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RESUMEN

Se estudi6 el efecto de dos enmiendas y tres
microorganismos como posibles factores
supresivos y antagonistas respectivamente al
agente causal de la marchitez bacteriana
Pseudomonas solanacearum E.E.Smith. Los
experimentos fueron conducidos en campo e
invernadero en el Centro Agronémico Tropical
de Investigacion y Ensefianza (CATIE),
Turrialba, Costa Rica. Se establecieron en di-
sefio de parcelas divididas con cuatro repeti-
ciones en el campo y tres en el invernadero.
Las parcelas principales se dispusieron en blo-
ques completamente al azar. Se evaluaron tres
tratamientos (compost comercial, cal dolomiti-
ca y un tratamiento sin enmiendas) en las
parcelas principales y ocho tratamientos
{Pseudomonas cepacia, Bacillus cereus y
Glomus occultum solos y en combinacion) en
las subparcelas. Los tratamientos con enmien-
das se asignaron a las parcelas principales,
mientras que los tratamientos con antagonistas
se asignaron a las subparcelas. Las variables
evaluadas fueron incidencia y severidad de la
enfermedad y drea bajo la curva de progreso de
la enfermedad (ABCPE). Se determind el efec-
to de las enmiendas sobre las poblaciones de P,
solanacearum en tres momentos. En el campo
no hubo diferencias significativas en las varia-
bles evaluadas. Las poblaciones de P
solanacearum fueron reducidas significativa-
mente en el suelo. En invernadero, las enmien-
das redujeron significativamente la severidad
de la enfermedad y el ABCPE. Los antago-
nistas no redujeron significativamente la inci-
dencia y la severidad en el campo e inver-
nadero.

Palabras claves: marchitez bacteriana, control
bioldgico, incidencia, severidad, ABCPE.

ABSTRACT

The effects of twe amendments and three
microorganisms were studied as possible su-
ppressive and antagonistic factors to bacterial
wilt Pseudomonas solanacearum E.F.Smith.
The experiments were conducted in field and
greenhouse at the Tropical Agriculture
Research and Higher Education Centre
{(CATIE), located in Turrialba, Costa Rica.
Treatments were arranged in a split-plot, using
randomized complete block design with four
(field) and three (greenhouse) repetions. Three
treatments were evaluated in the main plots and
cight in the subplots. The treatments with
amendments (commercial compost and
dolomit lime) and control plot were assigned to
the main plots, while treatments with the anta-
gonists (Pseudomonas cepacia, Bacillus cereus
and Glomus occultum alone and in combina-
tions) were assigned to the subplots, The
response variables were disease incidence and
severity and the area under disecase progress
curv (AUDPC). The effect of the amendments
was determined on the populations of P
solanacearum in three moments. In the field
experiment there were not significant diffe-
rences among treatments. The P. solanacearum
populations were reduced significantly in the
soil, In the greenhouse experiment, the amend-

ments reduced significantly disease
severity and the area under di-
sease progress curv. The
antagonists did not reduce
significantly  incidence
and severity in both field
and greenhouse experi-
ments.
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Pseudomonas solanacearum E.F.Smith es una enfer-

medad distribuida en las regiones tropicales y sub-
tropicales y en regiones calientes de c¢lima templado del
mundo {(Hayward, 1991). Cultivos alimenticios economica-
mente importantes tales comeo papa, tomate y bananos son
afectados. La enfermedad ha sido registrada en mds de
450 especies de plantas distribuidas en mas de 50 familias
{Hayward, 1994; Prior et al., 1998).

El control de la enfermedad es dificil debido al amplio
4mbilo de hospedantes, a su amplia distribucion, y a la
variabilidad genética del patégeno (Hayward, 1991). Como
en el caso de otras enfermedades bacterianas vasculares,
los productos quimicos no son efectivos y las practicas de
saneamiento del cultivo son dificiles de aplicar (Enfinger et
al., 1979). La estrategia de control generalizada ha sido la
obtencion de cultivares resistentes (Buddenhagen, 1986).
Sin embargo, la resistencia varietal fluctia geogréfica-
mente y en el tiempo debide a la variabilidad de las cepas
del patégeno, asi como también a las condiciones climati-
cas y ambientales locales {Hartman, 1991).

