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RESUMEN.

La investigacion se realizé de febrero a octubre de 2015, en el vivero de la Facultad de
Ciencias Agronémicas de la Universidad de El Salvador, a una altura de 700 msnm, entre
los 13°43'6" N, 89° 12" 11" W, con precipitacién anual de 1751 mm y temperatura anual
media de 23.1°C.

La investigacion se desarrollé en dos fases: una fase inicial que consistio en la
recoleccion de tejido enfermo y el aislamiento e identificacion de la bacteria patégena
Ralstonia solanacearum E. F. Smith. Posteriormente en la segunda fase se inicié con la
inoculacién de la bacteria al sustrato; para ello se utilizé una concentracion de 3x108
ufc/ml de R. solanacearum, en 22.5 Ib de suelo. El disefio estadistico empleado fue
completamente al azar con nueve tratamientos y diez repeticiones. Los tratamientos
aplicados fueron hipoclorito de sodio al 0.25% (5 ml de lejia comercial por litro), bocashi (9
0z), microorganismos de montafia en fase liquida (250 ml de solucién concentrada),
solarizacion al suelo (6 semanas), acido salicilico (0.5 g/L), ceniza (4 0z), y Trichoderma
harzianum (1g/L), comparados con los testigos: relativo (1.25 g/L de Agri-Gent®) y
absoluto (sin control). Las plantas de tomate se trasplantaron en el sustrato a los 15 dias
después de aplicados los tratamientos.

La toma de datos inici6 una semana después del trasplante, evaluando las variables de
incidencia y severidad dos veces por semana. Estos datos se utilizaron para calcular el
Area bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE) asociada a cada tratamiento.

Las ABCPE para los tratamientos evaluados resultaron estadisticamente similares al
tratamiento relativo (Agri-Gent), segun la prueba de Dunnett (5%), excepto el tratamiento
con microorganismos de montafia en fase liquida. Esto comprueba que existen muy
buenas alternativas al uso de los antibiéticos; siendo el tratamiento a base de ceniza con
dosis de 4 onzas por planta, el mas eficiente para el control de la incidencia de la
enfermedad (90% de efectividad). La severidad se midi6 con una escala de grados,
resultando menos afectadas las plantas con los tratamientos a base de antibidticos
(testigo relativo) y ceniza.

Los resultados de esta investigacion demuestran que existen tratamientos alternativos al
uso de antibiéticos para el control de la marchitez bacteriana del tomate, igual 0 mejor en
términos econdémicos y ecolégicos.

Palabras clave: Marchitez bacteriana del tomate, Ralstonia solanacearum,
medidas fitosanitarias.
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1. INTRODUCCION

El tomate, es una hortaliza de gran importancia a nivel nacional, por su consumo per
céapita 19.07 Kg' y generacion de empleos (IICA et al. 2012?). Segun datos del Anuario de
la Direccion General de Economia Agropecuaria (2014), en el 2013 la produccién estuvo
concentrada en 598.82 hectareas (ha), sembradas a nivel nacional con un rendimiento
promedio de 53,372.13 Kg/ha, obteniéndose una produccién de 31,960,300 Kg, tal
cantidad no logra satisfacer la demanda nacional, por lo que se importé de los paises
centroamericanos 89,569,884.19 kg de tomate, lo que implicé una fuga de divisas
equivalente a USD$ 10,273,306.56.

La marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum E.F. Smith) es una de las
enfermedades de gran importancia econémica a nivel mundial. En el pais uno de los
principales problemas al que se enfrentan los productores en el cultivo del tomate es a la
incidencia de la marchitez bacteriana, causada por la bacteria R. solanacearum. Segun el
Programa de Hortalizas CENTA (Centro de Nacional de Tecnologia Agropecuaria y
Forestal), las pérdidas en rendimiento y calidad del cultivo de tomate a nivel nacional, son
causadas en un 80% por bacterias y entre ellas el 60% se debi6 a Ralstonia
solanacearum E. F. Smith?.

