término bacterizacién se refiere a la inoculacién de cultivos
bacteriales sobre semillas 6 en unidades propagadas vegetativamente Las etapas mvolucradas son:
sobrevivir sobre la semilla, multiplicarse y adherirse en respuesta a los exudados radicales en la
superficie de la raiz, colonizar el sistema radical en desarrollo y algunas rizobacterias pueden

colonizar Ia parte intema de la iz y tallo (Fig. 2)

La bacterizacién a la semilla se realizé de acuerdo a la técnica utilizada por Zidack
(comunicacion personal) de la siguiente manera:

a) Se prepara una solucién de 400 mM de Sucrosa v 1.5 % de Carboxi-metil
celulosa (137gr de Sucrosa y 15gr de Carboxi-metil celulosa en un litro de
agua). Autoclavar la solucién antes de utilizarla.

b) Se obtienen “pellets™ de las bacterias, colocandolas en tubos de ensayo con
agua destilada estéril y fuego centrifugando a alta velocidad.

¢) Los “pellets” de las bacterias sé resuspenden en la solucién de
Sucrosa/Carboxi-metil celulosa.

d) Se cubre Ia semilla completamente con la mezcla de la solucidn + bacterias

e} Luego se ponen a secar las semillas sobre papel filtro, en un lugar con aire seco.
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Bacterizacion de la semilla

Figura 2, Etapas involucradas en la bacterizacién de la semiila (Kloepper 1993),

5.8. Uso de enmiendas organicas

Se usaron dos enmiendas organicas: compost y bocashi en los tratamientos 6 v 9; 7 y 10
respectivamente, mezclandose con suelo estéril en las siguientes proporciones:

El compost se mezclo con suelo estéril en una proporcion de 4:1 (sustrato 1), mientras que
el bocashi se mezcld a una proporcion de 7:1 (sustrato 2), Para ambos sustratos se realizaron
analisis quimicos, los cuales se interpretaron y compararon con el suelo utilizado en los

tratamientos que no poseian enmienda organica.

La elaboracién de ambas enmiendas se realizo de acuerdo a la metodologia sugerida por La
Asociacion Nacional de Agricultura Organica (ANAO) de Costa Rica El compost fue utilizado
anteriormente por Hernandez (1997) y elaborado por el Proyecto Frutas y Vegetales Tropicales
(CATIE-USDA)
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Los materiales y las cantidades utilizadas para la elaboracion del bocashi fueron los
siguientes: Un saco de suelo de montafia, un saco de gallinaza, 1/2 saco concentrado para ganado,
un saco carbon en polvo, 1 saco de cascara de café, un saco de tierra, 5 Kg. de cal, 3 Kg. de roca
fosforica v 1 litro de melaza disuelta en 20 litros de agua. Para su elaboracion se aplico el siguiente
procedimiento: (1) Se colocd un saco de suelo extendido sobre una superficie de cemento y luego
se agregaron en capas los siguientes ingredientes: gallinaza, concentrado, carbén, cascara de café,
cal, roca fosforica y por ultimo otra capa de suelo. (2) Se mezciaron todos los ingredientes con una
pala. Cuando la mezcla estuvo uniforme se le agregé la melaza hasta obtener una consistencia
hiimeda, sin sobrepasar el 50% de humedad (3) Con la mezcla se hizo un monticulo de
aproximadamente 80 c¢m de alto, v se cubrid con los sacos por dos dias. (4) La mezcla se revolvio
diariamente, manteniendo una temperatura de 53 °C, esto se logro variande la altura del monticulo:
al calentarse mucho, se bajaba Ia altura  Si la temperatura bajaba, se procedia a aumentar la altura
del monticule. (5) El proceso anterior se repiti6 hasta que la temperatura del bocashi alcanzd entre
25-30 °C. (6) Cuando la temperatura se estabilizo se siguié removiendo el bocashi hasta que éste se
seco El proceso tardé aproximadamente dos semanas  Fi bocashi se pudo utilizar inmediatamente

Toda la mezcla restante se almacend en un lugar seco

Seguidamente se realizaron analisis quimicos tanto de las mezclas como de las enmiendas

organicas (Anexo 7 v 8). Luego se procedié al llenado de los maceteros, sembrando [as semillas va

bacterizadag

5.9. Transmision del virus.

Para transmitir el geminivirus a las plantas sanas, se utilizaron 2-3 moscas blancas por
planta de tomate, se colocaron en microjaulas (pequedios cilindros de plastico transparente, de dos
cm de diametro, cuyo extremo inferior esta cubierto de malla fina v su extremo supertor con una
lamina delgada de esponja ya que es la parte que esta en contacto con la hoja y permite su
transpiracién) estas microjaulas junto con las moscas se sujetan a las hojas de las plantas con

soportes de alambre.

Las plantas se inocularon a los 30 dias después de ia germinacién (ddg). Fue necesario un
periodo de 24 h para la alimentacion-adquisicion del virus, aproximadamente 20 h para el periodo

de latencia y un periodo de dos dias para la alimentacién~inoculacién F 1g. 3).
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El testigo absoluto T12 fue el inico que no se inoculd con geminivirus y s& mantuvo en

invernadero para evitar que se contaminara en el campo.

TRANSMISION DEL GEMINIVIRUS

Figura 3. Proceso de transmisién del geminivirus en plantas sanas. CATIE. Turrialba,

Costa Rica. 1998,

Después de la transmision, las plantas fueron puestas fuera del invernadero y se dejd un
intervalo de 15 dias (45 ddg) para la observacién visual de sintomas caracteristicos del virus y
estimar la severidad utilizando la escala sugerida por Rom et al (1993) y modificada por Castro

Martin ef al. (1998) se evaluaron los sintomas semanalmente por 5 semanas.

La escala de Rom ef a/ (1993) y modificada por Castro Martin ez al (1998) se describe a
continuacion.
1= Leve amarillamiento de los margenes de hojas apicales.
2= Amarillamiento de hojas apicales, color pirpura intervenal, reduccién del tamaiio de la haoja v

leve disminucion del tamafio de la planta
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3= Disminucion del tamafio de la hoja, deformaciones foliares, manchas de cojor purpura en el area
foliar y enanismo de la planta

4= Acentuada disminucién del tamafio de las hojas, mayor area foliar de color purpura, consistencia
coriacea de hojas y enanismo de Ia planta

5= Severo enanismo de la planta, necrosis foliar vy tallo apical v ereccién de ramas axilares,

5.10. Medidas de control durante el experimento

A los 10 dias después de la germinacion de las plantas, se presentd una bacteriosis en los
tratamientos T1, T2, T3, T4 v TS de ambos cultivares: Hayslip v 8429 Para lo cual se aplicod una
solucién del.5 g de Nitrato de calcio por macetera en agua destilada; se hicieron tres aplicaciones
las dos primeras cada siete dias y la tercera a los 15 dias  Observéndose una gran mejoria v pronta
recuperacion de las plantas afectadas. Se aplicé Nitrato de calcio para compensar la deficiencia que

se presentaba en el suelo wutilizado, ya que la enfermedad se manifestd por la misma deficiencia.