Recientemente, la investigacion sobre métodos de con-
trol de la marchitez bacteriana ha estado dirigida hacia la
evaluacién de enmiendas organicas & inorganicas y ta apli-
cacion de microorganismos antagonistas a las semillas o a
las raices de las plantas antes de la siembra.

La incorporacién de varios materiales orgéanicos e
inorgdnicos en suelo infestado con P. solanacearum ha
demostrado que suprime la marchitez bacteriana del
tomate {Michel et al, 1997; Michel y Mew, 1998; Sood et
al., 1998). Entre los microorganismos antagonistas a P.
solanacearum se reporlan P. fluorescens y F. cepacia
{(Hartman et al., 1993; Sood et al., 1998), Bacillus spp., ¥
hongos micorrizicos vesiculo- arbusculares {Scod et al,
1998), mutantes avirulentos de P. solanacearum (Trigalet
et al., 1998).

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de
enmiendas, compost comercial . y cal dolomitica, y de
microorganismos como Pseudomonas cepacia, Bacillus
cereus y Glomus occultum sobre 1a incidencia, severidad y
poblaciones de Pseudomonas solanacearum en condi-
ciones de campo e invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos experimentos, uno en campo y otro
en invernadero. En los dos experimentos se utilizd el mate-
rial experimental: Pseudomonas cepacia Palleroni &
Holmes (P¢), Bacillus cereus Frankland & Frankland (Bc),
Glomus occuffum (Go) como microorganismos antago-
nistas y compost comercial y cal dolomitica como enmien-
das. Se ulilizé la variedad de tomate “Hayslip” con suscep-
tibllidad a P solanacearum. Para e! semillero se utilizaron
bandejas “Tray Master” No. 51. Como sustratc se utilizé
mezcla de suelo esterilizado, granza de arroz y bocashi en

I a marchitez bacteriana del tomate, causada por

proporcién 10:2:1 mas 20 g de 10-30-10 (N-P-K) por kilo-
gramo de mezcla de sustrato (Cubillo et al.,, 1998).

Experimento de campo. El experimento de campo se
establecid en la Estacion Experimental “La Montafia” del
Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza
{CATIE), ubicado en Turrialba, provincia de Cartago, Costa
Rica, a 602 msnm, entre los 92 55'21" de latitud norte y 83°
39'40” de longitud oeste, con precipitacién promedio anual
de 2065 mm, humedad relativa de 87% y temperatura
promedio anual de 242 C, con una maxima de 262 C y una
minima de 182 C, Segin Kass et al., (1995}, el suelo del
&rea experimental pertenece al Orden Inceptisol, Suborden
Tropepts, Gran Grupo Eutropepts, Subgrupo Andic y
Familia Fine, 1schyperthermic, Halloysitic,

Se utilizé un disefio de parcelas divididas con las parce-
las principales dispuestas en blogques completamente al
azar y cuatro repeticiones. En las parcelas principales se
ubicaron tres tratamientos: parcelas con compost, parcelas
con cal dolomitica y parcelas sin enmiendas. En las sub-
parcelas se ubicaron ocho tratamientos: testigo, los anta-
gonistas solos y en combinacién {P. cepacia, B. cereus, G.
occulfum, P, cepacia + B. cereus, P. capacia + G. occultum,
B. cereus + G. occultum y P. cepacia + B. cereus + G.
occultumn).

Las enmiendas fueron incorporadas el 11 de enero de
1999 {cuatro meses antes del transplante) a razén de 40
t.ha! para el compost y 5 t.ha™! para cal dolomitica segln
las recomendaciones de Sasaki et al (1994) y Michel y
Mew (1998). Las semillas de tomate fueron bacterizadas
antes de la siembra con los antagonistas de acuerdo a la
técnica empleada por Mao et al. (1988).

