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RESUMEN

Se estudié la marchitez bacterial causada por Psewdomonas solanacearum, una de las
enfermedades mas importantes a nivel mundial. Las enmiendas orgénicas fueron evaluadas
por su efecto sobre la severidad de la enfermedad, la produccién de antagonistas en la
rizosfera de tomate y la fluctuacion poblacional de P. solanacearum en el suelo. La broza de
café, cachaza y tres tipos de composts se utilizaron como enmiendas organicas mezcladas
con suelo. En condiciones de casa de mallas, fueron sembradas plantas de tomate en las
mezclas de suelo. La severidad de la enfermedad se redujo con el uso de compost. Las
rizobacterias provenientes de compost presentaron propiedades antagonistas bajo
condiciones de laboratorio. La poblacion de P. solanacearum fue reducida en ausencia del
hospedante con el uso de broza de café y dos tipos de compost. El mejor efecto en el
control de la enfermedad se observé al usar materia organica en forma de abonos orgéanicos
fermentados en comparacion al uso de sustratos como broza de café y cachaza,

HERNANDEZ GARBOZA, L.R. 1997. Biological control of tomato bacterial wilt
with organic amendments. Thesis M.Sc., CATIE, Turrialba, Costa Rica.

Key word: bacterial wilt, biological control, antagonistic bacteria, organic amendment,
Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas fluorescent, Bacillus spp., tomato,
Costa Rica

SUMMARY

The bacterial wilt, a plant disease caused by Psendomonas solanacearum, has long been
recognised as one of the main problems in production in the world. The effect of organic
amendment over disease severity, presence of antagonistic bacteria on tomato rizosphere
and the survival of P. solanacearum in soil, were evaluate. Coffee pulp, sugar cane filter
cake and three composts were the amendment tested The tomato bacterial wilt severity
was decreased under screen house conditions with compost use. Bacterial isolates from
compost showed antagonistic ability in laboratory test The survival in soil of P
solanacearum, without the susceptible host, was reduced with coffee pulp and compost use.
Composts were better for control the tomato bacterial wilt than coffee pulp or sugar cane
filter cake as organic amendments.



L. INTRODUCCION

La marchitez bacterial causada por Psendomonas solanacearum E. F. Smith, es una de
las mas destructivas enfermedades bacterianas de las plantas, con importancia economica, ya
que afecta muchos cultivos (tomate, papa, tabaco, musaceas, etc) y es endémica de paises de
zonas tropicales y subtropicales (Persley 1986, Opefia y Tschanz 1987, Hayward 1991, Trigalet
etal 1994),

Uno de los cultivos de mas amplia distribucion en los sistemas agricolas y en diferentes
regiones a nivel mundial, lo constituye el tomate, y este muchas veces se ve afectado por el
ataque de la enfermedad en suelos afectados por P. solanacearum, disminuyendo su

produccion

Las présticas de manejo propuestas en diferentes condiciones han tenido poco éxito,
dado que la bioibgia de la bacteria no estd bien definido (Sequeira 1994). El control quimico,
ha sido una alternativa poco viable para pequefios productores de muchos paises Se ha
encontrado dificultad en obtener cultivares resistentes bajo condiciones de alta temperatura y
humedad (Hayward 1991, Grimault es a/ 1994). El control biologico de la enfermedad
muestra un gran potencial, ya que se han aislado antagonistas a P. solanacearum (Kempe y
Sequeira 1983) de diferentes fuentes (suelos supresivos y rizosfera de ciertas plantas), asi
mismo como el uso de razas avirulentas del patogeno constituye una alternativa (Trigalet ef al.
1994)

Todas las variantes que presenta el manejo eficaz de la enfermedad y la dificultad de
conocer a ciencia cierta el comportamiento de la bacteria, el potencial que representa el control

biologico de la bacteria constituye una de las alternativas més apropiadas para lograr su control.

Una de las herramientas del control biolégico que puede contribuir en el manejo de .

solanacearum es el uso de abonos organicos, los cuales favorecen el crecimiento y la



biodiversidad de microorganismos existentes en la rizosfera de las plantas, ayudando a

disminuir las poblaciones del patdgeno en el suelo.

Dada la importancia que presenta la marchitez bacterial en varios cultivos y la necesidad
de métodos de control, que incluyan sanidad y rotacion del cultivo, seleccion de materiales
libres de plagas, los objetivos principales del presente estudio fueron determinar la supresion de
la marchitez bacterial en el cultivo de tomate, evaluar la presencia de bacterias antagonistas en
la rizosfera de las plantas, y medir la supervivencia de las poblaciones de £. solanacearum con

el uso de enmiendas orgéanicas.



2. EXPERIMENTO 1: EVALUACION DE ENMIENDAS ORGANICAS
POR SUPRESION DE LA MARCHITEZ BACTERIAL

2.1. REVISION DE LITERATURA
2.1.1. La marchitez bacterial producida por Pseudomonas solanacearum

2.1.1.1. Agente causal, hospedantes y distribucién geogrifica

La marchitez bacterial causada por Pseundomonas solanacearum, es una de las mas
destructivas enfermedades bacterianas de los cultivos (Kelman 1953, Opefia y Tschanz 1987).
En regiones humedas de zonas tropicales y subtropicales constituye un problema serio (Kelman
1985). La bacteria, gram negativa, presenta forma de baston con dimensiones de 0,52 1x 1,3
a 4 pm, y se desplaza por medio de uno a varios flagelos polares. Muchas de las especies del
género Pseudomonas son habitantes del suelo, de ambientes marinos y de agua dulce (Agrios

1996)

Las razas de P. solanacearum difieren en el ambito de hospedantes, en la distribucion
geografica, en la patogenicidad, en relaciones epidemiolégicas y en propiedades fisiologicas

(Buddenhangen y Kelman 1964, Palleroni y Doudoroff 1971, Seal y Elphinstone 1994).

La marchitez bacterial es causada por diferentes razas, de acuerdo con el rango de
hospedantes (Buddenhagen et a/ 1962, He et al 1983) o por biovares, en funcién de la
habilidad que presentan ciertos grupos de metabolizar disacaridos especificos y hexoalcoholes
(Hayward 1991). En tomate, las razas 1 y 3 de P. solanacearum son las responsables de
producir la enfermedad (CATIE 1990, Hayward 1991, Bustamante 1994b) y constituye una de
las principales limitantes en las siembras comerciales de este cultivo. En banano y platano, la

raza 2 de este patdgeno produce la enfermedad conocida como “moko” (Sequeira 1958).



La enfermedad causa severas pérdidas en cultivos como tomate, papa y berenjena,
ademas afecta otros de importancia econdmica como el banano (Persley 1986). Con la
excepcion de Agrobacterium tumefaciens, causante de la agalla de corona en muchas
dicotiledoneas, ninglin patégeno hospeda tantas especies diferentes de plantas como P.

solanacearum (Hayward 1994), ya que presenta una amplia gama de cultivos hospedantes.

El agente causal de la marchitez bacterial se ha aislado de leguminosas, de especies
como Vigna sinensis, en la India y Filipinas, Phaseolus vulgaris en Sri Lanka, Malasia y
Uganda. En plantulas de fresa en semillero, la bacteria ha sido diagnosticada en Japén y
Taiwan (Hayward 1994) Un caso curioso es la presencia del patogeno en Japén y China en el
cultivo de fresa, mas no se presenta al sureste de Estados Unidos, donde son sembradas

grandes extensiones de esta fruta (Hayward 1991)

Se ha podido encontrar también en Indonesia otra enfermedad en el cultivo de banano
producida por otro patégeno del mismo género (Eden-Green y Sastraatmadja 1990). Razas
nativas de P, solanacearum se han encontrado en Australia causando marchitez bacterial en

plantas ornamentales del género Heliconia

Se ha indicado la existencia de ciertas anomalias en la ocurrencia de la marchitez
bacterial en ciertos hospedantes (Hayward 1994) Por ¢jemplo, la enfermedad en Jpomoea
batata, se ha reportado en algunas regiones de China, mientras que este cultivo se siembra en
otros paises donde la enfermedad es endémica sin causar problemas a este. Se conoce la
incidencia de la enfermedad en Indonesia, hospedando plantas de yuca Manihot esculenta
Crantz, mientras que no causa problemas a este cultivo en otros paises. En eucalipto fue
reportada en Brasil, China, y Australia. También, P. solanacearum se ha presentado en frutales
como Annona spp. y Anacardium occidentale L ; y en oleaginosas como Arachis hypogea L.,
en zonas donde la bacteria no es endémica, mientras que no $e encuentra presente en €stos

mismos cultivos en areas donde la marchitez bacterial es un tipico problema,



La razén de estas diferencias no estd bien definida, se presume que ciertas razas

patogénicas a estos hospedantes han evolucionado en ciertas partes del mundo.

2.1.1.2. Sintomas y epidemiologia de la marchitez bacterial

Los sintomas de la marchitez bacterial en las solaniceas aparecen como una marchitez
repentina. En el cultivo de tomate, las plantas infectadas jovenes mueren con rapidez (iniciando
en promedio en el estado de 5 a 8 hojas). Las plantas adultas pueden presentar inicialmente un
debilitamiento y manchado de sus hojas, caida de éstas o marchitamiento solo de un lado y
atrofia antes de que se mueran completamente. Muchas veces, el tomate presenta desarrollo
excesivo de raices adventicias, el tejido vascular de tallo y raiz se observa oscurecido y cuando
se coloca la parte basal del tallo en un recipiente transparente con agua se observa un exudado

bacteriano blanquecino (Bustamante 1994b).

Cuando las plantas se marchitan es posible observar en torno a los haces vasculares
agrupamiento de células bacterianas, las cuales son responsables de la pudricion de raices
(Agrios 1996, Bustamante 1994b) La presencia de condiciones climaticas favorables y dafios

causados durante las practicas de cultivo crean puertas de entrada al patdgeno.

Tanto los factores bidticos como los abiéticos son importantes para determinar el grado
de severidad de la marchitamiento bacterial Las plantas expresan enfermedad donde las
condiciones de temperatura, humedad, tipo de suelo y potencial de inéculo sean favorables para

Su expresion.

El factor mas importante que afecta la interaccion hospedante-patégeno y la
supervivencia de la bacteria en el suelo es la temperatura (Prior ef al. 1996). Un ambito de
temperatura ambiental de 30 a 35°C permite el incremento de la enfermedad en hospedantes

como tomate (Mew y Ho 1977, Hayward 1991). Los cultivos que se desarrollan en clima frio



presentan sintomas mas leves (French er al. 1972), aunque hay razas dentro del grupo de P.

solanacearum adaptadas a las temperaturas bajas (Persley 1986).

La humedad constante del suelo, por lluvia o riego favorece el desarrollo de la
enfermedad (Kelman 1953). El tipo de suelo influye en la persistencia o no de la bactenia, se
considera que algunos suelos son conductivos y otros supresivos a la marchitez bacterial
(McCarter 1976, Hayward 1991). Es necesario investigar aquellos suelos en los cuales la

bacteria no ocurre o donde es inoculada y no sobrevive por largo tiempo.

Las poblaciones de nematodos también pueden incrementar la severidad de la

enfermedad sobre algunos hospedantes (Hayward 1991).

2.1.1.3. Métodos de control de la marchitez bacterial

El uso de cultivares resistentes para el control de ia marchitez bacterial ha tenido éxito
en algunos cultivos como tabaco. En tomate, se han desarrollado muchos cultivares con cierto
nivel de resistencia, pero se ha tenido dificultad en la obtencion de cultivares con resistencia
estable bajo condiciones de alta temperatura y humedad (Hayward 1991, Grimault ez a/. 1994)
En el cultivo de papa, este tipo de control es de valor practico negativo, ya que cultivares
dados como resistentes pueden no ser muy atacados y seran perfectos vehiculos de

diseminacion de la bacteria (Drummond 1984)

El manejo de la enfermedad con practicas agronémicas es considerado erratico, dado
que la bacteria persiste facilmente en el suelo y en la rizosfera por largo tiempo, ademas que la
presencia del patogeno en el suelo mismo es impredecible (McCarter 1976, Nesmith et al.
1983) En Centroamérica para disminuir el efecto de la enfermedad se recomienda la rotacion

de cultivos o uso de cultivares resistentes, para el caso de tomate industrial (CATIE 1990).



Los suelos considerados como supresivos al crecimiento de P. solanacearum, ya que
presentan microorganismos antagonicos al desarrollo de la bacteria, pueden ser detectados con
el uso de plantas indicadoras; y constituyen una opcidn valiosa para el caso de la papa (French
1979), medida que puede ser adaptada al cultivo de tomate. En Costa Rica se presentan suelos
en los que P. solanacearum no se manifiesta por esta condicién de supresividad (Cartin y Wang

1996),

2.1.2. La materia orginica en la produccion de cultivos

2.1.2.1. Consideraciones generales

La materia organica (MO) esta constituida por todo tipo de residuo organico (vegetal o
animal) producto de la incorporacién de nutrimentos inorganicos en moléculas orgénicas

complejas (Guerrero 1993).

Cuando la MO no ha completado un proceso de descomposicion que libera nuevamente
los nutrimentos inmovilizados en las moléculas organicas, se considera que se encuentra en
estado fresco o crudo En esta condicién, la presencia de compuestos secundarios o
intermedios de la descomposicion limitan su aprovechamiento. La MO madura o en completa
descomposicién (procesos de humificacién y mineralizacion), se presenta como la mejor forma
para su utilizacion, ya que los elementos minerales contenidos en el material estin disponibles

en forma soluble (Flaig 1975).