Para el control del problema antes mencionado, a los 15 ddg se aplico Kilol (5 ml/l) un
bactericida y fungicida organico natural, a base de extracto de semilla de toronja, cuyo ingrediente
activo es: 2.5 aphidro-1-0/4- dimetil 12124~ (1,1.3, tetrametilbutil) fenoxy etoxy/ etil / amonio /
metil/fenil/hepta 3 enitol clorido, monoster con 3-(3 hidroxy)-1,2 propanodiol . Se hicieron dos
aplicaciones en un intervalo de 15 dias para todos los tratamientos. Esta misma medida se tomé
unas semanas antes de la cosecha de lag plantas, pues se presentaron severos ataques de hongos y

bacterias.

Durante Ia etapa de invernadero se presentaron problemas foliares con Oidium, el cual se

controld manualmente cortando y eliminando las hojas afectadas

S.11. Prueba de deteccién del Geminivirus

S.11.1. Reaccién de Ia polimerasa en cadena 6 PCR

La prueba de PCR consiste en la amplificacion selectiva y exponencial de una region del
acido nucleico, que se afiade a la reaccion (Fig. 4). Esta amplificacién es realizada por una enzima
de ADN, la polimerasa termoestable, en presencia de oligonucledtidos que hibridan en dos zonas de

cadenas antiparalelas del ADN, iniciando la polimerizacién v delimitando Ia reaccion amplificada.
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La reaccion se somete a un ciclo de temperaturas que favorecen la separacion de cadenas de
ADN, Ia hibridacién de los iniciadores y la sintesis de nuevo ADN. Este ciclo se repite entre 30 y
40 veces, para conseguir una replicacién exponencial que permite obtener una cantidad de ADN

visible mediante electroforésis en geles tefiidos con bromuro de etidio (Saiki er al 1985).

En el laboratorio del Departamento de Ciencias Agricolas de la Universidad de Arizona se
realizd un analisis PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) para observar las distancias

genéticas ligadas al geminivirus presente en las muestras de tejido foliar fresco enviadas,

Segun Idris y Brown (1998) Ia prueba de deteccién se realizo con el siguiente protocolo

experimental:

a) Iniciadores o cebadores: Fueron usados tres iniciadores especificos para amplificar la
regién comin (CR) de la proteina de la capsula del geminivirus: prAV1134, prAC344 y
prBV1855.

b} Protocole experimental: Las reacciones del PCR se realizaron con un termociclador
de ADN (Norwalk, CT) Perkin-Elmer La mezcla de reaccién (25 i) contenia: 0.5 u
de ADN extraido de las hojas de tomate; 2.5-3.0 mM de MgCl; tampén de extraccidn
Ix (10 mM Tris-HCI, 50 mM KClI, pH 8.0); 150 uM dNTPs y 20 pmol de cada primer
La Taq ADN polimerasa fue usada de acuerdo a las especificaciones de Ia Perkin-
Elmer

¢) Pardmetros de amplificacién: Fueron 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por dos
minuto; seguido por un minuto a 95 °C; un minuto a 58 °C ; y un mmuto a 72 °C. La

extension final durd 20 minutos a 72 °C

Los productos del PCR fueron corridos con electroforesis en un gel de agarosa al 1% en el
tampén: Tris-acetato-EDTA, pH 8.0 Los geles fueron tediidos con bromuro de etidio, lavados con

agua y vistos con iluminacién UV




DETECCION DEL GV POR PCR

Figura 4. Etapas ocurridas en la prueba de PCR usada para identificar geminivirus.

5.12. Variables de respuesta y analisis estadisticos

5.12.1. Altura
La variable altura se midio a intervalos de 7 dias, desde la base hasta la yema apical; con

una cinta métrica graduada en centimetros

8.12.2. Severidad

La bisqueda de sintomas visibles de la virosis se inicio a los 15 dias después de la
moculacion con el geminivirus, las evaluaciones se hicieron cada 7 dias y en horas de la tarde para
cbservar mejor los sintomas. La escala utilizada para esta medicion la cual se mencioné
anteriormente (Rom er /. 1993), es de tipo cualitativo ya que describe los sintomas (pag 26-27)

asignando un numero del 1-5.



5.12.3. Produccién de biomasa
Para medir la biomasa se tom el peso fresco en gramos de cada una de las plantas al
momento de la cosecha, luego se depositaron en bolsas de papel y se sometieron a una temperatura

de 70 °C durante cuatro dias, se pesaron de nuevo para obtener el peso seco.

5.12.4. Diseiio experimental

Se estableci6 un disefio completamente al azar (DCA) con 12 tratamientos ¥y 5 repeticiones
por tratamiento, para cada una de las dos variedades de tomate
La unidad experimental esta constituida por cada una de las maceteras v la unidad de muestreq por

cada una de las plantas.

5.12.5. Tratamientos

Se evaluaren 12 tratamientos para cada una de las dos variedades de tomate con 5
repeticiones, para un total de 120 unidades experimentales {(maceteros con las plantas) Los
tratamientos fueron los siguientes:

T1 = Bacillus cereus

T2 = Psendomonas cepacia

T3 =MG4 (Bacillus sp )

T4 = MG10 (P fluorescens)

TS5 =MG15 (Pseudomonas sp)

T6 = Compost

T7 = Bocashi

T8 =TI+ T2+ T3 + T4 +T3 (sinergismo)
T9=T8 +Té

TIO=T&+T7

T11 = Plantas + geminivirus (testigo relativo)

T12 = Plantas + suelo estéril (testigo absoluto)
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5.12.6. Modelo estadistico

Xij=A+ Bi+ Ejj

donde:
Xij = Variable aleatoria observable.
A = Media general
Bi = Efecto del i-esimo tratamiento
Ejj = Error o desviacion residual
1 = tratamientos

] = repeticiones

3.12.7, Analisis estadistico

Con los datos obtenidos en el experimento de las variables: altura, severidad, peso fresco v
seco de las plantas se realizaron anlisis de varianza y las medias de los tratamientos fueron
separadas de cuerdo a la prueba de Tukey, utilizando el paquete estadistico SAS. El anlisis de
regresion se realizo entre las variables severidad (x) y peso seco (v) (Biomasa) para poder ver el
comportamiento de los tratamientos en las variedades de tomate evaluadas: Hayslip y 8429

A las ecuaciones de regresion cuadratica se les calculd la primera derivada, para obtener el

[T 11

valor de “x” el cual indica a que porcentaje de severidad la planta alcanza la mayor produccion de
peso seco (Ymax) También se incluyen los valores del R’ para ver el ajuste de la ecuacion a los
datos (Cuadro 6 y 7).

Para evaluar la severidad de Ja enfermedad se utilizo el parmetro de Area bajo la curva del

progreso de la enfermedad (ABCPE) (Rivas Platero, 1996), cuya formula es la siguiente:

ABCPE = n{yi +yi+1)/2 X dti

donde:
vi = severidad (proporcion de la enfermedad) en la i-esima observacién
ti = tiempo en dias despuss de la inoculacion en Ia i-esima observacion

= sumatoria de n observaciones.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Recoleccion de muestras y aislamiento de rizobacterias

Las muestras se recolectaron en Grecia v Guayabo por ser zonas donde se cultiva tomate en
gran escala en Costa Rica Después de aplicar Ia técnica de aislamiento descrita en materiales y
métodos numeral 3.3.2 se lograron purificar 42 rizobacterias a las cuales se les hicieron analisis

bioquimicos y térmicos para su identificacion (Anexo 4)
6.4.Pruebas bioquimicas y térmicas para la identificacion

La primera prueba que se practico a las rizobacterias fue la de KOH para clasificarlas en
dos grupos las gram positivas y negativas; de las 42 rizobacterias aisladas 19 resultaron ser gram
positivas y 23 gram negativas.