La biomasa de las bacterias antagonistas P. cepacia y
B. cereus se obtuvo 24 horas después de cultivarlas en
medio de cultivo agar nutriente. La biomasa de las bacte-
rias por separado y una combinacion de ellas se centrifugo
a 6000 r.p.m., por diez minutos, luego el sobrenadante se
decanto. Posteriormente, 20 ml de la solucidn sucrosa-car-
boximetil celulosa y 2 ml de los peliets bacterianos se agi-
taron en un vortex para lograr una mezcla homogénea.
Esta mezcla se utilizd para iratar tres pequefios lotes de
semillas de tomate de cinco gramos cada uno. Se bacteri-
zaron cinco gramos de semilla de tomate con F. cepacia,
¢inco gramos con B. cereus y Cinco gramos con una com-
binacién de las dos bacterias (Pc+Bc). Cada semilla fue
cubierta con aproximadamente 1 x 106 unidades formado-
ras de colonias (ufc) de las bacterias antagonistas. Las
semillas se colocaron en papel toalla y se dejaron secando
durante toda la noche en una camara de flujo laminar para
su siembra al dia siguiente.

Antes de sembrar las semillas bacterizadas se colo-
caron 4 g de indculo del hongo micorrizico Glomus occul-
tum en la parte media del sustrato con el que se llenaron
las bandejas. Posterlormenie, se procedié a colocar dos
semillas en cada orificio de las bandejas. Las pldntulas se
transplantaron en el campo a los 26 dias después de la
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siembra. Un dia antes del transplante se aplicé una solu-
cion (20 ml) de las bacterias antagonistas solas y en com-
binacién al sistema radical de las plantulas de tomate.

Después del transplante se aplicd riego. Se hicieron
dos aplicaciones de insecticidas para combatir crisoméli-
dos y seis aplicaciones de fungicidas para el control de
Phytaphthora infestans (Mont) De Bary. El control de
malezas fue manual. Se fertilizé con una férmula completa
(N-P-K) al momento del transplante y con 18-5-15-6-2 (N-
P-K-Mg-B) al inicio de la floracién.

Se realizaron tres monitoreos de las poblaciones de
P.solanacearurm. en enero {antes de la incorporacién de las
enmiendas}, en abril (antes del transplante) y en septiem-
bre {etapa de fruclificacién). La toma de muestras y el con-
tec de las poblaciones se hizo siguiendo la técnica emplea-
da por Michel et ai. (1997).

Experimento de Invernadero. Se utiliz6 un disefio de
parcelas divididas. En las unidades principales se coio-
caron tres tratamientos (sustrato con compost, sustrato con
cal dolomitica y sustrato sin enmiendas). El sustrato con-
sistié en mezcla de suelo estéril y arena. En las sub-
unidades se ubicaron ocho tratamientos (tres antagonistas
solos y cuatro combinaciones de elios mas un tratamiento
testigo). Las raices de 63 plantas de tomate de dos se-
manas de germinadas fueron sumergidas por una hora en
una solucion bacteriana a una concentracidn de aproxi-
madamente 1 x 108 ufc.ml™! de los antagonistas solos y en
combinacion. Las raices de las plantas del tratamiento tes-
tigo fueron sumergidas por una hora en agua destilada
segin la técnica empleada por Misaghi et al. (1992).
Inmediatamente después, las plantas tratadas y no
tratadas fueron resembradas en vasos plasticos de doce
onzas de capacidad que contenfan los tres tipos de sus-
tratos. £n los tratamientos con el hongo endomicorrizico G.
occultum se depositaron 2 g de indculo del hongo inmedia-
tamente debajo del sistema radicular de las plantas,

A los 27 dias después de la siembra (DDS), las plantas
de tomate fueron transplantadas en macetas de 3.75 kg de
capacidad que contenian los tres tipos de sustratos que se
mencionaron anteriormente. Las piantulas fueron trans-
plantadas con el suelo contenido en los vasos y adherido a
las ralces. Nueve dias antes del fransplante se inocularon
63 macetas con una suspension bacteriana del aislamien-
to TL.B-1 de F. solanacearum. Esta suspensién se obtuvo
de platos petri con el medio agar tetrazolium chloride (TZC)
donde el patdgeno habia crecido a 302 C. La suspansién se
prepard en agua destilada estéril y se ajusté a una densi-
dad dptica de 600 nm (ODgq) = 0.3 (aproximadamente 6 x
108 ufc/ml) de acuerdo a lo propuesto por Michel y Mew
(1998). En cada maceta se deposité 20 ml de la suspen-
sion bacteriana. En este experimento no se hicieron heri-
das a las raices de las plantas.