Como norma general, ya que la MO se encuentra constituida por residuos vegetales y/o
animales en el suelo, se puede decir que el estiércol es mas facil de descomponer que el detrito
vegetal, puesto que el primero se encuentra en un estado mas avanzado de descomposicion y
no presentan constituyentes organicos importantes de los tejidos vegetales como la lignina y la

celulosa, que retardan el proceso de descomposicion (Mueller-Saemann y Kotschi 1994)



Hablar de un tipo de materia orgénica es casi imposible, dado que la naturaleza de su
origen y la composicion de los materiales organicos son muy diferente entre si, lo cual tiene sus
efectos en los procesos de descomposicion del materal.  Haciendo complicado su

aprovechamiento con fines agropecuarios, de manera uniforme.

2.1.2.2, Proceso de descomposicién natural de la materia orgdnica

La descomposicion de la MO constituye un elemento clave del ciclaje de nutrimentos, y

por lo tanto, de la sostenibilidad de los ecosistemas terrestres (Begon ef al. 1986).

El proceso de descomposicion de la MO puede ser resumido en dos fases: la
humificacion y la mineralizacion, que llevan a la transformacion de la MO en elementos

minerales solubles (Guerrero 1993).

En estos procesos participan grupos de agentes denominados desintegradores (hongos,
bacterias, etc.) y detritivoros (lombrices). Los primeros, estan constituidos por una diversidad
de microorganismos que en sucesion aprovechan moléculas orgénicas simples y luego
descomponen los materiales estructurales. La participacion de los detritivoros consiste en
fragmentar los tejidos y aumentar la superficie de contacto para que acttien los desintegradores.
La descomposicion de la MO en forma natural es un proceso lento, asociado con una serie de
factores ambientales (humedad, temperatura, radiacion, etc ) que definen la estructura de las

comunidades naturales conocidas (Finegan 1995).

2.1.2.3. Los abones orginicos en la agricultura

En la produccion agropecuaria se pueden identificar diferentes fuentes de MO, a través

de las actividades agricola, ganadera, doméstica y agroindustrial. Entre las principales fuentes,



destacan los residuos de cosechas, residuos de malezas, los estiércoles y los residuos y

subproductos de la agroindustria (Guerrero 1993).

Un material orgénico se considera abono o enmienda orgéanica cuando es incorporado al
suelo con el objetivo de proporcionar nutrimentos a las plantas, actuar sobre caracteristicas
fisico-quimicas del suelo 6 como estimulante de procesos metabdlicos en las plantas (Gajdos

1992, Guerrero 1993).

Dentro de la categoria de abono orgéanico se consideran diferentes materiales orgénicos,
identificados de acuerdo a su origen o forma de utilizacion. Este es el caso de los estiércoles,
l0s abonos verdes, rastrojos de cultivos, turba, aguas residuales, mulch vy los composts

{Guerrero 1993).

En Costa Rica, otros materiales organicos muy utilizados en la agricultura como
abonos, lo constituyen la broza de café (epicarpio o cubierta del fruto junto con mesocarpio o
tejido blando), el bagazo (residuo del tallo de la cafia de azicar que queda al extraer los
aziicares), y la cachaza (residuo que se produce durante la extraccion del azicar), materiales

estos que son residuos de la agroindustria (Ramirez 1983, Suarez de Castro 1983).

2.1.2.4. Descomposiciéon controlada de la materia orgdnica: compost 6 abono orginico

fermentado

Los composts o abonos organicos fermentados son definidos como el producto de la
descomposicién de la mezcla de residuos organicos, bajo condiciones controladas (Gajdos
1992, Guerrero 1993, Mueller-Saemann y Kotschi 1994, Hoitink ez al. 1997), y cuyo producto
es lo suficientemente estable para ser almacenado y se puede aplicar al suelo sin provocar

efectos negativos en este (Haug 1980).
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El producto de la descomposicion puede ser obtenido por procesos de predominio
aerébico, como es el caso del método Indore (en la cual se ponen en interaccién residuos
vegetales, una fuente de microorganismos como estiércol y algunos residuos como cal, cascaras
de huevo, etc,, y agua) y el tipo bokashi, entre otros; o por via anaerdbica, como el bioabono

obtenido de los biodigestores (Guerrero 1993, CIPAV-FAQ 1995, Luque 1995).

Se identifican cuatro fases en la obtencién de composts aerébicos: 1) fase lenta con
incremento de respiracion celular de los tejidos vegetales, 2) aumento progresivo de
temperatura por multiplicacion de microorganismos mesofilicos aerobios (20-45°C), 3)
predominio de microorganismos termofilicos (60-70°C) que degradan compuestos
estructurales, y 4) finalmente el curado o maduracion, cuando disminuyen la tasa de

descomposicion, la generacion de calor y la temperatura (Hoitink ef al. 1997).

Aunque existen diferentes grupos de materiales organicos que pueden ser utilizados
como sustratos para el compostaje, asi como la existencia de mas de 20 metodos diferentes
para obtenerlo (Poincelot 1975, Pereira-Neto y Stentiford 1992, Hoitink et al. 1997), las

principales condiciones que debe reunir la mezcla a realizar se resumen en:

a) Relacion Carbono/Nitrogeno (C/N): relacién inicial de 30-35/1 para obtener una relacion

final de 16-18/1.

b) Contenido de humedad: debe mantenerse entre 50 y 60% durante el proceso de

compostaje, con un ambito 6ptimo entre 40 y 50% cuando se inicia el curado o maduracion,

¢) Temperatura: debe ser regulada una vez que se alcanza la fase termofilica de 60-70 °C,
nivel que debe mantenerse para lograr una descomposicion uniforme del material Se

recomiendan valores finales de 40 °C en la fase de curacidn.

d) pH: debe tender hacia la neutralidad durante el proceso, con valores finales en un ambito de

7 a 8 (Parr y Wilson 1980, Gajdos 1992, Mueller-Saemann y Kotschi 1994).
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La fase critica del proceso es la que ocurre entre 60 y 70°C, que requiere practicas de
aireacion y estabilizacién de la temperatura, con el objetivo de liberar al producto final de
patogenos y semillas de malezas, y disminuir la pérdida de microorganismos benéficos (Hoitink

et al. 1997).

Durante la etapa de curacion, ocurre la recolonizacion del compost por los
microorganismos mesofilicos (Hoitink et al 1997). Esta fase es clave para obtener la mayor
poblaciéon de organismos antagonistas (bacterias, levaduras, hongos y actinomicetes) que

puedan limitar el establecimiento de poblaciones patogénicas.

A diferencia de los procesos de descomposicion natural de la MO, en los composts se
prioriza la participacién de microorganismos, logrando acelerar el proceso con la seleccion de

los materiales y control de los factores fisicos (humedad, temperatura, aireacion, etc ).

2.1.3. Control bielégico de patégenos

2.1.3.1. Concepto y estrategias del control biolégico

Para la definicion de control biologico ha sido dificil conseguir consenso entre los
investigadores; refiriendose al control biolégico de patogenos, se puede decir que: “es la
reduccién de la cantidad de indculo de un patdgeno o de su actividad productora de
enfermedad, a través de uno o més organismos diferentes al hombre™ (Baker 1985), incluyendo

el mismo hospedante (Baker 1987).

El interés principal del control bioldgico se ha dirigido a patogenos que causan
enfermedades en el sistema radical de las plantas, en especial a hongos residentes del suelo
(Bustamante 1994a) Otros organismos, como el caso de bacterias que sobreviven en el suelo

merecen atencion de ser controladas por esta via
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Los suelos supresivos pueden ser una alternativa a desarrollar que debemos estudiar
para manejar los patogenos que sobreviven en el suelo, ya que la actividad de éstos en el suelo
es minima a diferencia que en los suelos conductivos, donde este tipo de microorganismos

tienen ventajas para atacar las especies de cultivos (Chet y Baker 1980)

2.1.3.2. Los abones orgdnicos como herramientas de control biolégico

La biodiversidad de microorganismos benéficos en el suelo debe ser conservada. La
materia organica facilita que los organismos existentes en el suelo conformen un equilibrio entre

los patdgenos y sus enemigos naturales.

L os abonos orgénicos mejoran la estructura, previenen la erosién del suelo, aumentan la
retencion de humedad y ayudan a prevenir el estrés hidrico de las plantas. Aunado a esto,
liberan nutrimentos al suelo y ayudan al desarrollo y crecimiento de la microflora, la cual puede

ayudar a controlar enfermedades en los cultivos (Palti 1981, Vandevivere y Ramirez 1995).

Cuando se piensa en materia organica, se ha enfocado especial atencion a los abonos
organicos fermentados. Estos presentan una variabilidad en su composicion, dada la diferencia
que existe entre los materiales usados y el sitio donde se quiera hacer su fabricacién La calidad
de los compost debe ser consistente para que su empleo resulte exitoso en el control bioldgico
de enfermedades de cultivos horticolas principalmente La tasa de respiracion es uno de los

procedimientos que se pueden emplear para verificar su estabilidad (Hoitink ez al. 1997).

Es necesario dirigir de una manera uniforme el uso de los abonos orgénicos fermentados
a nivel de campo, ya que los agricultores deben conocer las proporciones de los materiales
utilizados, asi como la época de aplicacién, El uso de materia orgénica, ademas de contribuir
con las caracteristicas fisicas y nutricionales del suelo, facilita el desarrollo y crecimiento de
microorganismos, los cuales pueden suprimir la propagacién de patogenos en el suelo (Baker

1987, Vandevivere y Ramirez 1995). Esto reafirma que los compost deben ser preparados y
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estabilizados adecuadamente, para lograr el nivel de descomposicién necesario para que el

control biologico sea factible.

Como ejemplo, desde principios de los afios setenta, los composts han sido utilizado
como sustituto de la turba, y se han usado en el control de enfermedades causadas por
patogenos de suelo (Hoiting ef a/. 1991, Zhang ef al 1996) Se ha observado que la relacion
entre los microorganismos del suelo y el parasitismo de hongos pueden explicar el control de

enfermedades por efecto del uso de composts (Lumsden ef al. 1983, Chen ef al. 1988),

Desde un punto de vista amplio, existen dos mecanismos para el control biologico de
patogenos, el general y el especifico. Los procesos involucrados se basan en la competencia, la
antibiosis, el hiperparasitismo y la induccion de resistencia sistémica adquirida en la planta
huésped (Zhang ef al. 1996, Hoitink e ai. 1997). Se puede distinguir el general del especifico,
en que el primero incluye procesos que pueden afectar a un amplio espectro de organismos y el
especifico solo utiliza procesos que tienen efecto sobre unos pocos o un solo patbgeno. Por
ejemplo Phytophthora spp. y Pythium spp son suprimidos mediante supresion general (Chen et
al. 1988, Madelbaum y Hadar 1990, Hoitink ef al. 1997) y Rhizoctonia solani mediante
supresion especifica (Hoitink et a/ 1991)
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2.2. MATERIALES Y METODOS

La primera etapa de los experimentos se realizd en un periodo de tres meses,
manteniendo las plantas bajo condiciones de casa de mallas. El objetivo de este primer
experimento fue seleccionar aquellos tratamientos que permitieran un mejor desarrollo de las
plantas y un menor grado de severidad de la marchitez bacterial, por la interpretacion de las

variables evaluadas.

2.2.1. Ubicacién de los experimentos

Los experimentos se realizaron en los laboratorios e tnvernaderos de la Unidad de
Fitoproteccion del Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE),
ubicado en Turrialba, provincia de Cartago a 602 msnm, entre los 9° 55° 21" de latitud norte y
83° 397 40" de longitud oeste, con precipitacién, temperatura y humedad relativa promedio

anual de 2065 mm, 21,7°C y 87%, respectivamente.

2.2.2, Enmiendas orginicas utilizadas

Los materiales utilizados como enmiendas orgénicas fueron: broza de café, cachaza,
bokashi, compost tipo 1, compost tipo 2, y una mezcla de los tres primeros (broza de café +
cachaza, broza de café + bokashi, cachaza + bokashi, broza de café + cachaza + bokashi).

Estas se mezclaron con suelo desinfestado en una proporcién en base a volumen de 1:4.

Los tratamientos se dividieron en tres grupos, aquellos donde se utilizaron los sustratos
solos, que correspondieron al suelo estéril mezclado con la broza de café y con la cachaza, sin
ningun otro material organico Aquellos donde se mezcld suelo estéril con el bokashi o con los

dos tipos de compost, se identificaron como abonos organicos fermentados. Mientras los



tratamientos donde se combinaron broza de café, cachaza y bokashi fueron definidos como

mezclas.

La broza de café y la cachaza se obtuvieron de los beneficios de café e ingenios de cafia
de aziicar cercanos al centro de investigacion. El bokashi se prepard de acuerdo con las
recomendaciones del Proyecto de Extension en Agricultura Orgénica (UCR-INA-JOCV)
(Anexo 1). Los composts fueron suministrados por el Proyecto Frutas y Vegetales Tropicales
(CATIE-USDA).

La broza o pulpa de café es el epicarpio o cubierta roja del fruto de café junto con casi
la totalidad del mesocarpio o tejido blando, hialino, que rodea al endocarpio (pergamino)
(Sudrez de Castro 1983). Este producto se desprende del grano en la fase inicial del beneficio y
corresponde aproximadamente al 43% del peso fresco del fruto de café. Una estimacion de la
composicion quimica de la broza (74-78% de humedad) corresponde con: materia organica 90-

92%, nitrogeno total (N) 1,4 -1,9%, fosforo total P,Os 0,3-0,35%, potasio (K;0) 3,5-3,7%.