Segin Buchanan y Gibbons (1974) las bacterias del género Pseudomonas son gram
negativo, mientras que las del genere Bacillus son gram positivo; estos dos grupos se consideran
como los taxones mas frecuentes de la comunidad de rizobacterias en diferentes cultivos (Lievens ef

al. 1989)

La prueba térmica para identificacion de Bacillus mostrd que este género de bacterias forma
esporas resistentes al calor (Buchanan y Gibbons 1974), al practicar esta prueba a todas las bacterias
las 19 rizobacterias gram positivas (Bacillus) crecieron de nuevo después de ser sometidas a 80 °C
por 10 minutos en bafio de Maria; mientras que las gram negativas no crecieron en el medio

después de ser sometidas a calor.

Las pruebas de catalasa y oxidasa se practicaron a las 42 rizobacterias, la prueba de catalasa
es siempre positiva para Pseudomonas y usualmente positiva en Baciflus (Buchanan y Gibbons
1974, Schaad 1988,Saddler er al. 1991).

Todas las 42 rizobacterias resultaron ser catalasa positiva La prueba de oxidasa es
usualmente positiva en Pseudomonas y Bacillus (Buchanan y Gibbons 1974,Schaad 1988,5addler ef
al. 1991). En los resultados se encontraron 30 rizobacterias oxidasa positiva y 12 con oxidasa

negativa.
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Para la prueba de crecimiento anaerobico solo siete de las 42 rizobacterias resultaron
positivas, en tres de ellas la reaccion se dio a las 24 horas: MG8, MG 18, MG42. Mientras que en
las otras cuatro la reaccidn ocurrié a las 48 horas: MG19, MG22, MG32, MG33  Segun Saddler
(1991), Buchapan v Gibbons (1974) las bacterias del género Pseudomonas son estrictamente

-

aerdbicas; mientras que las del genero Bacillus pueden ser aercbicas o anaerdbicas facultativas.

La prueba de fluorescencia se aplico a todas las rizobacterias del tipo Psenudomonas, pero
solo dos de ellas mostraron fluorescencia en el medio B-de King: MG9 y MG10. La ultima mostro

mejor fluorescencia al exponerla a luz ultravioleta.

La caracterizacién de la forma de crecimiento, el tipo de borde, color y elevacion ayudan
mucho al momento de describir he identificar bacterias, en los aislamientos la mayoria fueron
blancos, sobre todo las gram positivas, mientras que las gram negativas cremosas, a excepeion de
las dos fluorescentes que fueron amarillas Las caracteristicas que mas variaron fueron la forma de

crecimiento v el tipo de borde (Anexo 4)

Tres de las rizobacterias se utilizaron en ¢l experimento como posibles inductoras de
resistencia o promotoras del crecimiento en plantas de tomate inoculadas con geminivirus: MG4,
MG10 y MG15 (Cuadro 1). La MG4 presenté la prueba de KOH como gram positiva, crecid en
AN después de la prueba térmica, también resultd ser catalasa y oxidasa positiva, negativa en la
prueba de crecimiento anaerdbico v de fluorescencia. Esta rizobacteria es peculiar pues es la unica
que presentd un tipo de crecimiento rizoide

Las otras dos rizobacterias seleccionadas se clasificaron como Pseudomonas por ser gram
negativas en la prueba de KOH, ademas éstas no crecieron después de ia prueba térmica La MG10
fue la que presento fluorescencia en el medio B-de King, oxidasa y crecimiento anaerdbico
negativo, su crecimiento fue en forma circular y de color amarillo

La MG15 es del tipo catalasa v oxidasa positivo, crecimiento anaerdbico y de fluorescencia

negativa, esta rizobacteria fue muy frecuente encontrarla en casi todas las muestras aisladas su

crecimiento es de tipo irregular, blanco v su borde dentado



Cuadro 1. Caracteristicas bioquimicas y morfolégicas de las tres rizobacterias

aisladas y atilizadas en el experimento CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998.

Bacteria Gram Catalasa Oxidasa C Anaerdbio F/B-deKing Forma  Borde

MG4 + + + - . Rizoide  Filamentoso
MGIL0 - + - - + Circular  Entero

MGI15 - + + - - Irregular  Dentado

Con la ayuda de estas caracteristicas se pudo clasificar a las tres nzobacterias aisladas
como: MG4= Bacillus sp, MG10= Pseudomonas fluorescens y MG15= Pseudomonas sp; las que

fueron evaluadas en el experimento.

Las otras dos nzobacterias que se utilizaron fueron: Bacillus cereus (A-30) y Pseudomonas
cepacia. Ambas pertenecientes a la coleccion del laboratorio MIP-CATIE Y utilizadas previamente
por Okumoto (1992), Rodriguez Osorno (1995), Gonzalez et al (1996) y Jiménez (1996). Ambas

mostraron actividad en el controi bicldgico
6.3 Uso de enmiendas orginicas

Los analisis quimicos de los sustratos utilizados: suelo, sustrato 1 (suelo mas compost)y
sustrato 2 (suelo mas bocashi) (Anexo 7) se utilizaron para realizar la interpretacion, se uso el
método de Olsen madificado, el cudl es el utilizado en los laboratorios de analisis de suelos del
CATIE, en donde se practicaron dichos analisis Mostraron que los valores del pH en agna con
relacion al nivel optimo fueron: bajo para el suelo, optimo para el sustrato 1 y alto para ¢l sustrato 2.
La acidez intercambiable fue optima y el porcentaje de saturacion de acidez baja en los tres
sustratos, con relacién al nivel optimo

La capacidad de intercambio de cationes efectiva (CICE) fue alta para el suelo, muy alta para el
sustrato 1 y alta para el sustrato 2 La relacion de bases estuvo bien para el suelo y el sustrato | a
excepcion de la relacion Ca/Mg que se presentd baja en este ultimo sustrato; el sustrato 2 presento

un valor bajo en la relacion Mg/K y Ca+Mg/K (Cuadro 2)

De acuerdo al analisis de suelo: se presentd un pH de 5 1 un poco bajo con relacion al nivel
optimo (5.5); sin embargo la acidez intercambiable fue éptima, el contenido de bases esta muy
cercana al dptimo  En cuanto a la relacion de nutrientes (bases) todos los niveles estan dentro del

rango optime; en cuanto a elementos ¢l inico que presenta un nivel bajo es el calcio



35

Se puede concluir que el indice de fertilidad de este suelo es aceptable y los problemas que

presenta son la acidez v el calcio

En el analisis del sustrato ! (suelo + compost) se presentd un pH Optimo. Con un nivel de
acidez intercambiable bajo, por lo cual no presenta problemas de acidez. FEsto se debe
probablemente a la influencia de la materia organica.

Como Ia suma de bases fue superior (11.39) al optimo (5); el % de saturacion de acidez es
infimo. La CICE resultd alta y no presentd deficiencia en los nutrientes esenciales a excepcion de

la relacion de bases Ca/Mg que se encontrd muy cercana al nivel dptimo.

En comparacién al suelo este sustrato mejord el pH, la suma de bases y la relacion Ca/Mg, v
tmicamente disminuy6 el nivel de calcio como elemento, pero en una cantidad muy poca con
relacidn al optimo. Segin Bertsch (1995) la absorcién de Ca y Mg por las plantas no es muy alta,

tampoco es esperable que lo sea el aporte de los mismos a partir de la materia organica.