Alas plantas se les aplicé riego diario. A los 36 DDS fas
plantas fueron fertilizadas con fa férmula 10-30-10 (N-P-K)
aplicada a una dosis de 5 gramos.maceta™; para combatir

el mildia polvoriento fue necesaria la aplicacién de azufre a
los cinco dias después del transplante a una dosis de 1.5
gLl

En el campo se evalud la incidencia con la férmuta
propuesta por James (1983): | = N° de plantas enfermas/No
total de plantas evaluadas (sanas y enfermas) y la severi-
dad de la marchitez segun la escala de Kempe y Sequeira
(1983): 0 = planias sanas; 1 = 25% del follaje marchito; 2 =
26-50% del follaje marchito; 3 = 51-75% del follaje marchi-
1o; 4 = 76-100 % del follaje marchito. Las evaluaciones se
realizaron durante siete semanas después del transplante,
En el invernadero se registr6 el indice de severidad de la
enfermedad (ISE) durante cuatro semanas después de la
inoculacion de las macetas con el patégeno. Se calculé el
area bajo la curva de progresc de la enfermedad (ABCPE)
mediante la siguiente férmula: ABCPE = [E (X, + X)/2)
{41 - ), donde X; es la medida de la severidad de la enfer-
medad en la i-&sima observacién, t es la medida del tiem-
po, ¥ n es ol ndmero total de observaciones. El conteo de
poblaciones de F.solanacearum y las demas variables
mencionadas se sometieron a andlisis de varianza. Para el
andlisis de los datos se hizo uso del programa SAS versién
6.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el campo no se observaron diferencias significativas
ni en los efectos principales (tratamientos con y sin
enmiendas y fratamientos con antagonistas), ni en la inte-
raccion de ambos tratamientos para ia variabie incidencia
de la enfermedad. El menor valor de incidencia fue obser-
vado en parcelas que fueron enmendadas con compost y
el mayor en las parcelas que no recibieron enmienda
(Figura 1A}.

Los menores valores en porcentaje de incidencia
fueron para los tratamientos G. occultum, P. cepacia+B.
ceraus y F. cepacia+B. cereus+@G. Occultum. Todos fueron
mejores que el testigo, aunque estadisticaments no hubo
diferencias entre ellos (Figura 18).

Para las variables indice de severidad de la enfer-
medad (ISE) y drea bajo la curva de progreso de la enfer-
medad (ABCPE} en el campo no se encontré diferencias
significativas tanto en los efectos principales como en la
interaccién de los mismos (datos no presentados).

Los resuitados del estudic de campo, indican que las
enmiendas {compost y cal doloritica) y microorganismos
antagonistas no tuvieron efecto supresivo significativo
sobre la incidencia y severidad del agente causal de la
marchitez bacteriana, P. solanacearum. A pesar de ésto, si
hubo tratamientos como Go, Pc+Bc y Pc+Be+Go, que
mostraron nivel de reduccion de los valores del ABCPE, la
incidencia y la sevaridad. Sin embargo, esta reduccién no
fue significativa.