El tratamiento de la marchitez bacteriana del tomate requiere de la aplicacion de
antibiéticos al suelo, lo cual es una medida antieconémica y ecol6gicamente inaceptable
(FHIA et al. 2012). Entre las medidas fitosanitarias utilizadas para el control de la
enfermedad se ha utilizado tratamientos a base de enmiendas al suelo (Lino Rodriguez y
Portal Miranda 2013), control biolégico (Narasimha Murthy et al. 2013), control fisico
(Lépez Tzoc 2004, Kongkiattikajorn 2007 et al. 2007, citado por Yuliar et al. 2015) e
induccién de resistencia (Valbuena Calderon 2003, Mandal et al. 2013).

Los objetivos planteados en la investigacion, fue comprobar la eficacia de tratamientos
fisicos (solarizacion), bioldgicos (Trichoderma harzianum, microorganismos de montafa
liguido y bocashi), quimico (antibiéticos y lejia comercial), enmiendas (ceniza) e induccion
de resistencia (acido salicilico), que pudieran ser utilizados por los productores dentro de
un programa de manejo integrado de la marchitez bacteriana del tomate.

1
El consumo per cépita fue calculado con datos del anuario estadisticos del DGEA (2014) y de la poblacién del El Salvador de la pagina en
linea http://countrymeters.info/

Larin, M. 2015. Situaciéon actual de las pérdidas causadas por Marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum). (Entrevista). SV, Centro
Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal (CENTA). E-mail:malarin58@gmail.com



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. Generalidades del cultivo de tomate.
2.1.1. Importancia econémicay nutricional del tomate en El Salvador.

De la diversidad de hortalizas de follaje y frutos cultivados a nivel nacional, el tomate es el
de mayor importancia, ya que ocupa el puesto uno, en cuanto a generacién de empleo,
para el 2009 por hectarea se necesito alrededor de 274 jornales (IICA et al. 20127).

Segun datos del Anuario de la Direccion General de Economia Agropecuaria (2014), en el
2013 la produccién estuvo concentrada en 598.82 hectareas (ha), sembradas a nivel
nacional (Figura A-1) con un rendimiento promedio de 53,372.13 Kg/ha, obteniéndose una
produccion de 31,960,300 Kg, tal cantidad no logra satisfacer la demanda nacional, por lo
que se importd de los paises centroamericanos 89,569,884.19 kg de tomate lo que implicé
una fuga de divisas equivalente a USD$ 10,273,306.56.

Desde el punto de vista alimenticio, el tomate es la hortaliza que por su versatilidad de
consumo es una de las mas importantes. El consumo per capita anual en Estados Unidos
es alrededor de 45 kg, en Europa es de 27.4 kg (ODEPA 2012), mientras que en El
Salvador es de 19.07 Kg'.

Segun estudios realizados por Stevens 1974, citado por Cabrera-Salazar (2004) en el
valor nutricional del tomate tiene una concentracion relativa de un grupo de diez vitaminas
y minerales (Cuadro A-1).

2.1.2. Origen del tomate.

El origen del género Lycopersicon es localizado en una pequefia area geogréafica de
Surameérica, limitada al sur por la latitud 30’ (norte de chile), al norte por el Ecuador y el
sur de Colombia, al este por la cordillera de los Andes y al oeste por el Océano Pacifico,
incluyendo el Archipiélago de las Islas Galdpagos (Vallejo Cabrera y Estrada Salazar
2004); y llevado desde alli a Centroamérica y México (region de Veracruz y Puebla) donde
probablemente fue domesticado y posteriormente llevado por los conquistadores a
Europa, siendo los espafoles y portugueses los que lo difundieron a Oriente Medio y
Africa, y de alli a otros paises asiaticos, y de Europa también difundido a Estados Unidos
y Canada (Escalona et al. 2009).

El tomate cultivado actualmente, se deriva de su ancestro L. esculentum var. Cerasiforme,
que comUnmente se conoce como tomatillo, que se encuentra en forma silvestre en los
tropicos de Centro América (CATIE 1990).