El sustrato 2 (suelo + bocashi) aumento el pH de 5.1 en el suelo a 5.9; probablemente
porque en la elaboracién del bocashi se empleo cal; esto se comprueba con el bajo nivel de acidez
intercambiable (Bertsch 1995). La suma de bases y la CICE resultaron superior al éptimo, el % de
saturacion de acidez fue bajo al igual que la relacion Mg/K y Ca+Mg/K ésta dltima se acercod
mucho al nivel optimo (10), y presento valores altos de Ca, K y Mg.

Con la cantidad de materia organica presente en estos dos ultimos sustratos se podria

suponer un adecuado suplemento de N y S que pasan a formar parte de la solucién del suelo
(Bertsch 1995).
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Cuadro 2. Analisis de suelo v sustratos utilizados en el experimento, determinado mediante

Olsen maedificade (pH 8.5 y KCl1 1IN, para fertilidad). Los niveles se clasificaron como: Optimo
(0), Alto (A), Bajo (b}, Muy bajo (Mb), Bien {(B), Mal (m). CATIE, Turrialba, Costa Rica.

1998.

FACTOR SUELO

pH/agua 5.1 (Mb)
Acidez 05(0)
Bases 4.75 (b)
CICE 525(A)
% sat Acidez 952 (m)
Ca/Mg 29 (B)
Mg/K 4.26 (B)
Ca+Mg/K 16 39 (B)
Ca/K 12.33 (B)

K (emol(+)/1) 0.27 (A)
Ca{cmol(t)1) 3.33 (b)
Meg{cmol(+)/1) 115 (A)

SUSTRATO 1 SUSTRATO 2 NIVEL

55(0)
024 (0)
11.59 (Ma)
11.38 (Ma)
2.03 (m)
1.96 (b)

4.68 (B)
13.86 (B)

9.18 (B)
0.78 (A)
7.16 (A)
3.65 (A)

021 (0)
6.67 (A)
6.88 (A)
3.05 (m)
3.10 (B)
2.12 (b)
867 (b)
6.55 (B)
0.69 (A)
452 (A)
1.46 (A)

OFTIMO
55

0.5

5
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6.4.Promocion del crecimiento de las plantas

Con el fin de observar el crecimiento de las plantas de acuerdo a los diferentes tratamientos
en cada una de las variedades de tomate evaluadas, se tomaron lecturas semanales de Ia altura en

centimetros desde los 30 dias después de la germinacién (ddg) hasta los 79 ddg.

6.4.1. Altura
Para esta variable se encontraron diferencias significativas (P < 005) entre tratamientos

para las dos variedades de tomate (Cuadro 3)

El testigo absoluto {T12) presentd la mayor altura promedio al final de las 9 semanas
{(Anexo 9), tanto para Hayslip (167.4 ¢cm) como para 8429 (174.2 cm). El T12 permanecid en el
invernadero (libre de geminivirus) en condiciones favorables para el crecimiento como temperatura
(media 24 4 °C, maxima 28.9 °C y minima 21 2 °C}) y radiacién fotosintética activa RAFA (Anexo
10) ¥ con menor estrés por ataque de patogenos, en comparacion a las condiciones de campo bajo
las cuales estuvieron los demas tratamientos. Por lo cual este testigo se uso como referencia. Los
tratamientos se compararon con el testigo relativo T11 (plantas con geminivirus) para tener uma

relacion real, ya que se encontraron bajo las mismas condiciones ambientales.

El T9 {compost + las rizobacterias) presentd mayor altura promedio para las dos variedades
de tomate. La variedad Hayslip presento una altura de 90.6 cm y en la variedad 8429 de 113.8 em.
Esta diferencia de altura entre variedades se debid probablemente al habito de crecimiento. La
variedad Hayslip es de crecimiento determinado, mientras que 8429 es de crecimiento

indeterminado

Ademas del tratamientos con compost + las rizobacterias, otros tratamientos que alcanzaron
alturas mayores al testigo (T11) son: bocashi + las rizobacterias, compost y bocashi para las dos

variedades de tomate evaluadas (Fig 5 y 6).

El testigo (T11) en la variedad 8429 alcanz6 menor altura promedio al final de la evaluacion
(587 ¢m) que en la variedad Hayslip, en la cual alcanzé una altura de 656 cm; presentando
tratamientos con menor altura como: Bacillus cereus, Pseudomonas cepacia, Bacillus sp. y
Pseudomonas sp.  En la variedad 8429 después del testigo, los tratamientos con menor altura
fiseron: la mezcla de rizobacterias v el tratamiento con Bacillus sp. (Cuadro 3). FEl tratamiento con
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Bacillus sp. (13), seleccionado de un aislamiento de Grecia, se comportd en ambas variedades de
tomate COmO un MICTOOrganismo que no aportd al crecimiento de la planta v su efecto se puede
considerar como negativo. Los tratamientos con cepas bacteriales en forma aislada o en mezcla,
fueron similares o inferiores en altura al testigo {T11); sin embargo, cuando las cepas se agregaron
al compost o al bocashi el incremento en altura fue significativo en relacién con las enmiendas

organicas sin estos microorganismos,

A la semana despues de la germinacién se pudo apreciar Ia gran diferencia de crecimiento
entre los tratamientos que tenian enmienda organica (compost & bocashi) con los tratamientos que
solo tenian el efecto de las rizebacterias (T1-T5) en ambas variedades. En éstos primeros ¢inco
tratamientos se presentaron problemas de bacteriosis (Xanthomonas) a los 10 ddg y deficiencias
mutricionales; por lo cual se aplico Kilol (bactericida y fungicida) y nitrato de calcio. A los 15 dias
después del manejo las plantas lograron recuperarse, pero ninguna de ellas alcanzé la altura de los

demas tratamientos.

Cuadro 3. Valores promedio de altura en plantas de tomate variedad Hayslip y 8429
segan tratamientos. CATTE. Turrialba, Costa Rica. 1998.

Tratamientos Hayslip/Altura cm 8429/Altura cm
T1= B. cereus o 61.7 ¢ 62.6 ef
T2= P. cepacia 63.5ef 679d
T3= Bacillus sp. 562¢g 5811z
T4= P, fluorescens 67.6d 67.9d
T5= Pseudomonas sp. 63.5ef 66.6 de
T6= Compost 8370 916b
T7= Bocashi 31.8b 194c
T8=T1+T2+T3+T4+T5 615f 569¢g
T9= Compost + T8 907a 1138a
T10= Bocashi + T8 77 7¢c 924%b
T11= Testigo relativo 65 5de 5871

' Medias con letras iguales no difieren significativamente entre si por la prueba de Tukey (P<0 05)
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Figura 5. Altura promedio segin tratamientos en plantas de tomate de la variedad

Hayslip. CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998,
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Figura 6. Altura promedio segiin tratamientos en plantas de tomate de la variedad

8429, CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998.
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B) Produccion de biomasa

En la variedad Hayslip no se encontraron diferencias significativas en el peso fresco, ni en
el peso seco (Cuadro 4); sin embargo se observa que el mayor peso fresco y seco lo presentd el
compost + las rizobacterias, seguido por el bocashi + las rizobacterias y el bocashi solo (Fig. 7). FI

menoer peso fresco v seco lo presento el tratamiento con Pseudomonas cepacia (T2)