La cachaza es uno de los residuos del proceso de extraccion del aziicar de la cafia. Este
subproducto contiene un promedic de materia organica de 81,7% vy algunos elementos
nutritivos como N, P, K, Mg y S. Del procesamiento de cada tonelala de cafia se obtienen de 20
a 30 kg de cachaza En Costa Rica es poca su utilizacion como abono orginico (Ramirez

1983).

El bokashi es un compost preparado con una variante del proceso general, mediante el
cual es posible obtener el producto de la descomposicién de los materiales en un periodo de
dos semanas (Shuichi Okumoto, 1996, PAO-JOCV/UCR, Estacién Fabio Baudrit, Alajuela,

com. pers.).
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2.2.3. Desinfestacion del suelo

El suelo utilizado fue obtenido del Banco de germoplasma (CABIRIA) del CATIE. El

suelo fue desinfestado con dazomet {40 g/m®), dejando actuar el producto durante 17 dias.

2.2.4. Analisis fisico-quimico de los sustratos utilizados

El suelo mezclado con cada una de las enmiendas organicas, donde se sembraron las
plantas se analizo en el Laboratorio de Analisis de Fertilidad de Suelos, Tejido Vegetal v Aguas
del CATIE. Se determind el contenido de N, P, K, Ca, Mg, Na, Cu, Zn, Mn, pH, materia
organica (MO), textura (text) y capacidad de intercambio cationico (CIC) presentes en los

mismos.

2.2.5. Material vegetal evaluadoe y manejo del cultive

Se utilizé 1a variedad de tomate Hayslip, por la susceptibilidad a P. solanacearum, y por
su uso comun como tomate de mesa en Costa Rica y en la region centroamericana, La
variedad tiene caracteristicas de habito de crecimiento determinado, tamafio mediano y
resistente a enfermedades producidas por Verticillium, Fusarium (razas 1y 2), Alternaria y

Stemphyllium (CATIE 1992)

En la mezcla de suelo con la materia organica preparada dos semanas previas y
colocada en macetas de polietileno Polyplast no. 1000 de 5 kg de capacidad, se sembraron 3
semillas por punto  Se seleccionaron dos plantulas por maceta para la evaluacion de las

variables

Las plantas se fertilizaron 15 dias después de la emergencia (dde) con Bayfolan (N-P-K)



¥

(2 mL.LY, 'fgk_g,_gel_g‘__se___.mantuvoﬂaW.capacidad de campo, lo cual requirié hacer __ei_ri_ego‘_a

intervalos de dos o tres dias.

2.2.6. Preparacion del inéculo e inoculacién de P. solanacearum

El in6culo de P. solanacearum se obtuvo de plantas de tomate con sintomas tipicos de
marchitez bacterial en condiciones de campo. Se corté la parte basal del tallo de las plantas
enfermas, previo lavado con agua y jabén.  Secciones de tallo cortadas entre 2 y 3 cm de
longitud se desinfectaron con hipoclorito de sodio (HCIO) al 5% por 3 min y se lavaron con
agua destilada estéril (Castafio 1994), Se hicieron cortes longitudinales del tejido y se
introdujeron en agua destilada estéril durante 45 min. Obtenido el flujo bacteriano, se hicieron
diluciones hasta 10” que se sembraron en medio cloruro de tetrazolio (TZC) (Kelman 1954),

para la identificacion de las colonias de P. solanacearum (Grimault y Prior 1993).

Las colonias tipicas de P. solanacearum seleccionadas (Kelman 1954, Lelliott y Stead
1987) fueron purificadas y mantenidas en viales con agar nutritivo (AN) inclinado y aceite
rineral estéril También se dejaron las cepas seleccionadas en agua destilada estéril a 21°C
(Kelman y Person 1961). Estas cepas se reprodujeron en TZC a 28°C, 48 h antes de hacer la

inoculacion en las plantas,

2.2.7. Procedimiento experimental y tratamientos

Las plantas de 45 dias de sembradas (dds) o 40 dias después de la emergencia (dde) se
inocularon con 25 mL de una suspension (10® ufe.mL™), preparada con fa mezcla de cepas de
P. solanacearum provenientes de las localidades de Guayabo y Alajuela. Se utilizd el método
de absorcion por el hospedante con corte de raiz (French y Hebert 1982, Grimault y Prior

1993, Grimault et al. 1994).
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Los tratamientos estuvieron constituidos por las diferentes mezclas de las enmiendas
organicas indicadas en el numeral 2.2.2., con suelo estéril, mas un testigo absoluto, que

consistio de suelo sin enmendar Estos se identificaron de la siguiente forma:

SE: suelo estéril (testigo);

SEBr: suelo estéril + broza de café;

SECh: suelo estéril + cachaza;

SEBk: suelo estéril + bokashi;

SEC1: suelo estéril + compostl;

SEC2: suelo estéril -+ compost 2;

SEBrCh: suelo estéril + broza de café + cachaza;
SEBrBk: suelo estéril + broza de café + bokashi;
SEChBk suelo esténil + cachaza + bokashi y

SEBrChBk: suelo estéril + broza de café + cachaza + bokashi.

2.2.8. Variables evaluadas, andlisis estadistico y disefio experimental

Se midieron variables de crecimiento como altura de la planta y diametro del tallo. La
altura se midi6 en centimetros desde la base hasta el apice principal del tallo, mientras que el
diametro se obtuvo en milimetros con ayuda de un vernier, a 15 cm por encima dei cuelio de las
plantas. Estas evaluaciones se realizaron semanalmente, 15 dias después de la siembra y hasta
el momento que las plantas alcanzaron los 80 dias de edad. ‘

Se registraron los valores de temperatura y humedad relativa en el sitio donde
fueron sembradas las plantas (casa de mallas), los dias posteriores a la inoculacién del

patogeno (Anexo 2).

Una vez inoculadas las plantas de cada tratamiento, se mantuvieron bajo observacion

hasta la aparicion de sintomas de marchitez bacterial. A partir de la primera manifestacion de
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enfermedad, las evaluaciones de severidad se efectuaron diariamente durante 40 dias
consecutivos, utilizando la escala de Kempe y Sequeira (1983), donde los grados de severidad

de la enfermedad fueron:

0: planta sin sintomas;

1: 0-25% en promedio de la planta con marchitez,

2: 25-50% de planta marchita;

3: 50-75% de planta marchita y

4 del 75 al 100% de la planta con marchitez bacterial.

También se determiné el peso seco y el contenido de humedad de la parte aérea de la
planta, ademés del anélisis de tejido foliar de las plantas en cada tratamiento al final de la

prueba, transcurrido un tiempo de 80 dias después de la siembra y se realizé

Los resultados fueron procesados asumiendo que la severidad era un continuo, se
calculd el 4rea bajo la curva de progreso de cada una de las variables (ABCP) para cada uno de
los tratamientos durante el periodo de estudio Se considerd lo descrito por Shaner y Finney

(1977), para las variables de acuerdo con la ecuacion:

ABCPE = SUM [( Yi1 + Y1 )/ 2] [{ti1 - t1)]

donde SUM = sumatoria de n observaciones
Y; = severidad de la enfermedad en la iésima observacion

t; = tiempo (dias) después de la inoculacion en la iésima observacion

El ABCP de cada variable es un método de integracion trapezoidal que ayuda a
determinar la cantidad de enfermedad acumulada durante el tiempo del estudio, permitiéndo

mejor informacion de la respuesta de los tratamientos estudiados.
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Las variables se analizaron con la prueba de Bonferroni, la cual permite una

comparacion para establecer criterios de seleccion entre los tratamientos

Se seleccionaron para las pruebas posteriores las mejores enmiendas organicas por su

efecto supresivo (menor severidad) a la marchitez bacterial y buen desarrollo de las plantas.

Se aplico un disefio completamente aleatorizado (DCA), con diez tratamientos y cinco
repeticiones por tratamiento. La unidad experimental estuvo constituida por cada una de las

macetas, y la unidad de muestreo fueron cada una de las plantas.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Contenido de nutrimentos en Ia mezcla de suelo

El anélisis de suelo indico que todas las enmiendas organicas le aportaron
nutrimentos al suelo, con excepcion del Cu que su contenido fue menor en todos los
tratamiento con enmienda organica y el Mn en algunos casos disminuyd sus valores con

relacidn al suelo testigo sin enmendar (Cuadro 1).

Cuadro 1. Resultados del analisis fisico-quimico de los sustratos preparados con la
mezcla de suelo estéril y las enmiendas organicas,

Mezclas' pH M.O. N P Ca Mg K Na Co_Zn Mn Text.

Y % mg/kg cemol(+)/kg mg/kg
SE 5,8 5,72 026 157 103 29 06 02 248 7,7 43 A
SEBr 54 1L16 0,52 212 164 3,6 06 0,2 21,1 106 3,8 FA
SECh 72 1L,20 045 21,8 234 36 1,0 02175 93 60 FA
SEBk 75 7,64 038 121,8 225 46 26 06 168 10,6 4,6 FA
SECI 6,2 16,40 0,76 2334 27,5 94 1,6 05 145 251 3,3 FA
SEC2 6,2 1049 0,49 3755 21,8 81 21 02 195 281 33 FA
SEBrBk 6,7 9,57 040 81,2 23,7 47 1,8 04172 106 3,1 FA
SEBrCh 6,5 9,04 0,39 185 218 36 08 02 201 93 30 FA

SEChBk 73 9,19 0,40 683 233 41 20 04 178 106 44 FA
SEBrChBk 6,7 8,61 040 602 209 39 1,4 03 185 102 3,6 FA

'SE: suelo estéril (testigo); SEBr suelo estéril + broza, SECh: suelo estéril + cachaza;
SEBk: suelo estéril + bokashi; SEC1: suelo estéril + compost 1; SEC2: suelo estéril +
compost 2, SEBrBk: suelo estéril + broza + bokashi; SEBrCh: suelo estéril + broza +
cachaza; SEBrChBk: suelo estéril + broza + cachaza + bokashi; A: arcillosos; FA: franco-
arciiloso

El tratamiento SEC1 fue el que mayor aporte presenté en MO, N, Ca y Mg Esta
caracteristica puede ser debida a la presencia de gallinaza, 1a cual es uno de los componentes
presentes en el compost 1, dado que la gallinaza presenta altos contenidos de N y Ca

(Guerrero 1993).
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El compost tipo bokashi seguido por el sustrato cachaza le aportaron el menor
contenido de N al suelo. El incremento en el contenido de P del suelo con los tratamientos
SEBk, SEC1 y SEC2 fue considerable, legando a superar el contenido del suelo testigo en
mas de 10 veces. Los aportes de Na y Zn fueron superiores cuando se aplicd Bokashi y

compost 1, y los dos compost, respectivamente.

El contenido de Ca, Mg, K y Zn se increment6 en los tratamientos dentro de los
ambitos Optimos de nutrimentos en el suelo (Bertsh 1995), con valores mas altos para el

Mg, K, Zn en los tratamientos SEC] y SEC2.

También la relacion de bases se mantuvo dentro del ambito recomendado en suelos,
con la excepcion de SEBr y SEBrCh para la relacion Ca/K (Cuadro 2) El tratamiento
SEBk fue el que presento los menores valores de las relaciones Ca/K, Mg/K y CatMg/K.

Los tratamientos con compost tipo 1 y 2 presentaron la relacion menor en cuanto a Ca/Mg

Cuadro 2. Variacién de Ia relacién de bases del andlisis de suelo en los tratamientos
con aplicacién de abonos orginicos.

Tratamiento Ca/Mg CadK = Mg/K  CatMg/K
Suelo estéril (SE) 4,5 17,1 4.8 22.0
SE + broza 45 27,3 6,0 20,0
SE + cachaza 6,5 23,4 3,6 27,0
SE + bokashi 4,8 8,6 1,7 10,4
SE + compost 1 2,9 17,1 5,8 23,0
SE + compost 2 2,6 10,3 3,8 14,2
SE + Broza + Bokashi 5,0 13,1 2,6 15,7
SE + Broza + Cachaza 6,0 27,5 4,5 31,7
SE + Cachaza + Bokashi 5,6 11,6 2,0 13,7
SE + Broza + Cachaza + Bokashi 5.3 14,9 2,7 17,7
Recomendado® 2,0-5,0 5,0-250  2,5-150  10,0-40,0

*Tomado de Bertsh, F. 1995 La fertilidad de suelos y su manejo.
Testigo: suelo estéril.
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Una de las consideraciones atribuidas a los abonos organicos es el aporte de
nutrimentos al suelo (Cuervo y Rivas 1997, Hoitink 1997). En este experimento se
confirman una vez mas estas afirmaciones, presentindose mayor contenido de

nutrimentos en las mezclas de suelo con abonos organicos fermentados.

2.3.2. Efecto de enmiendas organicas sobre las variables de crecimiento

La variable altura de planta no presentd diferencias estadisticas (p<0,05) entre
tratamientos (Cuadro 3). El mayor valor promedio de area bajo la curva de progreso de
altura (ABCPA) se obtuvo con SEC2 y el menor se observd en el tratamiento con el
sustrato SEBrBkCh. A lo largo del periodo de evaluacién, se comportaron en promedio

mejor que el testigo los tratamientos SEBk, SEC1, SEC2 y SEBrBk (Figura 1)

Cuadro 3. Valores promedios de Area bajo la curva de progreso de altura
(ABCPA) de plantas de tomate y significancia para los tratamientos que
presentaron abonos orgdnicos en pruebas bajo casa de mallas, CATIE, Turrialba.