1
El consumo per capita fue calculado con datos del anuario estadisticos del DGEA (2014) y de Countrymeters (2015).



2.1.3. Taxonomia del tomate y descripcion boténica.

El tomate es una dicotiledonea, perteneciente a la familia Solanaceae y al género
Lycopersicon y a la especie cultivada L. esculentum Mill; este género posee nueve
especies silvestres relacionadas. El nombre genérico y especifico del tomate fue dado por
Miller en 1788 (Vallejo citado por Vallejo Cabrera y Estrada Salazar), como propuesta
para reemplazar al Solanum lycopersicon (Salas Sanjuan y Urrestarazu Gavillan 2001).

El tomate agrondmicamente se distingue en dos tipos; determinados e indeterminados
(Haeff 1992, citado por Arteaga y Avendafio 2004). Las plantas indeterminadas se
caracterizan por tener un crecimiento extensivo, postrado, y sin limite, los tallos presentan
segmentos uniformes con tres hojas y una inflorescencia, terminando siempre con un
apice vegetativo. A diferencia de esta, las plantas determinadas de tipo arbustiva con la
formacion de inflorescencia en el extremo del 4pice, que resulta en un crecimiento
limitado. Es una planta perenne, de porte arbustivo, con el tallo principal semi-lefioso, de
grosor mediano entre 2-4 cm en su base, sobre el que se van desarrollando las hojas,
tallos secundarios e inflorescencias. Las hojas son compuestas e imparipinnadas, con
siete a nueve foliolos peciolados, lobulados y con borde dentado, dispuestas de forma
alternada sobre el tallo. El sistema radicular alcanza una profundidad de hasta 2 m, con
una raiz pivotante y muchas raices secundarias (Escalona et al. 2009).

La inflorescencia es un dicasio compuesto generalmente por cuatro a doce flores; la flor
es perfecta, regular e hipégina (Vallejo Cabrera y Estrada Salazar 2004); y consta de 5 o
mas sépalos, de igual nimero de pétalos de color amarillo dispuestos de forma helicoidal
y de igual nUmero de estambres que se alternan con los pétalos. Los estambres estan
soldados por las anteras y forman un cono estaminal que envuelve al gineceo y evitan la
polinizacion cruzada. Las flores se agrupan en inflorescencias, la primera flor se forma en
la yema apical y las demas se disponen lateralmente por debajo de la primera, alrededor
del eje principal, desarrollandose cada 2-3 hojas en las axilas. El fruto es una baya de
forma globular, ovoide o aplastada, cuyo peso oscila, segun variedades, entre 5y 500 g y
esta constituido por el pericarpio, el tejido placentario y las semillas (Escalona et al. 2009).

La semilla posee forma plana y ovalada, mide entre 1 y 5 mm segun la variedad y grado
de desecado (Haeff 1992, citado por Arteaga y Avendafio 2004); y esta constituida por el
embrion, el endospermo y la testa o cubierta seminal la cual esté recubierta de tricomas
(Vallejo Cabrera y Estrada Salazar 2004).

2.1.4. Requerimientos nutricionales del tomate.

Dependiendo de la variedad de tomate a sembrar y del tipo de manejo, asi seran las
demandas nutricionales; sin embargo, en forma general, los requerimientos nutricionales
del cultivo, en kg/ha, son: Nitrégeno (N) 150, Fésforo (P) 200, Potasio (K) 275, Calcio (Ca)
150, Magnesio (Mg) 22, y Azufre (S) 22. El orden de extraccion de nutrientes por la planta
de tomate en forma decreciente es K, N, Ca, S, Mgy P (CENTA y JICA s.f.).



2.1.5. Fertirrigacion.

La fertirrigacién es la aplicacion de fertilizante a través de los sistemas de riego. Para ello
se utilizan sales inorganicas de alta solubilidad que contienen uno o mas elementos
nutritivos. En la fertirrigacion los nutrientes van disueltos en el agua de riego, y por tanto,
son absorbidos y aprovechados de inmediato por la planta, ademds, es una solucién
rapida para deficiencia especificos. Para optimizar la nutricion en los cultivos con la
fertirrigacion es necesario realizar diferentes actividades como: analisis de agua y suelo, y
conocer la demanda nutricional del cultivo durante su ciclo vegetativo (AAIC 2004).