Se observaron diferencias significativas (P < 0 05) entre tratamientos tanto para peso fresco
como para peso seco en la variedad 8429 (Cuadro 4). El peso fresco en el T9 (compost + las
rizobacterias) fue mayor y difiere del T11 (testigo) que presenté el menor peso fresco. El T9
también presentd diferencias significativas con los tratamientos 13, T4, T6 y T7

En el peso seco el compost + las rizobacterias presentd diferencias con todos los
tratamientos excepto con el bocashi + las rizobacterias  El peso seco del tratamiento con bocashi +
las rizobacterias difirio tnicamente del peso seco del testigo (T11). (Cuadro 4, Fig8) El
tratamiento con P cepacia presento un peso seco que no difiere de éste dltimo Lo cual indica que
independientemente del hébito de crecimiento de la variedad 8429, Pseudomonas cepacia podria ser

promotora del crecimiento en plantas de resistencia intermedia

L.os mismos tratamientos que presentaron mayor altura presentaron también el mavor peso
fresco vy seco promedio en las dos variedades de tomate. Los tratamientos que presentaron menor
crecimiento tanto en altura como biomasa fueron los tratamientos con las rizobacterias solas v en la
mezcla (T8) Manteniéndose siempre el compost + las rizobacterias v bocashi + las rizobacterias

como los tratamientos que alcanzaron un mayor crecimiento en las dos variables.

En estudios previos con enmiendas organicas como compost v bocashi, se observa que estos
promueven un crecimiento rapido tanto en altura y peso seco, presentando diferencias significativas

en comparacion con los testigos (Hernandez 1997 y Jiménez 1996).

Jiménez (1996) menciona que los tratamientos “bocashi” v “bocashi + B cerens” mostraron

mayor altura, mayor diametro y mayor peso seco, en comparacion a los demas tratamientos.
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Cuadro 4. Valores promedios de peso fresco y peso seco (g) segim tratamientos en

plantas de tomate variedad Hayslip y 8429. CATIE. Turrialba, Costa Rica, 1998.

Hayslip 8429

Tratamientos ~ Peso fresco (é) Peso seco (g) Peso fresco (g) Peso seco (g)
T1= B, cereus 212. 3 a 417a 300.7 abe 47 6 be
T2= P. cepacia 1920a 316a 317 6 abe 52.2 be
T3= Bacillus sp. 2039a 342a 287 2 be 47.9 be
T4= P, fluorescens 1976a 325a 2728 be 452 be
T5= Pseudomonas sp. 2533 a 397a 3177 abe 540 be
T6= Compast 2639a 434 a 2639 be 40 5 be
T7= Bocashi 276.0a 457 a 297 8 be 514be
T8=TI1+T2+T3+T4+TS 2059a 371a 3202 abe 524 be
T9= Compost + T8 287.7 a 548 a 451.9a 84.7a
T10= Bocashi + T8 283 6a 5l16a 3839 ab 657 ab
T11= Testigo relativo 263 9a 465a 2032¢ 373 ¢

! Medias con letras iguales no difieren significativamente entre st por la prueba de Tukey (P<005)
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6.4. Severidad

Esta vartable mostro diferencias significativas (P < 0.05) en el analisis de varianza entre los
tratamientos en las dos variedades de tomate evaluadas

En la variedad Hayslip, los tratamientos que presentaron los indices mas bajos de severidad
al final de la evaluacion (39 ddi) fueron: T6 (compost) y T9 (compost + las rizobacterias)con una
severidad promedio de 1.5, y T7 (bocashi) con 1.6 En el analisis de ABCPE estos tratamientos
mostraron los valores mas bajos, lo que demuestra que son los tratamientos que responden mejor al
ataque del geminivirus, mostrando resistencia sistémica. Los demas tratamientos presentaron
severidades mas aitas que el testigo (T11) el cnal presentd una severidad promedio de 1.6 y un
ABCPE de 43 1 (Cuadro 5 y fig 9).

En la variedad 8429, la cual es una variedad de resistencia intermedia al geminivirus
(CATIE 1998) se presentaron indices de severidad mas bajos que en la variedad Hayslip,
susceptible al geminivirus. En ambos analisis el compost + las rizobacterias presenta los valores
menores: 0.9 de severidad y 23.1 de ABCPE Los tratamientos que presentaron valores de
severidad menores al testigo fueron Bacillus cereus, Pseudomonas cepacia, mezcla de rizobacterias
y bocashi + las rizobacterias  Los tratamientos restantes presentaron mayor severidad que el testigo
(Cuadro 5 y Fig 10).

En el cuadro 5 donde se observan los datos de ABCPE no se presentaron diferencias
significativas entre tratamientos, sin embargo es notable la diferencia entre los valores de las dos
variedades evaluadas Hayslip generalmente presentd valores mas altos que la variedad 8429 Los
tratamientos T1, T2, T9 y T10 lo muestran claramente; el compost + las rizebacterias presentd un
ABCPE en 8429 de 23.1, mientras que en Hayslip fue de 42.6; similarmente en el Bacillus cereus
es 33.1 vrs. 60.8; en Pseudomonas cepacia es 29.1 vrs. 51,5 y en boeashi + las rizobacterias 28.7
vrs S1. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en CATIE (1998), donde la variedad 8429
presentd un ABCPE promedio de 20, mientras que en Hayslip es de 46 7 una variedad calificada
como de las mas susceptible al geminivirus. Sin embargo los testigos de las dos variedades tienen

un ABCPE similar, lo cual indica el efecto de otros factores diferentes al virus.

Las ultimas evaluaciones de los sintomas de severidad fueron dificiles de cuantificar debido
que las plantas presentaban lesiones foliares causadas por otros patégenos. En la medicion de esta
variable pudo influir ademas los cambios bruscos del clima que se presentaron durante el desarroilo

del experimento, las lluvias fuertes volcaban algunos maceteros, predisponiendo las plantas al
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desarrollo de amarillamientos, Io cual no dabs el nivel de confianza para separar los efectos del

virus de aquellos climiticos o patolégicos.

Cuadro 5. Valores del area baje Iz curva del progreso de la enfermedad en plantas
inoculadas con geminivirus en respuesta al uso de rizobacterias y enmiendas orgénicas para

dos variedades de tomate: Hayslip y 8429, CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998,

Tratamientos Hayslip 8429
Ti=B.ceress  608a' 33 ab'
T2=P, cepacia 515a 29.1ab
T3= Bacillus sp. 583a 46.0a
T4= P. fluorescens 48 6 3 320a
T5= Pseudemonas sp. 542a 513a
T6= Compost 40.7 a 513a
T7= Bocashi 44 1a 474 a
T8=T1+T2+T3+T4+T5 595a 420a
T9= Compost + T8 426a 23 1ab
T10= Bocashi + T8 510a 28.7 ab
T11= Testigo relativo 43 1a 437a

* Medias con letras iguales no difieren signiﬁcaﬁvam&nte entre si por la prueba de Tukey (P<0 05)

Las rizobacterias B. cereus y P. cepacia en la variedad 8429 presentaron valores de ABCPE
bajos 33 1y 29.1 respectivamente En la variedad Hayslip se presentaron vaiores mas altos que el
testigo (T11). Por lo que se supone que éstas dos rizobacterias actiian como inductoras de
resistencia sistémica en plantas que presentan algin factor de resistencia intermedia al geminivirus.