Tratamiento ‘ ABCPA

Suelo estéril (SE) 4903,4 ab'
SE + broza 4844 0 ab
SE + cachaza 4662,0 ab
SE + bokashi 5035,7 ab
SE + compost 1 4919,2 ab
SE + compost 2 51274 a

SE + Broza + Bokashi 5082,5 ab
SE + Broza + Cachaza 4601,4 ab
SE + Cachaza + Bokashi 4792,9 ab
SE + Broza + Cachaza + Bokashi 4494 4 b

"Medias con letras iguales no difieren significativamente entre si por la prueba de
Bonferroni (p<0,05). Testigo: suelo estéril.
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Figura 1. Altura del tallo de plantas de tomate en respuesta al uso de enmiendas
orgdnicas, 15, 30, 45 y 60 dias después de la emergencia del cultivo bajo condiciones

de casa de mallas, CATIE, Turrialba.

Cuadre 4. Valores promedio de Area bajo la curva de progreso de didmetro
(ABCPD) de plantas de tomate expuestas a nueve tratamientos a base de
sustratos organicos bajo condiciones de casa de malias, CATIE, Turrialba.

Tratamiento ABCPD
Suelo estéril (SE) 4431 de'
SE + broza 470,1 cd
SE + cachaza 401,7 e
SE + bokashi 5259a

SE + compost 1 492 4 abed
SE + compost 2 508,7 abc
SE + Broza + Bokashi 500,7 abc
SE + Broza + Cachaza 472,3 bed
SE + Cachaza + Bokashi 520,8 ab
SE + Broza + Cachaza + Bokashi 5299 a

*Medias con letras iguales no difieren significativamente entre si por la prueba de

Bonferroni (p<0,05).
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Figura 2. Diametro de tallo de plantas de tomate expuestas a nueve sustratos
orgdnicos, 15, 30, 45 y 60 dias después de la emergencia, bajo condiciones de casa de
mallas, CATIE, Turrialba.

Al comparar los tratamientos, la mejor respuesta para la variable didmetro se obtuvo
con los tratamientos que incluyeron composts (tipo bokashi y tipo 2) en relacion al testigo.
Esta diferencia fue estadisticamente significativa al 5% (Cuadro 4 y Figura 2). L.os sustratos
broza y cachaza fueron estadisticamente diferentes entre si y el sustrato broza presento un
mejor comportamiento que la cachaza, pero fue igual al testigo Los tratamientos que

incluyeron compost tipo 1 y 2 no fiteron estadisticamente diferentes entre ellos

Comparando los tratamientos con compost (bokashi, compost 1 y 2) con los
sustratos aplicados solos (broza y cachaza) se observo diferencias entre aquellos y la
cachaza, mientras la broza solo presenté diferencias con el bokashi. Los tratamientos que
presentaron bokashi solo o en combinacién no presentaron diferencias significativas entre si.
El mayor diametro correspondié al tratamiento con la mezcla SEBrBkCh y el menor al

sustrato SECh
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Los valores promedio de peso seco fueron mayores en comparacion al testigo en los
tratamientos que presentaron composts 1 y 2, bokashi solo y en combinacién con broza
(Cuadro 5 y Figura 3). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas al 5%. Al
igual que para la variable diAmetro, la broza y la cachaza fileron diferentes estadisticamente

para la variable peso seco, siendo la broza superior a la cachaza, pero igual al testigo .

Los mayores valores promedio de peso seco lo presentaron los tratamientos con
abonos fermentados (bokashi y compost) y el menor al tratamiento con cachaza Al
comparar los primeros, SEC1 y SEC2 no tuvieron diferencias entre si, pero si hubo

diferencias estadisticas entre los tratamientos SEC1 y el SEBk.

Al comparar los sustratos solos (broza y cachaza) con los abonos fermentados se

encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre estos dos grupos de tratamientos

Cuadro 5. Valores promedio de pese seco de Ia parte aérea de las plantas de
tomate de acuerdo a su crecimiento en diferentes tratamientos con
sustratos organicos bajo condiciones de casa de mallas, CATIE, Turrialba.

Tratamiento Peso seco (g)
Suelo estéril (SE) 441  efg'
SE + broza 68,8 cde
SE + cachaza 26,2 g
SE + bokashi 103,8 be

SE + compost 1 151,3 a

SE + compost 2 135,5ab

SE + Broza + Bokashi 89,7 «¢d

SE + Broza + Cachaza 30,7 fo
SE + Cachaza + Bokashi 64,2  def
SE + Broza + Cachaza + Bokashi 80,2 cde

"Medias con letras iguales no difieren significativamente entre s por la prueba de
Bonferroni (p<0,05).
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Figura 3. Peso seco de la parte aérea de plantas de tomate en respuesta a nueve
tratamientos con base en enmiendas orgdnicas inoculadas con P. solanacearum y
mantenidas en condiciones de casa de mallas, CATIE, Turriaiba.

Los valores mas bajos en contenido de humedad lo presentaron los tratamientos con
abono orgénico fermentado (Figura 4). Dentro de este grupo, contenido de humedad del
compost 2 fue estadisticamente diferente al testigo (Cuadro 6). Los sustratos broza y
cachaza no mostraron diferencias estadisticas entre si. Los abonos fermentados no
obtuvieron diferencias significativas al compararlos entre si. No se observd ninguna
diferencia estadistica en los tratamientos que presentaron bokashi, ni en los que llevaron

broza en su composicion.
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Cuadro 6. Valores promedio del contenido de humedad en plantas de
tomate sometidas al inéculo de P solanacearum en tratamientos a base de
sustratos organicos, en casa de mallas, CATIE, Turrialba.

Tratamiento Contenido de humedad
Suelo estéril (SE) 75,2 abc'
SE + broza 76,0 abc
SE + cachaza 79,9 a
SE + bokashi 71,5 cd
SE + compost 1 72,7 bed
SE + compost 2 699 d
SE + Broza + Bokashi 76,5 abc
SE + Broza + Cachaza 77,6 ab
SE + Cachaza + Bokashi 76,5 abc
SE + Broza + Cachaza + Bokashi 74,2 bed
Medias con letras iguales no difieren significativamente entre si por la prueba de
Bonferroni (p<0,05).
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Figura 4. Contenido de humedad de la parte aérea de plantas de tomate en respuesta
a nueve tratamientos de sustratos orgdnicos con inoculacién de P. solanacearum y
mantenidas bajo condiciones de casa de mallas, CATIE, Turrialba.
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Las respuestas en la variable altura de planta del cultivo de tomate no mostraron
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, cundo se uso enmienda orgénica
mezclado con suelo en comparacion al uso de suelo sin enmendar. Este comportamiento en
la altura de las plantas es comin de observar en los “invernaderos” donde se realizé el
experimento. Las plantas se hacen muy altas en busca de luz, y quizés esta sea la razén por

la cual no se observé diferencias al medir esta variable.

Los mejores valores de didametro y peso seco se encontraron cuando se aplicaron al
suelo los abonos fermentados (bokashi y composts). Estas materias orgénicas presentaron
buenos contenidos nutricionales en comparacion a los demas tratamientos, especialmente en

los elementos N, P, K, Ca y Mg, a excepcion del N en el tratamiento con bokashi

En condiciones de suelos centroamericanos se considera que el N y el P son los
elementos con los cuales se obtiene una mayor respuesta de crecimiento en el cultivo de
tomate (CATIE 1990). Sin embargo, en este ensayo el efecto en la respuesta del diametro y
el peso seco puede estar més relacionado con un balance general del contenido de

nutrimentos que con el incremento de algin elemento en particular

2.3.3. Contenido de nutrimentos en el tejido foliar

El analisis foliar demuestra el aprovechamiento de los nutrientes presentes en el suelo

por parte de las plantas en presencia del patogeno.

P. solanacearum en la planta interfiere en la absorcion y translocacién de los
nutrimentos suplidos y absorbidos por la planta, y en la produccion de materia seca
(Cavalcante et al. 1996). El patdgeno puede causar desbalance nutricional en las plantas por
utilizacién de los nutrimentos para su propio desarrollo o por la induccion de sintesis de

otras sustancias por parte de las plantas.
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El contenido de nutrimentos en el follaje de las plantas inoculadas con P
solanacearum fue igual o superior al testigo en los tratamientos con enmiendas organicas,
para los elementos P, Ca, Mg y Zn (Cuadro 7). Los tratamientos que presentaron compost

tipol y 2 mostraron los mayores contenidos de estos elementos, ademés de N.

Cuadro 7. Contenido de nutrimentos en el tejido foliar de plantas de tomate sometidas
al inéculo de Pseudomonas solanacearum tratadas con enmiendas orgdnicas, en casa
de mallas, CATIE, Turrialba.

Tratamiento Ca Mg K P N Cu Mn Zn
% mg/kg
Suelo estéril (SE) 0,9 0.3 2.0 0.2 1.6 12,4 127.3 28,6
SE + broza 2,1 0,7 1.4 0,2 1.9 16,5 138,6 38.8
SE + cachaza 2,1 0,5 28 0.2 1.8 14,5 100.2 0.1
SE + bokashi 2.1 0,4 2.9 0.3 1.4 10,3 97.8 37,0
SE + compost 1 28 1.0 2.4 0.5 20 12,4 127.5 58,1
SE + compost 2 2,6 0,8 27 0.4 2.0 12.4 69.3 30,6
SE+Broza+Bokashi 1.6 0.4 1.6 0.2 2.0 10.3 78.0 28.6
SE+Broza+Cachaza 1.6 0.4 26 0.3 1.4 14,3 73,0 38,3
SE+Cachaza+Bok 2.1 04 2.9 0.3 1.3 10,3 33.2 32.6
SE+Broza+Cach+Bok 1.5 0.3 1.9 0,3 1.5 10,3 817 34,0

SE: testigo.

Muchos de los elementos minerales requeridos en el crecimiento de las plantas se han
reportado, tanto para el incremento o reduccion de la severidad de algunas enfermedades
(Huber 1981, Palti 1981). Por ejemplo, la presencia de adecuadas concentraciones de K y
Ca ha tenido éxito en la disminucion de P. solanacearum en el cultivo de tomate. EI K
puede ayudar en la reduccion de la marchitez bacterial, dado que este elemento interviene
entre otras funciones, en la sintesis de proteinas y en translocacion y movimiento de agua en

las plantas (Fuber 1981).

En este experimento los tratamientos que presentaron el mas alto contenido de K'y

Ca, presentaron los menores valores de severidad de la marchitez bacterial. Es posible que
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la presencia de estos elementos en concentraciones adecuadas hayan contribuido a esta

respuesta.

El contenido de Ca en el testigo fue menor al 1%, y la deficiencia de este elemento
en las plantas es considerada como un factor predisponente a la marchitez bacterial (Tanaka
y Noda 1973). El Ca estimula la sintesis de proteinas en las plantas y participa en la
composicion de las paredes celulares del hospedante, dando una mayor resistencia al ataque

de patégenos (Palti 1981).

El contenido de N, K, Cu y Mn en algunos tratamientos fue més bajo que en el
testigo (suelo sin enmendar). Los tratamientos que incluyeron al compost tipo bokashi
presentaron los menores valores de N, Cuy Mn  Para el elemento K, los valores mas bajos

correspondieron a los tratamientos que incluyeron broza de café en su composicion.

Elementos como N, K, Ca, Mg y Zn se encontraron en mayor proporcion tanto en
suelo como en el follaje de las plantas en los tratamientos que incluyeron abonos

fermentados

23.4. Efecto de enmiendas orgimicas sobre la severidad de la marchitez

bacterial.

Las plantas desarrolladas en SEBk, SEC1, SEC2 y SEB:Bk tuvieron diferencias
altamente significativas (p<0,05) al testigo (Cuadro 8) Estos tratamientos presentaron el
menor grado de severidad de la marchitez bacterial (Figura 5) Los tratamientos que
presentaron el sustrato cachaza sola y en mezcla con broza no mostraron diferencias con el
testigo y el grado de severidad de la enfermedad fue el mis alto. Mientras, los abonos
fermentados no fueron diferentes estadisticamente entre ellos, los sustratos orgénicos broza

y cachaza si mostraron diferencias entre si
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Figura 5. Comportamiente de la severidad de la marchitez bacterial en plantas de
tomate tratadas con enmiendas orgdnicas al suelo, 9, 14, 20, 30 y 40 dias después de
inoculadas con P. solanacearumy en condiciones de invernadero, CATIE, Turrialba.

Cuadre 8. Valores del drea bajo la curva de progreso de la marchitez bacterial en
plantas de tomate en invernadero inoculadas con P. solanacearum en respuesta al
uso de enmiendas orgdnicas en el suelo, CATIE, Turrialba.

Tratamiento ABCPE
Suelo estéril (SE) 94,8 a'
SE + broza 46,9 b
SE + cachaza 89,8 a
SE + bokashi 26,8 be
SE + compost 1 42 ¢
SE + compost 2 23,1 be
SE + Broza + Bokashi 22,8 be
SE + Broza + Cachaza 110,8 a
SE + Cachaza + Bokashi 429 b
SE + Broza + Cachaza + Bokashi 36,1 b

'‘Medias con letras iguales no difieren significativamente entre si por la prueba
de Bonferroni (p<0,05). SE: testigo.




La marchitez bacterial producida por P. solanacearum fue reducida de forma
considerable cuando se afiadi6 al suelo abono organico fermentado. Esta respuesta en el
desarrollo de la enfermedad, ademas de estar relacionada con los aportes de nutrimentos
hechos por las enmiendas organicas, puede estar influenciada por el componente biologico,
ya que se incorporan microorganismos al suelo cuando se aplica composts; u otra posible
explicacion es el balance existente entre el componente biolégico y la nutricién del suelo

ideal para el desarrollo del cultivo.