El andlisis de la calidad del agua, es importante conocer la cantidad de sales disueltas ya
que sirven como un punto de partida, para preparacion de la solucién nutritiva
(fertilizantes disueltos que la planta necesita) del cultivo. Para determinar la calidad del
agua para la solucion nutritiva se toma en cuenta los parametros fisico-quimicos,
midiéndolos a través del pH (indica la acidez o basicidad de una solucion) y conductividad
eléctrica (cantidad de sales en el agua) (AAIC 2004; SIAR Castilla-La Mancha 2005).

Para elaborar la solucién nutritiva, existen numerosos fertilizantes en el mercado que
pueden ser utilizados. La eleccién depende de las caracteristicas del producto y de la
interaccion suelo, agua, planta y sistema de riego (AAIC 2004).

2.1.6. Plagas y enfermedades del tomate.

Una de las fuentes de riesgo de mas importancia para el productor son las plagas y
enfermedades, segln percepciones del Programa de Hortalizas CENTA (Centro de
Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal), las pérdidas en rendimiento y calidad
del cultivo de tomate en El Salvador, es causada en un 80% por bacterias y entre ellas el
60% es causado por Ralstonia solanacearum E. F. Smith®.

Segun los datos de los registros de andlisis en muestras de suelo, agua y tejidos
vegetales, realizados en el Laboratorio de Parasitologia Vegetal del CENTA, entre los
afios 2011- 2015, se ha determinado la presencia de Ralstonia solanacerum E. F. Smith,
en diferentes zonas del pais; siendo el municipio de Ciudad Arce, departamento de La
Libertad con mayor nimero de registros por marchitez bacteriana®.

2.1.7. Importancia econdmica de la marchitez bacteriana del tomate.

La marchitez bacteriana del tomate es causada por Ralstonia solanacearum, raza 1y 3.
Esta enfermedad es de gran importancia econémica ya que constituye un obstaculo en la
produccion de tomate, en el area tropical y sub tropical, (CATIE 1990, CIP 1996, FHIA et
al. 2012).

Larin, M. 2015. Situacién actual de las pérdidas causadas por Marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum). (Entrevista). SV, Centro
Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal (CENTA). E-mail:malarin58@gmail.com

2
Laboratorio de Parasitologia. 2015. Registros de los andlisis del Laboratorio de Parasitologia (Consulta), CENTA, El Salvador.



En El Salvador en las Ultimas décadas se han registrado por el Centro Agrondémico
Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE1990), perdidas de un 40% en el
rendimiento de la produccion.

2.2. Descripcion de la marchitez bacteriana del tomate.
2.2.1. Generalidades de la bacteria.

Ralstonia solanacearum, fue descrita en 1896 por Smith E. F, como Bacillus
solanacearum y desde entonces ha tenido diferentes sinGnimos como Pseudomonas
solanacearum por Smith en 1914, Burkholderia solanacearum Muthonium por Yabuuchi y
Col en 1993 y fue hasta 1995 segun investigaciones de Yabuuchi, que fue transferida al
género actual como Ralstonia solanacearum (Muthoni et al. 2012; Ralstonia
solanacearum... 2009).

Los primeros reportes de esta enfermedad fueron en ltalia en 1882, de aqui su
diseminacion a los continentes del mundo. En América Latina fue descrita en 1965, en
areas amazénicas de América del Sur y en las grandes latitudes de Peru, Costa Rica y en
Guatemala en el municipio de Palencia (Walker 1975; Hooker 1980, citados por Loarca
Marroquin 1987).

La clasificacion taxondmica actual de Ralstonia es: Dominio: Bacteria; Phylum:
Proteobacteria; Clase: Betaproteobacteria; Orden:  Burkholderiales;  Familia:
Ralstoniaeceae; Género: Ralstonia; Especie: solanacearum (Direccion General de
Sanidad Vegetal Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria 2013).