En la variedad Hayslip el tratamiento que menor severidad presenté en comparacién al
testigo (T11) fue el compost (T 6), ademas del compost + las rizobacterias que siempre presento el
valor de ABCPE mas bajo en ambas variedades

El tratamiento con la mezcla de las § rizobacterias (T8) no presenté valores més bajos que
el testigo en las dos variedades evaluadas Sin embargo en unién con el compost (T9) en la
variedad 8429 disminuyé el ABCPE en casi el doble, que Ia presentada por el compost solo(T6), se
presume que hay un efecto sinergistico de las rizobacterias en presencia de esta enmienda en Ia
variedad de resistencia intermedia, pero no en la susceptible (Hayslip); en donde se increments el

ABCPE del compost + las rizobacterias, en comparacién al T6 (compost).
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Figura 9. Indice de severidad promedio segiin tratamientos en plantas de tomate variedad
Hayslip. CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998.
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Figura 10. Indice de severidad promedio segiin tratamientos en plantas de tomate variedad
8429, CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998,
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6.5. Andlisis de regresion entre peso seco y severidad.

El analisis de regresion se realizé entre las variables severidad (x) y peso seco (y) (biomasa)
para poder ver el comportamiento de cada uno de los tratamientos en las variedades de tomate
evaluadas: Hayslip y 8429

Los tratamientos tuvieron comportamientos diferentes en cada variedad de tomate, el testigo
T11 en Hayslip presentd un peso seco maximo de 52 3g a una severidad de 17, a partir de este
punto al aumentar la severidad disminuira el peso. En 3429 la tendencia del testigo fue diferente 2
pattir de una severidad de 125 alcanza un peso seco minimo de 24 2g y luego al aumentar la
severidad el peso seco también aumentara en el tiempo. Probablemente es debido a que esta

variedad presenta ciertos genes de resistencia a geminivirus.

Para Ia variedad Hayslip (Anexo 11, Figs. 11) los tratamientos que respondieron mejor a la
relacién severidad-peso seco fueron: TO (compost + las rizobacterias), T4 (P fluorescens) y T8 (la
mezcla de las 5 rizobacterias) en los cuales a una severidad de 1.59, 1.89 y 2.41 respectivamente, se
alcanzo un peso seco méaximo de 67.95, 41 52 y 54.94  Sin embargo, a partir de este punto al
aumentar la severidad disminuira el peso seco. El T6 (Compost) presentd una ecuacién lineal en la
cual al aumentar [a severidad el peso seco tiende aumentar. Los otros tratamientos de esta variedad
(T1, T2, T3, T5, T7 y T10) se comportaron de manera similar, al aumentar la severidad

disminuyeron el peso seco; lo cual era el comportamiento esperado.

Para la variedad 8429 (Anexo 12, Figs. 11) los mejores tratamientos en cuanto a produccidn
de peso seco fueron: T1 (Bacillus cereus) y T9 (Compost + las rizobacterias) estos presentaron una
ecuacion cuadrética negativa o sea que alcanzan un peso seco maximo a determinada severidad y
luego, a partir de ese punto al aumentar la severidad el peso seco disminuye. El tratamiento con
Bacillus cereus alcanzé un peso seco maximo de 69.4g a una severidad de 1.13 y el compost, + las
rizobacterias un peso seco maximo de 90 08g a una severidad de 0.92.

EI'T2 (P. cepacia) y T7 (bocashi) se comportaron de manera similar en esta variedad, el T2
alcanzo un peso seco minimo de (51.31g) a 1.26 de severidad, T7 a 1.98 de severidad alcanzé un
peso seco mimmo de 49.54g  En ambos tratamientos a partir del punto minimo en peso seco, al
aumentar la severidad también logran aumentar su peso seco  Los otros tratamientos de esta
variedad (T3, T4, T5, T6, T8 y T10) al aumentar la severidad disminuyen el peso seco.
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Figura 11B. Grificas de regresién entre peso sece (Y) vy severidad (X) en plantas de tomate

variedad Hayslip y 8429 respectivamente: (a, b) T4, (¢, d) TS y (e, f) Té6.
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6.6. Deteccién del geminivirus por PCR

Los resultados de las muestras con la prueba del PCR fueron positivos. Con el analisis del
PAUP se determiné que el geminivirus encontrado en las muestras de tomate en estudio esta
estrechamente relacionado con el geminivirus STLCV (Sinaloa tomato leaf curl virus); lo que

confirma la presencia de geminivirus en el experimento

Estos resultados son coincidentes con los obtenidos por Idris y Brown (1998). E! STLCV
es un geminivirus reportado por primera vez en Sinaloa, México en 1989 infectando plantas de
tomate y chile. Esto contrasté con lo esperado, pues se creia que los geminivirus presentes en las
muestras estarian mayormente relacionados al ToYMV (Tomato Yellow mosaic virus), reportado

en Costa Rica

Los sintomas del STLCV en plantas de tomate infectadas son: amarillamiento y deformacion foliar,
entrenudos cortos y coloracion pirpura en la parte abaxial de la hoja  Este ultimo sintoma es muy

similar al asociado con la acumulacién de antocianinas debido a deficiencias de fésforo.

La descripcién de estos sintomas en plantas de tomate infectadas con el STLCV es muy
similar a la observada en las plantas de tomate evaluadas en este experimento. Los resultados
obtenidos hacen presumir de la existencia de geminivirus muy similares al virus descrito en Sinaloa;

ya que la distancia genética encontrada para el virus presente en las muestras es cercana a este virus
{Anexo 13)




7. CONCLUSIONES

El testigo absoluto T12 alcanzé la mayor altura en comparacién con los demds tratamientos, por
las condiciones optimas dentro del invernadero, tanto de clima como de un ambiente libre de

patdgenos.

El compost y el bocashi mejoraron las condiciones de acidez, modificando el pH del suelo

utilizado en el experimento

Las rizobacterias por si solas o en mezcla no mostraron ser promotoras de crecimiento en las

plantas, en las dos variedades de tomate.

Los tratamientos con compost y bocashi mas las rizobacterias (T9 y T10) resultaron ser los
mayores promotores de crecimiento en las plantas de tomate (altura y biomasa) en las dos
variedades evaluadas: Hayslip v 8429

La induccion de resistencia sistémica en las plantas de la variedad Hayslip se dio con las
enmiendas organicas (compost y bocashi) y el T9 (compost mas la mezcla de las cinco
rizobacterias). Para la variedad de resistencia intermedia 8429 de dio con el T9, T10
(enmiendas mas la mezcla de las rizobacterias), T1 (B. Cereus), T2 (P. cepacia) y T8 (mezcla

de las 5 rizobacterias).
El método de transmision del geminivirus fue efectivo en todos los tratamientos.
Durante la época del experimento se presentaron factores ambientales y patoldgicos que se

expresaron en las plantas con sintomas similares a los producidos por el virus, alterando la

medicion de severidad,
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8. RECOMENDACIONES

1 Seleccionar otras rizobacterias con caracteristicas de promocion de crecimiento en lag plantas
(PGPR)

2. Para la preparacion de las enmiendas organicas compost y bo::ashi, se deben utilizar materiales

disponibles en la zona de trabajo para contribuir con el reciclaje y disminuir los costos de
produccién

3. Seleccionar el suelo a utilizar conociendo previamente sus caracteristicas fisicas y quimicas
Para evitarse problemas de deficiencias en las plantas.