Los contenidos de N, P, K, Ca y Mg fueron mayores cuando se incorporo composts
tipo 1 v 2 al suelo. FEsta misma tendencia fue observada en los contenidos de estos

elementos en el tejido foliar de las plantas inoculadas con P. solanacearum.

El efecto principal del nitrogeno se reflejo en el vigor y en el crecimiento de las
plantas. Los mayores contenidos de N en tejido de las plantas lo presentaron los
tratamientos con composts tipo 1 y 2 En muchos casos, las plantas que se desarrollan con
altos niveles de N toleran mejor el ataque de ciertas plagas (Chaverri y Alvarado 1992, Palti
1981). En el experimento la severidad de la marchitez bacterial no fue significativamente

diferente cuando se aplico al suelo compost tipo 1, que cuando se afiadi6 el compost tipo 2

Huber y Watson (1974), demostraron que ademas del contenido de N en las plantas
también es importante la fuente del materal nitrogenado que se aplica, esto por que la
marchitez bacterial es menos favorecida cuando se aplica N en forma amoniacal que en
forma nitrica Para el caso del bokashi, donde los contenidos de N fueron bajos tanto en el
suelo como en el tejido de las plantas, podria indicar que el N aportado por este compost

haya sido predominantemente de forma amoniacal.

El P es un elemento esencial en muchas funciones del metabolismo de las plantas,
pudiendo afectar su crecimiento, a través de la participacion de este elemento en la sintesis
de proteinas Cavalcante ef al. (1996), evaluaron la reaccion de dos cultivares de tomate,

uno resistente y otro susceptible a la marchitez bacterial con diferentes concentraciones de
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nutrimentos en soluciones nutritivas y encontraron que al disminuir los niveles de P en las
plantas del cultivar resistente, se redujo también el nivel de resistencia a la marchitez

bacterial.

La alta concentracién de K favorece la turgencia de las células, proceso que limita la
penetracidn de patdgenos a los tejidos de las plantas. Las plantas crecidas en el tratamiento
con bokashi presentaron los niveles mas altos de este elemento tanto en el suelo como en los
tejidos. El K es un elemento presente en los abonos organicos, lo que repercute sobre la

disponibilidad en el suelo por ser altamente concentrado en los tejidos (Bertsch 1995).

Los tratamientos con abonos organicos fermentados presentaron altos contenidos de
Ca y Mg en el tejido de las plantas. El efecto del Ca sobre la severidad de la marchitez
bacterial ya es conocido. Tanto cultivares de tomate susceptibles como resistentes a la
marchitez bacterial han presentado mayor severidad a la enfermedad cuando crecen bajo

condiciones de deficiencia de Ca y Mg (Cavalcante ef al. 1996).

En pruebas realizadas bajo condiciones controladas de invernadero y campo, la
incidencia de la marchitez bacterial en tomate se redujo cuando se aplicd cal (CaCQ;) al
suelo (Mercadal 1989). También Michel er al. (1997), estudiando la interaccion entre P.
solanacearum, cultivos intercalados y aplicacion de enmiendas al suelo encontraron que al
afiadir CaO y MgO se afectd la supervivencia de P. solanacearum, y al combinar estos

compuestos con urea, se observo un mejor efecto.

Todos los tratamientos donde se aplicaron enmiendas organicas aumentaron el pH
del suelo, con la excepcién del sustrato broza de café, cuyo valor de pH fue menor que el
tratamiento testigo. No se presentd una relacién directa entre el pH y la severidad de la
enfermedad en este experimento, Aunque Michel e al, (1997) asociaron el pH del suelo
con las condiciones de supervivencia del patogeno, definiendo como suelos adecuados para
P. solanacearum aquellos con valores alrededor de pH 6.0, siendo menos favorables los

suelos con pH iguales o mayoresa 7.0.



Las enmiendas organicas incorporadas al suelo, frecuentemente influyen sobre las
enfermedades por medio de las interacciones nutricionales, ya sea supliendo nutrimentos de
forma directa o aumentando su disponibilidad a través de cambios en la actividad microbiana
del suelo (Huber 1989, Thurston 1992) También se conoce que los suelos con contenidos
adecuados de nutrimentos presentan comunidades de microorganismos abundantes que

participan en el reciclaje de nutrientes que son esenciales para las plantas (INPOFQS 1997)

Cuando se aplican abonos orgénicos al suelo, es dificil separar los efectos de su
aplicacion sobre la textura, la reaccion del suelo o sobre la microbiota existente en el mismo
La informacion conocida sobre el efecto de elementos en la nutricion de las plantas y el
desarrollo de enfermedades se relaciona con investigaciones aplicando fertilizantes
minerales, mientras que poco se conoce sobre los aportes de nutrimentos por via organica

(Palti 1981).

Al relacionar las variables peso seco, diametro de las plantas y contenido de
humedad con el grado de severidad de la marchitez bacterial se obtuvo una correlacion
negativa altamente significativa (p<0,01) entre la severidad y las variables peso seco y
diametro (Cuadro 9). Esto indica que a mayor diametro del tallo y a mayor cantidad de

biomasa en las plantas, se obtuvo relacion con una menor severidad de la marchitez

Cuadre 9. Correlacién entre la severidad de la marchitez bacterial y las
variables de crecimiento de plantas de tomate desarrolladas en suelo con
aplicacion de enmiendas orgdnicas, bajo condiciones de casa de mallas,
CATIE, Turrialba.

Correlacion Coeficiente r Significancia*
Severidad - Peso seco - 0,8486 0,0001
Severidad - Didmetro - 0,5698 0,0001
Severidad - Cont. Hum 0,3701 0,0096

* : altamente significativo (p<0,01) bajo la Prueba de correlacién de Pearson.
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Mientras que se detectd correlacién positiva entre la severidad y el contenido de
humedad las plantas (p<0,01). Aquellas plantas que presentaron menor contenido de
humedad se relacionaron con aquellas que manifestaron menor grado de severidad de la

enfermedad.

Jiménez (1996) estudid la relacién entre variables de crecimiento del cultivo de
tomate y la severidad del virus del mosaico amarillo, y encontré relacién negativa entre el
diametro vy la produccién de biomasa (peso fresco y peso seco) con la severidad de la
enfermedad. Mientras la aplicacion de cal y estiércol fue estudiada por Mercadal (1989),
evaluando su efecto sobre la altura de plantas de tomate y sobre la severidad de la marchitez
bacterial y encontré que el tratamiento testigo sin enmienda, obtuvo los menores valores de

altura de planta y el mayor grado de severidad de la marchitez bacterial

La informacion proporcionada por French (1984) y Persley (1986) muestra que la
marchitez bacterial es una enfermedad que tiene un gran potencial de manejo a través del
control integrado. Considerando este potencial y los factores relacionados con una
estrategia de control indicada por French (1994) es muy factible combinar el uso de suelos
libres del patdgenos, lo cual puede ser obtenido con la combinacion de suelos SUPIEsivos,
rotacion de cultivos y aplicacién de enmiendas al suelo. Aunque la puntuacion otorgada por
French (1994) al uso de enmiendas orgénicas es baja para el control de la raza 1 de P.
solanacearum en solanaceas, no se puede olvidar la funcién de los antagonistas presentes en
los abonos organicos como Psewdomonas fluorescentes y Bacillus spp., organismos estos
con buenos resultados como controladores biolégicos del patogeno (Kempe y Sequeira

1983, Anuratha y Gnanamanickam 1990, Trigalet ef al. 1994).

Al analizar la severidad de la marchitez bacterial en los tratamientos de este
experimento se pudo observar que los abonos organicos fermentados (composts tipo
bokashi, tipo 1 y 2) y la mezcla de broza mas bokashi fueron los que presentaron menor
desarrollo de Ia enfermedad en el periodo de evaluacién. Aunque la severidad fue menor en

estos tratamientos, v el periodo de evaluacion fue de 40 dias después de la inoculacion,
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encontrandose las plantas mas o menos a los 80 dias de edad, se hace necesario evaluar la
produccion del cultivo para observar si la baja severidad presentada en estos tratarnientos

afectan el rendimiento del cultivo.

La respuesta obtenida en los tratamientos de este experimento influy6 en la seleccion

de las plantas crecidas en suelo estéril + bokashi, suelo estéril + compost tipo 1, suelo estéril
+ compost tipo 2 y suelo estéril sin enmendar para aislar las bacterias existentes en la
rizosfera y evaluar su efecto antagdnico a colonias de P. solanacearum, pruebas estas, que se

realizaron el experimento 2.
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3. EXPERIMENTO 2: ANTAGONISMO DE RIZOBACTERIAS A P.

solanacearum

3.1. REVISION DE LITERATURA

3.1.1. Microorganismos del suelo y rizosfera

El suelo presenta interacciones entre los componentes minerales solidos: arena, limo y
arcillas; minerales en solucién, sustratos organicos, enzimas, coloides organicos y raices, pero

sobre todo es el lugar mas complejo disponible para los microorganismos (Marshall 1976).

La actividad de los microorganismos en el suelo es influida por una gama de
micronichos existentes, las cuales dependen de las condiciones presentes, dada la existencia de
interfases solido-liquido, solido-gas y liquido-gas  Pueden ocurrir procesos como la
nitrificacién, que requiere condiciones anaerdbicas y la desnitrificacién, que requiere las

anaerobicas (Ramirez 1996).

El conocimiento y uso de microorganismos para el manejo de patdégenos no es un area
ampliamente explotada y necesita mds investigacién para llegar al nivel que permita un amplio
uso de esta tictica bioldgica Actualmente se pueden utilizar en el suelo poblaciones de

Trichoderma spp. para el control de Rhizoctonia solani (Bustamante 1994c¢)

Muchos organismos que producen antibioticos comerciales fueron aislados inicialmente
del suelo, aunque las razas actuales pueden ser diferentes a las originales. Es posible aislar
organismos productores de antibidticos de las hojas y otras partes de las plantas, pero son mas
comunes en el suelo. Se estima que mas del 52% de los aislamientos del suelo pueden producir

sustancias inhibitorias (Campbell 1989).

Existen bacterias y hongos que pueden ser obtenidos de un gramo de suelo, aunque
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muchos pueden estar inactivos por limitaciones de temperatura, humedad, aireacion y sustratos
disponibles para el metabolismo y crecimiento. En la mayoria de los suelos el carbono es un
recurso poco disponible para microorganismos heterdtrofos, aunque contengan materia
organica, €sta no siempre estard disponible y los microorganismos no pueden tomarla, o no
producen enzimas que puedan degradarla (Campbell 1989). Manifestando que la materia
organica debe presentar un grado de maduracion adecuado, la cual sea disponible a los

MICroOrganismos existentes.

Tomando en consideracion lo anterior se deben buscar los mecanismos para mantener la
riqueza que los suelos presentaban cuando no eran sometidos a la intensa actividad agricola en

la cual se encuentran en la actualidad

Una excepcidn a la limitacion de nutrimentos en el suelo lo constituye la zona alrededor
de las raices, la rizosfera, donde azicares simples, aminoacidos y otros compuestos son
exudados por las plantas y estan disponibles a los microorganismos (Campbell 1989). Esta
zona puede favorecer la llegada de antagonistas o ayudar al desarrollo de patogenos en el

sisterna radical de los cultivos.

La rizosfera ha sido fuente primaria como potencial del control biologico de
enfermedades o de la promocion del crecimiento de las plantas, debido a la diversidad y

densidad de poblacion de bacterias (Musson et al. 1995).

3.1.2. Uso de organismos antagonistas para controlar patégenos de plantas

Aquellos organismos que pueden utilizarse en la prevencion de fitopatégenos son
considerados antagonistas. Existen ejemplos de su uso para reducir enfermedades causadas por
bacterias y hongos, estudiados tanto a nivel de laboratorio, invernadero y campo. El éxito ha

sido desafortunadamente mayor a nivel de laboratorio e invernadero, ya que cuando los
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antagonistas son aplicados al campo, no pueden competir con la microbiota presente en él, no

sobreviviendo por mucho tiempo (Agrios 1996).

Lambert et al. (1987) y Lievens ef al. (1989), mencionan la obtencion de bacterias
presentes en maiz, cebada y achicoria; y en uva, soya, girasol y remolacha azucarera,

respectivamente, como antagonistas a hongos fitopatdgenos

El control de enfermedades foliares también tiene perspectivas viables por medio del
biocontrol. Por ejemplo, la severidad de las manchas bacterianas causadas por P. syringae vy
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria fueron reducidas significativamente en pruebas de
invernadero y campo con el uso de cepas de P. syringae, P. fluorescens y P. mendocina

(Wilson et al. 1996),

3.1.3. Control bielogico de P. solanacearum con el uso de antagonistas

El método de control de la marchitez bacterial mas empleado, ha sido el uso de
variedades resistentes, pero la gran variabilidad en la virulencia de Ios aislamientos del patogeno
en diferentes localidades del mundo, que afectan la estabilidad de la resistencia, permiten el
estudio de medidas alternativas que incluyen el control bioldgico basado en el antagonismo

microbial (Trigalet y Trigalet-Demery 1990).

Por las caracteristicas del patdgeno, se propuso como opcion de control bioldgico la
introduccion al sistema vascular del hospedante de mutantes avirulentos espontaneos de P.
solanacearum ylo especies de Psendomonas saprofitas (Kempe y Sequeira 1983).  Sin
embargo, estos microorganismos aislados del suelo no han sido capaces de sobrevivir o

multiplicarse en la planta.