Ralstonia solanacearum tiene un amplio rango de hospederos, se conoce que afecta a
mas de 200 especies de plantas tanto cultivadas como silvestres (hospederos alternos),
gue estan representadas en 50 familias (Ralstonia solanacearum... 2009). Ademas difiere
en la distribucion geogréafica, patogenicidad, relaciones epidemiolégicas y propiedades
fisiologicas. Por esta razon, durante las Gltimas tres décadas han sido clasificadas de
manera informal en cinco razas (Cuadro A-2), de acuerdo a su gama de hospederos y en
seis biovares por su capacidad de fermentar algunos azucares, pero este viejo sistema de
clasificacion es insatisfactorio porque no es predictivo y algunos grupos (por ejemplo raza
1) contienen mucha variacién (Champoiseau 2009, Naranjo Feliciano y Martinez Zubiaur
2013).

2.2.2. Caracteristicas de la bacteria.
2.2.2.1. Morfologia.

Ralstonia solanacearum, es una bacteria Gram negativa, en forma de bacilos (0,5-0,7 pum
de diametro por 1,5-2,0 um de largo), aerdbica, movil, no forma esporas ni capsulas
(Watanebe 2006, citado por Rodriguez Martinez 2007).

Champoiseau (2009), menciona que al aislar la bacteria en medios de cultivos sélidos, se
puede observar dos clases de colonias; las colonias de tipo normal o virulento que son
blancas o color crema, irregularmente redondas, fluidas, y opacas; y las colonias de tipo



mutante o no virulentas que son uniformemente redondas, mas pequefias y secas. Segun
Kelman 1954 citado por Gémez Calvo (2005), la diferencia entre las clases de colonias y
niveles de virulencia es debido a la presencia y cantidad de polisacarido extracelular
producido por la bacteria.

El medio de cloruro de tetrazolio (TZC) permite diferenciar las dos clases de colonias, en
el cual colonias virulentas aparecen color blanco con centros rosa y colonias no virulentas
aparecen de color rojo oscuro (Champoiseau 2009).

El medio semi-selectivo modificado de aislamiento de suelo (SMSA por sus siglas en
ingles), se utiliza para el descubrimiento de R. solanacearum en muestras de agua, tierra
y en tejidos de planta. En este medio, las colonias bacterianas son fluidas, de forma
irregular, y blancas con centros color rosa después de 2 a 5 dias de incubacién a 28°C
(Champoiseau 2009).

En medio PDA (Papa-Dextrosa-Agar), las colonias aisladas de R. solanacearum son de
color crema o blanquecinas (Loarca Marroquin 1987).

2.2.2.2. Fisiologia.

R. solanacearum E.F. Smith es muy sensible a la desecacién y es inhibida en cultivo de
bacterias con concentraciones bajas (2%) de cloruro de sodio (NaCl). Para la mayoria de
las cepas, la temperatura 6ptima de crecimiento es entre 28 y 32°C; sin embargo algunas
cepas tienen una temperatura éptima de crecimiento mas baja de 27°C (Champoiseau
2009).

Analisis bioquimicos realizados por Sasidharan Sreedevi et al. (2013), demostraron que
R. solanacearum reacciona positivo a las pruebas de oxidasa, catalasa, movilidad
arginina y negativo a las prueba Voges Proskauer; pero a la prueba de TSI (Tres
Azucares Hierro) resulta intermedia (inclinacion positiva y fondo negativo).

A través de las pruebas de tincién de Gram y KOH al 3% se determina y confirma que R.
solanacearum es un bacteria Gram negativa (CIP 1996, Schaad 1988, citado por Garcia
et al. 1999).

2.2.3. Ciclo de la enfermedad.

Ralstonia solanacearum puede sobrevivir en el suelo independientemente como un
organismo de vida libre, en la rizosfera de las plantas cosechadas o malezas,
localizandose en muchos casos hasta una profundidad de 70 cm y en ambientes
acuaticos. Se ha determinado que la raza 1 puede sobre vivir por seis afios en
condiciones de barbecho y por méas de 10 afios en suelos cultivados con plantas no
susceptibles. La bacteria penetra por heridas de las raices causadas por insectos,
nematodos o préacticas agricolas. En condiciones muy favorables puede penetrar a nivel
de hendiduras donde emergen las raices secundarias. También puede penetrar en
plantas por heridas de tallo causadas por insectos. Una vez que la infeccién ha ocurrido



en las raices, las bacterias colonizaran la planta por el xilema en los haces vasculares,
este proceso es acelerado por temperaturas altas (CATIE 1990, Champoiseau 2009).