4. Realizar una prueba de deteccion del virus a las moscas blancas antes de inocular las plantas

5. Llevar el experimento hasta etapa de fructificacion para poder medir produccidn.
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nexo 1. E

structura taxonomica para la familia geminiviridae, propuesta per Padidam ef al. (1995).

FAMIIA

SUBFAMILIA:

GFNERO

VECTOR

INFECTA:

GENCVA:

Geminiviridae

k\\\/,/lv Betageminivirinae

Alphageminiviringe
.\ ~>

Monogennivirus Intergominivirus Archeogeminivins  Neogeminivins
Saltahojas Saltahojas Vbsca blanca Misca blanca

Mono y dicotiledéreas Dicotileddneas Diootiledoneas Dicotiledéneas
(viejo mundo) (nuevo mundo)

Cot fes Cot esimpe | U00d0S Dos componentes
mporesiie siple Tponente simph o

ESPECIE-TIPO: MV BCIV AV BGMV




Anexo 2. Condiciones ambientales durante el experimento. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1998
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Radiacién Solar (MJ/m*)

Temperatura media {°C).

Humedad relativa (%)

E! Junio Julio Agosto Junio Julio Agosto Junio Judio Agosto
1 21.88 13.14 245 22.8 82.7 93.6
2 10.58 9.92 22.8 21.8 97.2 95.1
3 5.61 10.81 21.3 21.2 98.0 86.5
4 7.15 11.53 20.5 22.0 §8.2 95.0
5 9.39 8.85 21.0 22.0 871 86.9
6 19.08 12.83 22.7 21.8 93.3 95.3
7 13.41 11.39 18.33 22.8 21.8 21.7 83.7 96.6 94.3
8 17.30 8.45 14.23 22.7 21.9 21.5 94.8 96.3 84.8
9 10.85 13.23 12.78 21.9 221 21.3 98.8 95.3 85.5
10 17.19 14,99 24.03 22.8 21.8 23.5 95.0 95.5 81.5
11 5.85 17.10 18.75 21.9 22.1 23.0 Q8.4 95.1 81.4
12 13.62 17.04 18.85 22.6 22.7 23.5 95.6 84.4 g2.2
13 4.70 13.58 4.81 21.8 22.3 20.4 97.9 94.8 88.2
14 15.83 20.62 13.47 23.7 23.0 2t1.2 94.68 92.4 94 .4
15 13.80 20.54 11.44 23.3 22.9 21.2 96.8 93.1 86.2
16 10.08 15.67 g.84 22.2 22.0 21.0 94.9 86.0 85.¢
17 15.20 13.15 23.01 232 217 22.7 93.3 g2.8 92.4
18 15.85 12.69 17.08 22.9 215 22.7 92.8 95.4 93.0
19 14.30 15.45 18.91% 21.8 22.0 23.0 96.7 94.0 93.1
20 10.57 16.07 17.80 21.4 22.2 22.6 96.7 92.5 94.6
21 17.99 16.12 17.91 22.8 23.0 22.4 94.0 9286 3.0
22 11.15 22.60 22.66 22.5 22.9 23.3 95.2 91.3 88.3
23 16.03 21.38 20.45 23.1 22.8 23.5 94.8 93.3 g93.1
24 23.49 22.75 243 23.2 g2.8 93.7

25 8.18 10.38 235 22.0 94.8 96.2

26 22.49 16.76 24.3 23.1 3.7 94.0

27 10.45 18.53 23.0 22.9 95.6 95.3

28 9.33 11.51 226 20.8 96.3 96.7

29 20.39 16.61 23.0 21.9 894.2 83.5

30 25,22 21.10 243 23.9 93.6 92.8

31 8.06 22.0 97 .4




Anexo 3. Preparacion del Medio Agar nutriente.

1) Pesar 23g de agar nutriente y 5g de Bacto agar

2) Calentar en la estufa un litro de agua destilada en un erlenmeyer de 1,500ml.
3) Agregar los mgredientes del numeral (1) y agitar, hasta que hierva

4) Dejar hervir por 5 min. hasta que se disuelvan los ingredientes.

5) Esterilizar en el autoclave a 121 °C durante 25 minutos a 15 atmésferas de presion.

El contenido de la formula por litro de agua es el siguiente:

1) Gelatina digerida por enzimas pancreaticas.. .. ... 5.0g
2) Extractode camebovina. ... .. ... ... .. 30g
3) Agar ... . e e o 15,08

4) pHfinal ..o e o 68202
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Anexo 4. Caracteristicas bioquimicas y morfologicas de rizobacterias recolectadas
y aisladas de plantas de tomate. CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998.

'ﬁ—:i_cf‘téuﬁas “Muestra

MGl MS8P2 raiz
MG2 MT7P2 suelo
MG3 M10Plraiz
MG4 M2Gu taiz
MGS5 M2Gu raiz
MG6 MT7P2 raiz
MG7 M7P2 raiz
MGS MYP1 suelo
MG9 M3P2 raiz
MGI10 MI2P1 suelo
MG11 M7P2 raiz
MG12 M3Gu raiz
MG13 MOP1 raiz
MGI4 M4P2 raiz
MG13 MSP2 suelo
MGI6  M2Guraiz
MG17  M2Gu raiz
MGI8 M3Gu raiz
MG19 MI11P1 raiz
MG20 M6P2 suelo
MG21 M6P2suelo
MG22 Mi12P1 suelo
MG23 MI0P! raiz
MG24 M6P2 raiz
MG25 M3Gu suelo
MG26 M2Gu suelo
MG27 M2Gu raiz
MG28 M3Gu raiz
MG29 MG6P2 raiz
MG30 MS8P2 raiz
MG3t M5P2 suelo
MG32 M7P2 suelo
MG33 MS5P2 raiz
MG34 MI127PI suelo
MG335 M7P2 raiz
MG36 M7P2 suelo
MG37 M1Gu raiz
MG38 M1Gu sueio
MG39 M1Gu raiz
MG40 M1Gu raiz
MG41 MI1Gu raiz
MG42 M1Ga raiz
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" Gram Catalasa Oxidasa AnG' FVBK® Forma

Irregular
Irregular
Rizoide
Puntiforme
Lregular
Irregular
Puntiforme
Irregular
Circular
Irreguiar
Irregular
trregular
Circular
Irregular
Irregular
Irregutar
Puntiforme
Puntiforme
Irregular
Irregular
Puntiforme
Puntiforme
Irregular
Irreguiar
Irregular
Irreguiar
Irregular
Irregular
Irregular
trregular
Irregular
Puntiforme
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Irregular
Puntiforme
{rreguolar

Borde

Dentado

Dentado
Dentado
Filamentoso
Lobulado
Dentado
Dentado
Dentado
Lobulado
Entero
Ondulado
Filamentoso
Dentado
Ondulado
Dentado
Dentado
Dentado
Ondulado
Entero
Ondulado
Ondulado
QOndulado
Entero
Lobulado
Encrespado
Ondulado
Filamentoso
Dentado
Dentado
Dentado
Ondulado
Ondulado
Ondulado
Ondolado
Ondulado
Ondulado
Entero
Entero
Ondulado
Lobulado
Lobulado
Dentado

' Crecimiento anaerdbico

? Fluorescencia en medio B-de King,
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Anexo 5. Medios I y II utilizados en la prueba de crecimiento anaerébico.