Se atribuye la baja efectividad de los mutantes de P. solanacearum a su origen

espontaneo, ya que permiitia la regresion de estos a la forma virulenta Basados en la estabilidad
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del potencial de colonizacion y de la condicion avirulenta inducida en forma artificial, Trigalet y
Trigalet-Demery (1990) utilizaron mutantes avirulentos inducidos de P. solanacearum contra la
marchitez bacterial en tomate, infectando plantas con los antagonistas por via radical, logrando
un efecto protector significativo contra cepas virulentas del patogeno. En forma contrastante,
Gadewar er al.(1993) lograron inducir colonias no fluidas avirulentas a la condicion de
virulentas con el uso de antibidticos. Los resultados de los trabajos con mutantes muestran
perspectivas promisorias, pero se recomienda la necesidad de continuar investigaciones al

. Tespecto.

En Costa Rica, Cartin y Wang (1996) trabajando con suelos paperos, identificados
como supresivos a la marchitez bacterial, detectaron e identificaron 12 aislamientos bacterianos
como antagonistas a P. solanacaerum. Los autores le atribuyeron el efecto antagonico de los

microorganismos a la posible produccion de antibidticos

Por presentar la rizosfera un ambiente rico para la interaccion de microorganismos entre
el suelo y la planta, se puede favorecer el control de enfermedades por medio del uso de
rizobacterias. Por ejemplo, Bacillus spp y Pseudomonas fluorescens (Kempe y Sequeira 1983,
Anuratha y Gnanamanickam 1990, Hsu ef al 1993), Bacillus subtilis (Shekhawat et al. 1993),
Bacillus polymyxa (Aspiras y Cruz 1986) y actinomycetes han sido probados con resultados

satisfactorios, como posibles controladores biologicos de P. solanacearum

3.1.4. Abonos orginicos fermentados o composts como fuentes de micreorganismos

benéficos

A vpartir de los materiales de compost se puede aislar una amplia gama de

microorganismos asociados con bacterias, hongos y levaduras (Haug 1980).

Las poblaciones de microorganismos predominantes durante el proceso de compostaje

estdn definidos por la temperatura, identificindose los grupos termofilicos y mesofilicos con
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mas de 70 especies responsables del proceso (Haug 1980, USDA 1980) En todas las etapas
del proceso, el grupo de bacterias (incluyendo los actinomicetes) predominan en nimero,

superando en algunos casos en 100 6 mas veces a los hongos (Poincelot 1977).

Entre el grupo de microorganismos aislados de enmiendas de compost e identificados
como agentes de control bioldgico se han encontrado bacterias pertenecientes a los géneros

Bacillus, Enterobacter, Flavobacterium y Pseudomonas (Haug 1980, Hoitink et al. 1997),

La comunidad de microorganismos presente en un compost maduro, en niimero y
riqueza, también estara definida por la disponibilidad microbial en el ambiente para recolonizar
el material en la fase de curado. Por esta razon se recomienda la preparacion del compost en

espacios abiertos (Hoitink ez al. 1997).
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3.2. MATERIALES Y METODOS

En esta prueba se seleccionaron tres de los mejores tratamientos de la evaluacion de
enmiendas organicas por la supresion a la marchitez bacterial (Experimento 1). Las bacterias
de la rizosfera fueron aisladas en estos tratamientos con el objetivo de determinar la presencia

de microorganismos de la rizosfera antagonistas a P. solanacearum.

3.2.1. Preparacion del extracto de la rizosfera

Para hacer el aislamiento de bacterias habitantes en la rizosfera de las plantas de tomate,
se obtuvo un extracto usando el método de dilucion de suelo y lavado de raices inoculando en
platos con medio de cultivo, propuesto por Dhingra y Sinclair (1985) La coleccién de
muestras se hizo excavando el suelo con cuidado y separando las plantas con sus raices. Las
plantas se agitaron para remover ¢l exceso de suelo, utilizando solo el suelo que se mantuvo
adherido al sistema radical. Posteriormente, se pesaron 10 g (suelo + raiz) y se colocaron en un
erlenmeyer de 125 mL con 90 mL de agua destilada estéril, y por agitacion se removié el suelo
adherido. Transcurridas 24 horas y comprobado el desprendimiento del suelo de las raices, de

éste extracto de suelo mas raices se hicieron diluciones hasta 107

3.2.2. Prueba de antagonismo del extracto de la rizosfera a P. solanacearum

Se utilizd un método de tres capas de medio de cultivo, para determinar la relacion
antagdnica entre el extracto obtenido de la rizosfera y el patégeno P. solanacearum, haciendo
una modificacidn para bacterias, del método propuesto por Herr (1959). Se colocé en platos
Petri una primera capa de medio agar-agua con la finalidad de proveer una superficie de medio
agarificado a las siguientes capas, ademés de prevenir también el crecimiento de bacterias
anaerdbicas y distinguir mejor las zonas de inhibicion formadas Posterior a la primera capa de

medio, se aplicoO una segunda capa constituida por agar nutritivo (AN). En esta capa se



inocularon 20 pl, de una concentracién de 10™ del extracto obtenido de la rizosfera,
permitiéndose el crecimiento de microorganismos hasta las 72 horas de incubacion a 28°C.
Mientras que, en la tercera y ultima capa se cultivd un aislamiento de P. solanacearum en
medio TZC para evaluar la relacion antagénica de las bacterias crecidas en la capa de AN con
el patogeno. El efecto del extracto de la rizosfera en el método de tres capas se evalud
cualitativamente, a través de la presencia o ausencia de zonas de inhibicién del patbgeno en el

medio TZC

Las zonas de inhibicion del crecimiento de P. solanacearum en la capa de TZC se
identificaron como areas en la cual no se observé crecimiento del patégeno en los platos. La

frecuencia de las zonas de inhibicidn se registré en porcentaje del total de platos evaluados.

3.2.3. Aislamiento de microorganismos de la rizosfera

A partir del extracto de la rizosfera de las enmiendas orginicas seleccionadas, se
realizaron diluciones hasta 10°. Se seleccionaron fas concentraciones 107 y 10°, se tomo una
alicuota de 20 pL de cada repeticion por tratamiento Se sembraron en platos Petri con los
medios agar tripticasa soya (TSA) (Antillén et al. 1985, Dhingra y Sinclair 1985, Musson et al.
1995) y B de King (KB) (Misaghi y Donndelinger 1990). Posteriormente se mantuvieron en
incubadora a 28°C, haciendo evaluaciones de los crecimientos bacterianos a las 24, 48 y 72 h

posteriores al aislamiento.

3.2.4. Determinacion de bacterias de la rizosfera como antagenistas in vitro a P.

solanacearum

Las bacterias aisladas en los tratamientos que presentaron mayor supresion a la

marchitez bacterial en el experimento anterior fueron evaluadas para conocer su efecto



antagdnico sobre P. solanacearum, haciendo una prueba de antagonismo en laboratorio usando

como base suelo estéril,
3.2.4.1.Procedimiento y tratamientos

En viales de vidrio se colocaron 10 g de suelo estéril. Posteriormente se inoculé 1 mL
de las bacterias provenientes de la rizosfera con una suspensién de 10° ufc*mL’. Se
mantuvieron en incubacion durante 48 h a 28°C. Una vez multiplicadas las bacterias en el suelo
de los viales, el indculo de P. solanacearum fue cultivado aplicando 1 mL de una suspension de
10° ufe*mL”. Una vez que los posibles antagonistas se pusieron en interaccion con el
patégeno, se evaluo el crecimiento de P. solanacearum a los 25 dias después de inoculada.
Para esta evaluacion se cultivo la bacteria en medio TZC y se estimaron las ufc*g de suelo™ a

través del conteo de colonias por cada tratamiento.

Los tratamientos estuvieron constituidos por las mezclas de las rizobacterias mas el
patogeno y dos testigos, uno donde se inoculd P. solanacearum con agua destilada estéril y
otro donde se inoculd en el suelo solo agua estéril. Una vez en los viales, los tratamientos

quedaron distribuidos de la siguiente forma:

Testigo absoluto: suelo estéril + agua destilada estéril,
Testigo relativo: suelo estéril + P. solanacearum,

301: suelo estéril + MIP BRT-301 + P. solanacearum,
302" suelo estéril + MIP BRT-302 + P. solanacearum,
401: suelo estéril + MIP BRT-401 + P. solanacearum,
402: suelo estéril + MIP BRT-402 + P. solanacearum,
403: suelo estéril + MIP BRT-403 + P. solanacearum,
404 suelo estéril + MIP BRT-404 + P. solanacearum,
405: suelo estéril + MIP BRT-405 + P. solanacearum,
406: suelo estéril + MIP BRT-406 + P. solanacearum y
501: suelo estéril + MIP BRT-501 + P. solanacearum
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3.2.4.2. Diseiio experimental

Se aplico un disefic completamente aleatorizado. Se determiné el antagonismo de las
rizobacterias a P. solanacearum por el porcentaje de inhibicion del crecimiento de la bacteria
en los tratamientos con respecto al testigo (suelo estéril con P. solanacearum) La

informacién se analizé por medio de analisis de varianza y pruebas de medias.

3.2.5. Aislamiento e identificacién de bacterias provenientes de la rizosfera

Las cepas bacterianas seleccionadas para los experimentos fueron caracterizadas a

través de pruebas fisicas y bioquimicas basicas.

3.2.5.1. Caracterizacién morfologica de las colonias: los aislamientos crecidos en medio AN

fueron observados para determinar el color de la colonia, la forma, elevacion y el margen

3.2.5.2. Reaccién de Gram: también denominada de solubilided al Hidréxido de Potasio
(KOH), se basa en la resistencia de la pared celular de un grupo de bacterias (Gram positivas) 2
suffir lisis por contacto con una solucion de KOH al 3% (Agarwal et al.1989) La reaccion
positiva a la prueba se verifico cuando al hacer frotis de la bacteria con el reactivo se produjo
una masa viscosa (mucilago) adherida al aza bacteriana (reaccion positiva = grupo de bacterias

Gram negativas).

3.2.5.3. Identificacién de Bacillus sp.: en bacteriologia agricola, es comin que las bacterias
Gram positivas aisladas correspondan al género Bacillus. (Franklin Jiménez, UCR, com. pers.).
La prueba para la identificacion de Bacillus se basa en que este género de bactenias forman

esporas (endosporas) resistentes al calor (Buchanan y Gibbons 1974).

La prueba consistid en colocar una suspension bacteriana (aislamiento) en agua

destilada estéril (ADE) en bafio de Maria a 80 °C durante 10 min, para inactivar las células
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bacteriales que no forman esporas. Se tomo una alicuota de la suspension sometida a calor y se
dispersé sobre medio AN. La reaccién positiva a la prueba se confirmé en los platos con

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

3.2.5.4. Reaccién de pigmentacién para Pseudomonas fluorescentes: la prueba se basa en la
produccién de pigmentos por algunos grupos de bacterias en medios especiales, que tienen
valor diagnéstico y taxonomico. Las Pseudomonas fluorescentes se identifican por la formacion
de un pigmento verde fluorescente en medio con bajo contenido de hierro (Agarwal et al.
1989). La reaccion a la prueba fue positiva cuando el crecimiento de la cepa en medio B de

King produjo pigmentos verdes fluorescentes bajo luz ultravioleta.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Antagonismo del extracto de la rizosfera a P. solanacearum

La prueba de antagonismo del extracto de la rizosfera por el método de tres capas
mostro reduccion en el crecimiento de P. solanacearum (Cuadro 10) La presencia de zonas
definidas en los platos donde no se observd crecimiento de P. solanacearum (zonas de

inhibicion), mostrd efecto sobre el patdgeno.

Cuadro 10. Frecuencia de aparicién de zonas de inhibicién™ (en porcentaje) del
crecimiento de P. solanacearum en pruebas de laboratorio.

Tratamiento Repeticiones Promedio
- 1 2 3

Suelo (testigo) 0,0 20,0 40,0 20,0

Suelo + Bokashi 60,0 100,0 20,0 60,0

Suelo -+ Compost 1 60,0 40,0 60,0 53,3

Suelo + Compost 2 20,0 20,0 20,0 20,0

Frecuencia determinada como porcentaje de platos con zonas de inhibicidn al
crecimiento del patogeno en el total de platos evaluados ( cinco platos por
tratamiento) en cada repeticion de la prueba.

En los tratamientos donde se utilizo extracto de la rizosfera proveniente de los
composts tipo bokashi y tipo 1, se observé una frecuencia de zonas de inhibicién de P.
solanacearum mayores al 50%. Con el extracto que provino del tratamiento testigo, y del suelo

enmendado con el compost tipo 2 se observaron zonas de inhibicién en el 20% de los casos.

Se estimo en forma cualitativa la diversidad de microorganismos existentes en los platos
de cada tratamiento. En los que presentaron abono orgénico fermentado se encontré mayor

diversidad microbial en comparacion al testigo.
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El meétodo de tres capas de medio ha mostrado ser eficiente para identificar antagonistas
a hongos patdgenos. Sin embargo, se reconoce que en ensayos con suelo existen otros
crecimientos microbiales {(de hongos o bacterias no antagonistas), que pueden interferir con la
respuesta esperada. Otra variable que puede dificultar la cuantificacion de la respuesta es la
desuniformidad de la zona de inhibicién del crecimiento del patogeno (Herr 1959). Estos

factores intervinieron en la prueba realizada, pudiendo restarle consistencia a los resultados.

La mayor diversidad microbial en los platos donde se aplico extracto proveniente de la
rizosfera, que interactud con compost tipo bokashi y tipo 1 puede estar influyendo en el bajo
crecimiento de P. solanacearum en estos tratamientos. Este comportamiento puede estar

determinado por la microflora existente en la rizosfera de las plantas.

Muchos de los microorganismos que se desarrollan en la rizosfera son ideales para ser
usados como agentes de control bioldgico, ya que Ia rizosfera constituye la linea de defensa de

las raices contra el ataque de patégenos (Weller 1988, Chet 1990).