La influencia de factores fisicos del suelo sobre al
desarrollo de la marchitez bacteriana ha sido sefialada con
inconsistencia en los reportes de las investigaciones lle-
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Figura 1. (A) Efecto de enmiendas sobre la incidencia
de la marchitez bacteriana en tomate. (B) Efecto de
microorganismos antagonistas sobre la incidencia de la
marchitez bacteriana en tomate. Estacién Experimental La
Montaiia, Turrialba, Costa Rica. 1999.

vadas a cabo con tal fin. Ho et al. (1988) sefiaian que la
enfermedad aument6 con un incremento del pH del suelo,
mientras que Locascio ef al. (1988) reportan que la enfer-
medad disminuy6 al incrementarse el pH del suelo.
Kelman {1950} observé una disminucion en la incidencia
de la enfermedad con un incremento en los niveles de Ca
en el suelo. Por otro lado, Jaworski y Morton (1964), no
encentraron relacidén entre los niveles de Ca y la enfer-
medad. En este estudio no se encontré relacidn entre los
niveles de Ca aportados por la cal dolomitica y la inciden-
cia de la marchitez bacteriana, en coincidencia con lo
encontrado por Jaworski y Morton (1964).

El efecto supresivo de los agentes de control biolégico
introducidos en e campo no fue nolorio debido quizas a

una pérdida de competencia
ecolégica, una colenizacidn varia-
bie de las raices de las plantas de
tomate, e interferencia de un
patégeno no blanco (como fue el
caso de Phytophthora infestans).
Estos tres factores han sido sefia-
lados por Weller (1988) como los
principales obstdculos para el éxito
de los microorganismos introduci-
dos en el campo como agentes de
control biolégico. En este estudio
se ha demostrado una vez mas
oste sefialamiento.

Las poblaciones de P
solanacearurm tuvieron un compor-
tamiento fluctuante durante el
periodo de evaluacion (enero-sep-
tiembre) y en los dos primeros
muesireos no se detectaron dife-
rencias en el nimero de unidades
formadoras de colonias (ufc) por
gramo de suelo de P
solanacearum en las parcelas con
enmiendas (compost y cal dolomiti-

Se estudio el efecto de

dos enmiendas y tres
microorganismos

Las poblaciones de
P. solanacearum
fueron reducidas
significativamente en
el suelo. En
invernadero, las
enmiendas redujeron
significativamente la
severidad de la
enfermedad y el
ABCPE.

ca) y en las parcelas sin enmiendas. En el tercer muesireo
se observaron diferencias significativas (ps 0.05) en el
numero de ufc.g™! de suelo entre las parcelas con enmien-
das y las parcelas sin enmiendas. En las parcelas con
enmiendas no se detectaron diferencias significativas en
las poblaciones de P. solanacearum (Figura 2).

35

ki

sl

20

ufc de P.solanacearum

Enero Abril Seplermbre

—o— Compost —a— Cal —— Sih enmiendas

Figura 2. Comportamiento de las poblaciones de P
solanacearum en parcelas con enmiendas de compost (40
t.ha-1), cal dolomitica (5 t.ha-1} y en parcelas sin enmien-
das. Estacién Experimental La Montafia, Turrialba, Costa
Rica. 1999, 9
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Las pobiaciones de Psolanacearurn fueron reducidas
significativamente (p< 0.05) ocho meses después de la
aplicacién de las enmiendas. Michel ef al. (1997) redujeron
las poblaciones de P solanacearum a cero a las cuatro
semanas de aplicar una enmienda consistente de
urea+Cao (200 kg N + 5000 kg}, la cual elevé el pH del
sueio hasia 8.2. En este estudio en particular, el tiempo
para reducir las poblaciones de la bacteria en el suelo fue
mas prolongado {ocho meses) debido a que no se aplicé
urea como en el trabajo de Michel et al. (1997), lo que hace
suponer que la urea tiene un efecto detfrimental por si
misma sobre la bacteria o su efecto es sinergistico at
aumentar el efecto supresor del Ca sobre las poblacicnes
de la bacteria de la marchitez. Esta hipdtesis debe ser
comprobada en investigaciones posteriores.