El Medio I contiene lo siguiente:

NaCl.. . . . i ...530g
Azul de bromotimol al 1% ... ... ... .30ml
Aguadestilada ... ... 1000 mi

El azu!l de bromotimol se prepara al 1% de la sigutente manera:
Azul de bromotimol (Nr.3026, Merck).‘...‘.‘. O0lg
NaOH 0.IN i s e e 8.0 Ml
Disolver y agregar agua destilada............... 2.0 ml

Se ajusta a un pH de 7.1 y se vierten 5 ml en tubos de ensayo, los cuales se tapan con

una mota de algodén, fuego cubrirlos con papel aluminio y se esterilizan en el autoclave.

Medio II: Medio con fuente de carbono u otros compuestos orgdnicos, en este caso la

fuente de carbono usada fue sucrosa.
Fuente de carbono ... covvrivivinn 10 2
Aguadestilada .. .. ... ........100ml

Anexo 6. Reactivos utilizados para preparar el medio B-de King,

Reactivos Peso
Peptona No.3 200¢g
K,HPO*3H,0 15g
MgS0, * TH,0 15¢g
Glicerol 15g
Apgar 18¢g

Agua 1000 cc
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Anexo 7. Anilisis quimico del suelo y de los sustratos utilizados, previo a la
siembra del experimento. CATIE, Turrialba. 1998,

.

Muestra P K Ca Mg Cu Zn Mn pH
(mg/l) (cmoll) (cmol/l)  {cmol) (mg/) (mg/l) (mg/) (en agua)
‘Suelo 1094 027 333 115 1698 1225 3604 51
Sustrato1 2415 0.78 7.16 3.65 1279 3498 5556 55
Sustrato II 61.66 069 4.52 1 46 164 2674 4305 59

Sustrato [ = Suelo + Compost (4:1)
Sustrato II= Suelo +Bocashi (7:1)

Anexo 8. Anilisis quimico del Compost y Bocashi previo a la mezcla con suelo.

Muestra P (%) K(%) Ca(%) Mg(%) Cu(mgl) Zn(mgl) Mn (mgl)

Compost 252  0.65 7.04 0.75 121.18 634.46 1148 58
Bocashi 227 038 725 0.35 117.93 153.98 1012 44




Apexo 9. {(a) Altura promedio en centimetros segin tratamientos para las
diferentes evaluaciones en plantas de tomate variedad Hayslip. CATIE. Turrialba,
Costa Rica, 1998.

TRAT. 30ddg 37ddg 44ddg 51ddg 58ddg 65ddg 72ddg 79ddg
T1 166 280 390 Sl4 743 8§22 956 1066
T2 208 344 420 534 786 833 970 1022
T3 174 264 362 460 670 736 870 954
T4 185 356 480 596 798 875 1022 1008
TS 145 276 399 529 772 848 1016 1096
T6 431 608 729 840 1012 10388 1095 1127
T7 349 523 702 803 956 1035 1074 1104
T8 180 317 308 502 724 806 960 1034
T9 492 668 830 917 1036 1060 1108 1142
TI0O 284 463 626 741 916 1002 1066 1116
TIl 172 328 434 572 813 870 988  106.6
TI2 186 321 561 843 1204 1380 1594 1674

Anexo 9. (b) Altura promedio en centimetros segiin tratamientos para las
diferentes evaluaciones en plantas de tomate variedad 8429.CATIE. Turrialba,
Costa Rica. 1998.

TRAT. 30ddg 37ddg 44ddg 5lddg 58ddg 65ddg 72ddg 79ddg
TL 127 218 341 470 744 814 1050 1154
T2 135 230 366 532 830 918 1156 1268
T3 124 201 295 408 655 772 1014 1180
T4 121 243 386 528 798 910 1172 1272
TS 168 243 366 523 798 890 1118 1224
T6 404 621 803 906 1070 1106 1200 1220
T7 304 444 635 743 958 1000 1114 1154
T8 106 184 272 394 678 796 988 1138
T9 526 774 1022 1092 1292 1360 1482 1556
Ti0 338 515 713 834 1083 11436 1344 1422
Ti1 146 253 360 487 726 796 910  10L6
Ti2 178 307 540 824 1202 1361 1658 1742

oYy



Anexo 10. Valores de radiacion fotosintética activa (RAFA) medida en un dia
soleado y nublado bajo condiciones de invernadero y campo durante el
experimento. CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1998,

RAFA (uM m? s7)

Invernadero Campo
Hora del dia soleado nublado soleado nublado
8:00 190 59 1152 344
12:00 289 115 1773 661
4:00 36 26 238 162




Anexo 11. Ecnaciones de regresion entre las variables peso seco (Y) y severidad (X)
segin tratamientos en plantas de tomate variedad Hayslip. CATIE. Turrialba,
Costa Rica. 1998.

Tratamientos Ecuacion R’ Valorde X  ValordeY
T1=B cereus Y= -17x*+53.15x+5.705 0.82 1.60 4720
T2=P. cepacia No presento regresion

T3= Bacillus sp. Y= 224 241x+83969 089

T4=P fluorescens Y=-47 88x’+182 58x-13067 039 139 4152
T5= Pseudomonas sp. Y= -54 868x+160.46 0.85 - -
T6= Compost Y= 0 8393x+33 458 098 - “
T7= Bocashi Y= -13.965x+70.042 0.61 - -
T8=TI+T2+T3+T4+T5 Y= -31.60x*"+152 86x-120.4 099 2.41 54 94
T9= Compost + T8 Y=-61.814x*+196 82x-88.72 097 1.59 6795
T10= Bocashi + T8 Y=-24 013x+85.556 098 - -
T11=Testigo refativo  Y=-134 12x’+45824x-3391  0.69 1.70 52.30

Anexo 12. Ecuaciones de regresién entre las variables peso seco (Y) y severidad (X)
segin tratamientos en plantas de tomate variedad 8429. CATIE. Turrialba, Costa

Rica. 1998.

Tratamientos Ecuacién R’ ValordeX  ValordeY
T1=B cereus Y=-58 584x*+133 07x-6 173 0.99 1.13 69 40
T2=P cepacia Y= 22 442x7-56 584x+87 03 0.99 1.26 5131
T3= Bacillus sp. Y= -10 09x+67 45 0.97 - -
T4=P fluorescens ¥=-50379x+53.299 084 - -
T5= Pseudomonas sp. Y= -20961x+108.14 0.98 - -
T6= Compost Y= -6 5624x*+31 943x+62386 073 2.43 4512
T7= Bocashi Y= 14 556x°-57 594x+106 48  0.60 198 49.54
T8=TI+T2+T3+T4+T5 Y= .7 2563x+61 806 0.98 - -
T9= Compost + T8 Y= -246.31x’+453 56x-118 72 0.99 092 90.08
T10= Bocashi + T8 Y= 15 468x>-28 55%x+97 431 100 260 60.17

T1l=Testigo relativo V=29 271x*-72.923x+62 613  0.84 1.25 2420
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Anexo 13. Distancia genética de los geminivirus encontrados en las muestras de tormate

para la variedad Hayslip y 8429, comparados con: squash leaf curl virus strain E (SLCV-. - .j: ;

E), sinaloa tomato leaf curl virus (STLCYV), tomato golden mosaic virus (TGMV) Y tomato
mottle virus (ToMoV) (Brown 1998).
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