3.3.2. Efecto de bacterias de la rizosfera como antagonistas a P. solanacearum

El crecimiento de P. solanacearum fue reducido en presencia de cepas aisladas de la
rizosfera, mostrando diferencias significativas (p<0,05) entre el testigo (suelo inoculado con P.
solanacearum y agua destilada estéril), y los demas tratamientos (suelo inoculado con cepas
provenientes de la rizosfera de tomate) (Figura 6). Todos los aislamientos provenientes de la
rizosfera de tomate limitaron el crecimiento del patégeno a un nivel menor del 41%, con
excepcion de la cepa MIP BRT-402 que permitié un crecimiento de P. solanacearum igual a

76%, en comparacion al testigo.

Las cepas provenientes del bokashi, MIP BRT-301 y MIP BRT-302 redujeron el
crecimiento de P. solanacearum en un 77 y 65%, respectivamente. Las cepas aisladas del

compost 1, MIP BRT-401, MIP BRT-403, MIP BRT-404, MIP BRT-405 y MIP BRT-406,
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Figura 6. Reduccién del crecimiento in vitro de P. solanacearum en presencia de
bacterias aisladas de la rizosfera de plantas de tomate crecidas en sustratos orginicos.

redujeron el crecimiento de P. solanacearum entre 72 y 86%. La cepa MIP BRT-501, aislada

del compost 2 limitd el desarrollo del patdgeno a un 40%, con relacion al testigo.

Los tratamientos donde se interactu¢ P. solanacearum con bacterias de la rizosfera del
compost tipo bokashi no presentaron diferencias estadisticas entre si Igual ocurrid con los
tratamientos con bacterias aisladas de la rizosfera con compost tipo 1, con la excepcion del
aislamiento MIP BRT-402. El mejor efecto en la disminucién del crecimiento de P.
solanacearum se logré con las cepas MIP BRT-404 y MIP BRT-405 (aisladas del compost

tipo 1), ya que se observaron los menores valores promedio de crecimiento del patogeno.

Los resultados obtenidos en esta prueba de antagonismo a nivel de laboratorio, usando
suelo como sustrato para estudiar la interaccion de P. solanacearum con cepas provenientes de
la rizosfera de tomate, demostraron la existencia de una relacion antagénica. Todas las cepas

evaluadas limitaron el crecimiento de P. solanacearum.
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Aunque la evidencia de antagonismo es clara, existe informacion acerca ‘de pruebas de
inhibicion in vitro de P. solanacearum que indican la necesidad de continuar estudios a nivel de
campo, ya que ciertos microorganismos funcionan como antagonistas a nivel de laboratorio,

pero en condiciones de campo pierden su potencial de control (Shekhawat ef al. 1993).

La comunidad de bacterias de la rizosfera que pueden ejercer actividad antagonista se
considera que representa menos del 10% de la comunidad bacteriana de esta zona, por lo cual
se recomienda como una estrategia para la seleccién de bacterias antagonicas, el aislar a partir
de suelos con actividad supresiva (Weller 1988). En este experimento, la actividad supresiva
de los composts a la marchitez bacterial se asoci6 con la presencia de bacterias antagonistas a

P. solanacearum.

3.3.3. Identificacién de rizobacterias probadas como antagonistas in vitro

Las cepas bacterianas seleccionadas fueron caracterizadas segiin las pruebas descritas en
el numeral 3.2.5. Seis de las nueve cepas aisladas de la rizosfera de plantas de tomate
desarrolladas en suelo enmendado con compost tipo bokashi, 1 y 2 correspondieron con las

caracteristicas de Psendomonas fluorescentes y de Bacillus sp. (Cuadro 11).

Cuadro 11. Identificacién de bacterias aisladas de la rizosfera de tomate con el uso de
diferentes composts probadas como antagonistas a P. solanacearum.

Grupo bacterial No. de cepas Cepas
Gram negativos : 7/9 MIP BRT (301, 402, 403, 404,
405, 406, 501)
Pseudomonas fluorescentes 4717 MIP BRT (301, 403, 405, 406)
Gram positivos 2/9 MIP BRT (302, 401)

Bacillus sp. 2/2 MIP BRT (302, 401)
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La identificacion de las cepas revelé la presencia de Bacillus sp. y de Psendomonas
fluorescentes, grupos bacterianos que han resultado promisorios como agentes de control
biologico de P. solanacearum (Kempe y Sequeira 1983, Anuratha y Gnanamanickam 1990,

Hartman et al. 1993, Hsu et al. 1993, Shekhawat e? al. 1993),

También se confirma la tendencia al predominio de los grupos de Pseudomonas
fluorescentes y Bacillus spp. como los taxones més frecuentes de la comunidad de rizobacterias

en diferentes cultivos (Lambert ez al 1987, Lievens et al. 1989).

Las Pseudomonas fluorescentes son bien conocidas por su actividad antagonista a
diferentes hongos y bacterias fitopatogenos. Este grupo bacterial puede ejercer su actividad
antagdnica a través de diferentes modalidades de antibiosis (Lievens ef al. 1989). También se
les atribuye una evidente agresividad como colonizadores de la rizosfera en diferentes cultivos,
por lo cual han recibido mucha atencion para ser utilizadas como agentes de control biolégico

(Stvasithamparam et a/ 1979, Weller 1988).

La identificacion de bacterias antagonistas a P. solanacearum permite plantear la
alternativa de su inoculacion al suelo o bacterizacion de semillas del cultivo. Sin embargo, se ha
demostrado que el establecimiento de poblaciones de Pseudomonas fluorescentes en la
rizosfera estd influenciada por el tipo de suelo y el cultivo en que se desarrolla (Latour er
al. 1996). Por esta razén, habra que considerar la necesidad de aplicar [a enmienda orgéanica al

suelo para garantizar la supervivencia y efecto de las Pseudomonas fluorescentes antagonistas.

En este experimento, se pudo detectar la presencia de bacterias antagonistas a P.
solanacearum, encontrandose un mayor niimero de estas en la rizosfera de plantas de tomate
crecidas en el compost tipol, el cual mostré el mejor efecto en reducir la severidad de la
marchitez bacterial. De esta forma, el efecto de la enmienda sobre la marchitez y la presencia

de bacterias antagonistas al patégeno, mostraron una asociacion.
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También en la prueba, la mayoria de las cepas aisladas coincidieron con los grupos de la
rizosfera frecuentes como antagonistas de P. solanacearum, el género Bacillus sp. y las

Pseudomonas fluorescentes (Trigalet et al. 1994),
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4. EXPERIMENTO 3: SUPERVIVENCIA DE Pseudomonas solanacearum
EN EL SUELO

4.1. REVISION DE LITERATURA

4.1.1. Suelos infestados con Pseudomonas solanacearum

P. solanacearum sobrevive basicamente a nivel del suelo, pero también se ha
encontrado creciendo saprofiticamente en la parte aérea de algunas especies de plantas,
indicando la existencia de una fase epifita de la bacteria, la cual contribuye con la supervivencia
y mantenimiento de una fuente de inéculo que renuevan las poblaciones del patégeno en el

suelo (Hayward 1991),

En general, la raza 1 del patogeno puede sobrevivir indefinidamente como organismo de
vida libre o en la rizosfera de las plantas. En condiciones de barbecho persiste hasta 6 afios y
por mas de 10 afios en suelos cultivados con plantas susceptibles al patdgeno (CATIE 1990,
Bustamante 1994b), pudiendo localizarse en suelos hasta 70 cm de profundidad. La
persistencia del patogeno en el suelo se ha asociado con la presencia de restos vegetales,
semillas de plantas, sin descartar su existencia en la rizosfera de malezas (Hayward 1991), que
son las responsables de mantener el nivel de indculo alin en ausencia de un hospedante

susceptible

A pesar de las caracteristicas mencionadas, P. solanacearum es conocida por una
distribucion y persistencia erriticas en suelos infestados naturalmente. Se ha notado que las
co!oﬁias aparentemente sobreviven en suelos con largos periodos de ausencia de cultivos
susceptibles (Jackson y Gonzilez 1981); mientras que en otros suelos las poblaciones del

patdgeno declinan bruscamente alin en presencia de cultivos susceptibles (McCarter 1976).

Estos contrastes en la respuesta de los suelos, los hace llamar conductivos 0 supresivos

a la marchitez bacterial (Hayward 1991). Aunque se reconoce que en estas respuestas



participan factores fisicos, quimicos y biolégicos, en algunos casos se ha correlacionado la
supresividad del suelo a la marchitez con la accién de microorganismos antagonistas (Nesmith y

Jenkins 1985).

Varios autores han mencionado un aspecto importante de la supervivencia del
patogeno: su limitada persistencia en suelos no rizosféricos en comparacién con suelos

portadores de malezas, restos vegetales, etc. (Rema et al. 1981, Granada y Sequeira 1983),

Debido a la inconsistencia en la infestacion de suelos con P. solanacearum, se han
propuesto métodos de infestacion artificial con fines experimentales (McCarter 1973). Estos
métodos permiten efectuar estudios de supervivencia del microorganismo, efecto de medidas de
control y de resistencia del hospedante, superando los problemas de infestaciones naturales que

se presentan de forma irregular en el campo (McCarter 1976).

4.1.2. Practicas para reduccién de inéculo de P. solanacearum en el suelo

Aunque existen una serie de medidas preventivas para evitar la llegada del patogeno al
campo, como lo son la siembra de semillas o plantas sanas, practicas de drenaje adecuadas,
desinfeccion de herramientas de trabajo (Agrios 1996); el principal problema para el manejo del

patégeno ocurre cuando se establece en el suelo

De acuerdo con las condiciones y necesidades del agricultor, este aplicara practicas
agronomicas o de otro tipo, o simplemente evadira la siembra de cultivos susceptibles en el
campo, ya que es un factor limitante de la produccién de tomate y papa en Centroamérica

(Mercadal 1989).

El efecto de las pricticas de manejo que se recomiendan para reducir el indculo de P.
solanacearum en el suelo, depende de las condiciones climéticas de la zona, el nivel de indculo

y raza del patdgeno existente. En condiciones del trépico seco y semi-seco, algunas practicas
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como las rotaciones de cultivos pueden resultar efectivas (French ef al 1972, Drummond
1984).

En condiciones de trépico himedo, las rotaciones han mostrado ser ineficientes debido
a que la bacteria es favorecida por las condiciones de humedad del suelo y puede sobrevivir en
la rizosfera de plantas compuestas, solaniceas y leguminosas (Hayward 1991, Bustamante
1994b).

Bajo ciertas condiciones del trépico, se han probado los cultivos asociados como medio
de reduccion de las poblaciones del patdgeno en el suelo y disminuir la transmision de raiz a
raiz entre plantas de un mismo cultivo. El estudio sobre practicas de cultivos asociados se ha
efectuado en mayor grado en tabaco, con pocas experiencias sobre el cultivo de tomate (Michel

et al. 1996, Michel e al. 1997).

Una préctica que se ha propuesto bajo condiciones de tropico hiimedo es la aplicacion
de enmiendas en forma de abonos organicos y/o cal, con el objetivo de garantizar la nutricion
de la planta y favorecer la competencia de microorganismos benéficos del suelo (Mercadal

1989, Bustamante 1994b).

Considerando la dificultad para eliminar el patdgeno una vez en el suelo, la combinacion
de materiales resistentes con un manejo agrondmico apropiado para reducir el indculo, que
incluya el uso de enmiendas y aprovechamiento del control biolégico con antagonistas
(rizobacterias 0 mutantes avirulentos de P. solanacearum) y micorrizas, presentan un amplio
potencial de estudio para la produccién de cultivos en presencia del patégeno con bajos niveles

de in6culo del patogeno (Hayward 1991),



4.2. MATERIALES Y METODOS

La supervivencia de P. solanacearum en el suelo fue determinada por medio de su
comportamiento poblacional en el tiempo, por efecto de las materias organicas mezcladas al
suelo. El objetivo fue determinar el nimero de ufc de P. solanacearum, y asi determinar cuales
de los sustratos disminuian el indculo del patogeno en el suelo en ausencia del hospedante

susceptible (tomate).

4.2.1. Procedimiento experimental

Se prepararon macetas con mezclas de enmiendas organicas y suelo, igual a las
utilizadas en el experimento 1. El suelo de cada maceta fue inoculado con 25 mL de una
suspension de 10° ufe mL! de P. solanacearum. Durante un periodo de 3 meses, se evalud a
intervalos de 30 dias la supervivencia del patogeno presente en la mezcla de suelo, a través del

conteo de ufc.g” de suelo,

Se hicieron aislamientos tomando una muestra de 10 g de suelo en 90 mL de agua
destilada estéril, con diluciones hasta 107 y se cultivaron en medio TZC a 30°C durante 48
horas. La virulencia de las cepas aisladas se verifico por medio de la inoculacién en plantas de
tomate sanas. La suspension de P. solanacearum inoculada al suelo se tomé como la poblacion

del patdgeno en el tiempo cero, y esta correspondié a 5 x 10° ufc. g de suelo en cada maceta,

4.2.2. Tratamientos y variable evaluada

Se determind la supervivencia de P. solanacearum en cada tratamiento a través del
método de dilucién y siembra en platos con medio TZC. La variable evaluada fue el nimero de
ufc por gramo de suelo para cada uno de los tratamientos. La relacion de tratamientos fue la

siguiente:
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Testigo: suelo estéril + P. solanacearum (P.s),

SEBr: suelo estéril + broza de café + P.s ;

SECh: suelo estéril + cachaza + P.s,

SEBk: suelo estéril + bokashi + P.s;

SEC1: suelo estéril + compost! + P.s;

SEC2: suelo estéril + compost 2 + P.s;

SEBrCh: suelo estéril + (broza de café + cachaza) + P.s,

SEBrBk: suelo estéril + (broza de café + bokashi) + P.s;

SEChBk suelo estéril + (cachaza + bokashi) + P.s y

SEBrChBk: suelo estéril + (broza de café + cachaza + bokashi) + P.s.