En el experimento de invernadero, los valores del drea
bajo la curva de progreso de la enfermedad (compost-15.8;
cal dolomitica-19.2; y sin enmiendas-27.2) y del indice de
severidad de la enfermedad (Figura 3) fueron significativa-
mente diferentes (p< 0.05) entre los tratamientos sus-
tratos, perc no entre tratamientos microbianos ni en la
interaccién tratamientos sustratos*tratamientos micro-
bianos. El anlagonista Bacifius cereus mostrd tendencia a
reducir la severidad de la marchitez bacteriana en el inver-
nadero (datos no presentados).

En el sustrato con compost se observaron los valores
promedio mas bajos del ABCPE y del ISE indicando gue en
este experimento si hubo una respuesta positiva del com-
post al disminuir el efecto de la severidad de la enfermedad
sobre las plantas inoculadas con el patégeno.

En el invernadero, las enmien-

mente. Estos resullados sugieren que existe incompatibili-
dad entre las cepas.

Sood et af. (1998) reportan que Glomus mosseae con-
tralé completamente la marchitez bacteriana en tomate
hasta el final de un experimento de invernadero, 48 dias
después de la inoculacién de las plantas con P
solanacearum. Estos mismos autores sefialan que plantas
tratadas con otro hongo vesiculo-arbuscular, Glomus fasci-
culatum mostraron sintomas de marchitamientc a los 35
dias después de la inoculacién y un 100% de marchita-
miento se presentd en estas plantas a los 44 dias después
de la incculacién. En este estudio, G. occuftum presenté
valores bajos del ABCPE y del ISE, pero no logré suprimir
completamente al patdgeno, lo que sugiers que puede
haber una especificidad antagonista-patégeno para el caso
de G. mosseae.

Estos microorganismos podrfan ser Gtiles en un sis-
tema de control integrado de la enfermedad. Se debe tener
on cuenta que en este estudio se utilizé una variedad de
tomate susceptible a la marchitez bacteriana, lo cual indu-
dablemente influye en los resultados obtenidos. Su poten-
cial podria verse incrementado si fueran utilizados en un
sistema de control que incluya una variedad moderada-
mente susceptible al patégeno que le brinde ventajas
ecolégico-competitivas principalmente a aqueilos antago-
nistas que vayan a ser introducidos en el campo donde las
condiciones son completamente diferentes a las de labora-
torio o invernadero.

das redujeron significativamente la 1.6-
severidad de la marchitez bacteria-

na y los valores del ABCPE. 1.4+
Herndndez Garboza (1997) en un !

estudio bajo condiciones de inver- 1.2 -

nadero cbservd, que las plantas

que crecieron sobre sustratos con 1

enmiendas organicas presentaron 3

los menores grados de severidad 5 0.8 -

de la marchitez bacteriana, lo cual & 7

esta de acuerdo con lo encontrado Z

en este estudio. E 0.6 -
La mezcia de microorganismos

no aumenté su capacidad de 0.4 -

reducir la severidad de la marchitez ‘

bacteriana. Esta misma tendencia 0.2 -

fue encontrada por Ryder et al,

(1999), quienes encontraron que o -

una mezcla de dos cepas de
Bacillus cereus, M22 y A47-3 (en
una proporcién aproximada de 1:1),
controlé menos la enfermedad

Compost Cal

Sin enmiendas
Sastratos

toma-todo en trigo, que los ais- Figura 3. Efecto de enmiendas sobre la severidad de la marchitez bacteriana (P
lamientos inoculados separada- solanacearum) en tomate. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 1999.
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CONCLUSIONES

Las poblaciones de P solanacearum E.F.Smith fueron
reducidas significativamente en las parcelas con enmien-
das ocho meses después de la incorporacion de éstas Llti-
mas en el campo. El compost comercial utitizado en este
estudio no redujo significativamente la incidencia y la se-
veridad de la marchitez bacteriana en el campo; en inver-
nadero la severidad fue reducida significativamente en los
sustratos enmendados; fos tratamientos G. occuffum, P
.cepacia+B. cereus y P. cepacia+B. cereus+G. occultum

mostraron tendencia a reducir incidencia y severidad de la
enfermedad en el campo. El antagonista B. cereus mosiré
fendencia a reducir ia severidad de la marchitez bacteriana
en invernadero.
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