4.2.3. Diseiio experimental y andlisis de los resultados

Los platos con medio de cultivo y con los aislamientos a nivel de laboratorio se les
asigné un disefio de parcelas divididas en el tiempo con diez tratamientos y tres tiempos de
evaluacion  La unidad experimental correspondi6 a cada una de las macetas de la cual se
obtuvo la muestra de suelo. Los resultados se analizaron por medio de un analisis de varianza y
se determiné el efecto de los tratamientos, de los tiempos de evaluacion y la interaccidn de

dichas variables.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Supervivencia de Pseudomonas solanacearum en el suelo con el uso de

abonos orginices

Como tendencia general, Ia densidad poblacional de P. solanacearum (ufc.g” de suelo)
fue menor en los tratamientos con aplicacién de enmienda orgénica en comparacién al testigo,

en cada uno de los periodos de evaluacién (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de sustratos organicos sobre la poblacién de P. solanacearum 30, 60
¥ 90 dias después de inoculada en el suelo en invernadero, CATIE, Turrialba.

Se detectaron diferencias estadisticas significativas (5%) entre los tratamientos v entre
los diferentes tiempos de evaluacién. También Ia interaccion tratamientos por tiempo mostrd
significancia estadistica (Anexo 4). Esto indica que dentro de cada tratamiento, las poblaciones

determinadas fueron diferentes a través del tiempo,
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Los tratamientos que mostraron una disminucion progresiva del patdgeno en el tiempo
fueron broza, compost tipo bokashi y tipo 1 (Cuadro 11). Los menores niveles poblacionales
de P. solanacearum a los 90 dias lo presentaron el compost bokashi y la broza de café. El
bokashi present6 una poblacién de 9%, mientras que en la broza fue del 10%, en comparacién

al testigo en ambos casos.

Cuadro 12. Poblacion de P. solanacearum en suelo inoculado artificialmente en
invernadero, tratado con enmiendas orgdnicas a los 30, 60 y 90 dias después de la
inoculacion, CATIE, Turrialba.

Tratamiento ufc/g de suelo (promedio)
0 dias’ 30 dias 60 dias 90 dias

Testigo 50x%10° 2,4% 10° 50x 10° 8,1x 10
SEBr 1,7x 10° 1,9x 10* 8,1 x10°
SECh 2,2 x 10* 2,3 x 10° 2.8%10*
SEBk 3,0 x 10° 1,8 x 10° 6,9 x 10°
SEC1 56x%10* 1,5x 10° 1,2 x 10*
SEC2 1,9 x 10* 58x 10° 1,1x10*
SEBrBk 5,0x 10* 1,4x 10° 2,1x10°
SEBrCh 2.2 x 10* 2.2x 10* 2.3 % 10
SEChBk 2,8 % 10° 1,3 x 10* 1,6 x 10°
SEBrChBk 53x10° 1,4x10* 2,5 x 10*

1 . e e " N . '
Poblacion inicial de P. solanacearum inoculada artificialmente en el dia cero.

Aunque todas las enmiendas mostraron densidades del patogeno menores que el testigo
para cada periodo de tiempo, solo los tratamientos que incluyeron broza, composts tipo
bokashi y tipo 1 presentaron una disminucion progresiva de la densidad poblacional de P.
solanacearum a través del tiempo. El comportamiento de la broza en este experimento puede
estar relacionado con la presencia de microorganismos antagonistas, los cuales estarian
gjerciendo su efecto en ausencia del hospedante susceptible, a diferencia de lo ocurrido en el
experimento 1, donde posiblemente la interaccién de los exudados radicales con la broza en la
rizosfera limitaron la accién de estos microorganismos o de sus metabolitos (antibidticos,

enzimas, etc.),
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Los compost tipo bokashi y tipo 1, mantuvieron un comportamiento consistente en las
diferentes pruebas; efecto supresivo sobre la marchitez bacterial (Experimento 1), por via
directa (presencia de antagonistas, de sustancias con efecto antibidtico, competencia de
microorganismos por espacio y nutrimentos, etc ) o indirecta (mejorando condicion nutricional
de las plantas); actuando como fuente de bacterias antagonistas al patégeno (Experimento 2) y
ahora confirmados como opciones para reducir el indculo del patogeno en ausencia del

hospedante

Se ha hipotetizado que en ausencia de hospedantes naturales, el movimiento del
patégeno del suelo a la rizosfera de plantas no hospedantes, parece ser un proceso de supresion
de la bacteria en el suelo (Schuster y Coyne 1974), y que otorga potencial para la aplicacion
sistemas de cultivos asociados o en rotacién En este experimento P. solanacearum no
necesitd una planta hospedante para poder sobrevivir, dado que a los 90 dias las poblaciones
del testigo comenzaron a aumentar. Bajo estas condiciones, los resultados coinciden con la
tendencia encontrada por Jackson y Gonzalez (1981), donde el patogeno puede sobrevivir en el

suelo en ausencia del cultivo susceptible.

Rema Devi et al. (1981), estudiando la supervivencia de P. solanacearum en el suelo,
encontraron que la poblacion de ésta disminuy6 a la mitad del valor original 46 dias después de
la adicion del indculo al suelo, méas no fue significativo el efecto de suelos enmendados con
torta de neem, urea y tejido del hospedante sobre la poblacion del patégeno en comparacion

con el testigo sin enmienda.

Otras experiencias, han demostrado que la aplicacion de practicas de rotacion de
cultivos, no lograron reducir el indculo de P. solanacearum en el suelo en ausencia de
hospedantes susceptibles (Jackson y Gonzalez 1981), restandole potencial a la rotacion de

cultivos como medida para disminuir el indculo del patgeno en suelos infestados.

El retardo en la aparicién de sintomas en las plantas con aplicacién de composts tipo

bokashi, tipo 1 y 2; el mayor aporte de nutrimentos por parte de estos tratamientos, la
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disminucién de poblacional de P. solanacearum con las cepas bacterianas provenientes de los
composts tipo bokashi y tipo 1, y finalmente, la reduccion del crecimiento de P. solanacearum
en suelos enmendados con estos mismos sustratos, fundamentan la importancia que puede tener
el componente bioldgico en el manejo del patdgeno, dada la riqueza de microorganismos en la

rizosfera.

A través de los resultados obtenidos en este trabajo y conociendo el potencial de
persistencia en el suelo de P. solanacearum, que puede ir desde 4 (McCarter 1976) hasta 15
afios (Drummond 1984); es recomendable hacer estudios a nivel de campo en suelos infestados
naturalmente aplicando abonos orgénicos fermentados para propiciar un aumento de las

poblaciones de microorganismos benéficos que compitan con el patdgeno

En este trabajo se revela el potencial de las enmiendas organicas, especialmente de los
composts, como herramientas a ser probadas y utilizadas dentro del contexto del manejo
integrado de P. solanacearum, y también para complementar el uso de variedades resistentes en

suelos con bajos niveles de indculo del patdgeno
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5. CONCLUSIONES

1) Las plantas tratadas con los compost ¢ abonos organicos fermentados (tipos bokashi, 1 y 2)
presentaron los mayores valores de didmetro de tallo y peso seco de la parte aérea de las

plantas, y menores valores de contenido de humedad.

2) Los menores grados de severidad de la marchitez bacterial los presentaron las plantas que

crecieron en los tratamientos con abonos organicos fermentados.

3) Los abonos orgéanicos fermentados fueron mejores que los sustratos utilizados solos {(broza y
cachaza) para estimular el crecimiento de las plantas y disminuir la severidad de la

enfermedad
4) Las cepas bacterianas aisladas de la rizosfera de tomate con aplicacidn de sustratos
organicos mostraron actividad antagonista in vitro a P. solanacearum, reduciendo el

crecimiento del patogeno hasta en un 86%.

5) Cuatro de las seis cepas con mejor efecto antagdmico in vifro sobre el patdgeno,

correspondieron con caracteristicas de Psendomonas fluorescentes

6) La aplicacion de enmiendas organicas redujo la poblacion de P. solanacearum en el suelo.

7) Los mejores abonos organicos en reducir las poblaciones del patdgeno en el suelo fueron

bokashi, compost 1 y la broza de café
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6. RECOMENDACIONES

1) Hacer pruebas a nivel de campo para evaluar la supresién de la marchitez bacterial con el

uso de compost.

1) Para la preparacién de compost, se deben utilizar fuentes de materia organica disponibles en

las zonas agricolas con el objetivo de aprovechar los recursos disponibles y disminuir costos.

2} Medir la supervivencia de P. solanacearum en suelos naturalmente infestados y enmendados

con abonos organicos tipo compost.

3) El suelo del semillero deberia mezclarse con el compost a ser utilizado en campo para

favorecer el crecimiento de microorganismos en la rizosfera de las plantulas

4) Preparar mezclas de suelo con abonos organicos con caracteristicas fisico-quimicas similares

a las obtenidas en este experimento con el uso de compost (tipo bokashi y tipo 1).

5) Evaluar el area foliar como una de las variable de crecimiento del tomate.
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Anexo 1. Relacién de materiales utilizados para la preparacién del compost tipo Bokashi.

Material Cantidad
Suelo 6m
Gallinaza 3m
Semolina (pulidura de arroz) 1 m’
Concentrado para ganado bovino 1m’
Carbon vegetal (pulverizado) 3m’
Céscara de arroz 3m’

Cal agricola (CaCQs3)
Melaza (al 5%)

1,3 kg / m de suelo
20L
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Anexo 2. Condiciones climdticas en casa de mallas durante el experimento de enmiendas
orgdnicas por la supresion a la marchitez bacterial.

Dias después Temperatura (°C) Humedad relativa (%)
de inoculacion
Media Maxima Minima Media Minima

1 267 34.0 210 780 37.0
2 26.6 330 223 772 400
3 26.6 340 212 807 4590
4 247 290 22.6 90.6 700
5 246 26.6 230 932 90.0
6 219 252 192 894 730
7 230 276 19.0 87.7 68.0
8 233 270 212 80.7 730
9 237 280 21.0 90.6 65.0
10 228 250 210 94 8 900
I1 234 290 210 89.3 70.0
12 228 280 210 911 63.0
13 236 32.0 196 843 450
14 246 32.6 200 837 50.0
15 241 270 22.0 90.4 750
16 24.4 28.2 220 898 75.0
17 237 26.0 223 933 83.0
18 241 27.0 22.0 90 4 78.0
19 241 290 212 900 720
20 227 240 220 959 92.5
21 260 31.0 230 82.4 55.0
22 236 275 220 921 730
23 220 230 210 96.0 960
24 228 27.0 205 932 750
25 220 230 215 96.0 %60
26 223 26.0 19.8 91.8 700
27 26.0 335 200 845 450
28 26.6 290 220 86.6 55.0
29 251 300 210 842 62.5
30 244 285 21.0 R7.9 72.5
31 240 300 210 87.9 75.0
32 251 330 21.0 80 8 52.5
33 21.0 320 20.0 819 65.0
34 21.0 250 19.0 950 80.0
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Anexo 3. Reaccion de las rizobacterias aistadas a las diferentes pruebas de identificacion
fisiologicas.

Pruebas bacteriolégicas bésicas

Cepas Reaccién de  Deteccién de  Fluorescencia en Oxidasa Catalasa
KOH Bacillus sp  medio B de King
MIP BRT-301 r - + - +
MIP BRT-302 ~ + - - -
MIP BRT-401] - + - - +
MIP BRT-402 + - - - -
MIP BRT-403 + - + - +
MIP BRT-404 + . - - -
MIP BRT-405 + - + . +
MIP BRT-406 + - + - +
MIP BRT-501 + - - - +

Anexo 4. Anilisis de varianza y significancia para el efecto de materias orgdnicas y el
tiempo de evaluacién de las poblaciones de P. solanacearum en el suelo.

Variable Grados de Valor de F Significancia
Libertad
Tiempo 2 51,55 0,0001**
Error (a) 9 0,25
Tratarniento 9 25,70 0,0001**
TratamientoxTiempo 18 10,76 0,0001**
Error (b) 81 0,25

**: Valores altamente significativos al 5%.



	PORTADA 
	AGRADECIMIENTOS 
	TABLA DE CONTENIDO 
	INDICE DE CUADROS 
	INDICE DE FIGURAS 
	RESUMEN 
	SUMMARY 
	1. INTRODUCCION 
	2. EXPERIMENTO 1: EVALUACION DE ENMIENDAS ORGANICAS POR SUPRESION DE LA MARCHITEZ BACTERIAL 
	2.1 Revisión de literatura 
	2.2 Materiales y métodos 
	2.3 Resultados y discusión 

	3. EXPERIMENTO 2: ANTAGONISMO DE RIZOBACTERIAS A P. SOLANACEARUM 
	3.1 Revisión de literatura 
	3.2 Materiales y métodos 
	3.3 Resultados y discusión 

	4. EXPERIMENTO 3: SUPERVIVENCIA DE PSEUDOMONAS SOLANACEARUM EN EL SUELO 
	4.1 Revisión de literatura 
	4.2 Materiales y métodos 
	4.3 Resultados y discusión 

	5. CONCLUSIONES 
	6. RECOMENDACIONES 
	7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 
	8. ANEXOS 