2.2.4. Sintomatologia de la enfermedad.

Sintomas externos.

La marchitez bacteriana es una enfermedad que se propaga invadiendo internamente el
tejido vascular, principalmente los vasos de las raices y el tallo, una vez invadidos los
haces vasculares del tomate, se presenta una tendencia a formar raices adventicias
(sintomas externos) que se desarrollan en el tejido, precisamente en la parte exterior del
haz invadido (Messiaen 1995, citado por Hernandez et al. 2005).

Sin embargo el sintoma caracteristico se presenta en la parte superior de las plantas
infectadas (etapa final de la enfermedad) (Rodriguez Martinez 2007), observandose una
flacidez en las hojas del apice de la planta, enrolladas hacia dentro del haz, sin brillo y con
plasmdlisis; sin embargo, caracteristicamente conservan su color natural de la planta
aungue temporalmente adheridas ya que tienden eventualmente a desprenderse (FHIA et
al. 2012). Otro sintoma comun que puede ser asociado con marchitez bacteriana en
campo es el enanismo de las plantas (Champoiseau 2009).

Sintoma interno.

Cuando la infecciobn de la enfermedad es bien avanzada, ocurre una decoloracion
vascular color marrén (Figura A-2), esto se aprecia realizando un corte longitudinal en la
periferia basal del tallo de tomate (FHIA et al. 2012).

2.2.5. Diagndstico simple confirmativo de marchitez bacteriana.

Luego de observar los diferentes sintomas, se puede determinar la presencia de la
bacteria en el tejido vascular de la planta de tomate a través de dos pruebas en campo.

Un signo comun de marchitez bacteriana es observar un exudado pegajoso y lechoso,
que indica la presencia de masas densas de células bacterianas, esto se realiza
generando presion con los dedos a un trozo de tallo basal (Figura A-3) (FHIA et al. 2012).

Otro diagndstico es la “prueba del flujo bacteriano” o “hilo de exudado bacteriano”,
consiste en sumergir ligeramente un trozo de tallo basal de tomate recién cortado en un
recipiente con agua limpia (sin turbidez) dentro de un vaso u otro recipiente transparente,
luego de pocos minutos se aprecia un flujo o hilo lechoso saliendo de tallo (Figura A-4),
tornando el agua turbia (Champoiseau 2009, FHIA et al. 2012).

2.2.6. Caracterizacion de Ralstonia solanacearum en laboratorio.

Luego del diagndstico en campo de sintomas sospechosos de bacteriosis en plantas de
tomate, es posible identificar sin ambigliedad el género, la especie y biovar de la bacteria,
a través de métodos microbiolégicos que consisten en aislar y purificar el patégeno, para



observar las caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y patoldgicas, analizadas mediante
diferentes pruebas (Denny y Hayward 2001, citado por Rodriguez Martinez 2007,
Champoiseau 2009).

2.3. Medidas fitosanitarias para el control de la marchitez bacteriana del tomate.

El concepto de medida fitosanitaria representa el conjunto de actividades utilizadas para
eliminar o controlar las plagas (virus, bacterias, hongos, insectos, nematodos) en los
cultivos™.

Se debe comprender que la marchitez bacteriana del tomate es dificil de controlar ya que
no se conocen actualmente productos quimicos que, aplicados en las plantas antes o
después de ocurrida la infeccién por la bacteria, eviten el desarrollo de la marchitez
bacteriana. Los Unicos productos disponibles son antibiético y fumigantes que, aplicados
al suelo antes de sembrar el cultivo, reducen la incidencia de la enfermedad. Pero es
necesario estar consiente que el uso aislado de pocas medidas de control no rendira el
efecto deseado para desarrollar un cultivo exitoso. En consecuencia, es necesaria la
aplicacion integrada de estrategias de combate que sea practico y razonable utilizarlas
porque la contribucién de cada una de ellas mejorara los niveles esperados de control
(FHIA et al. 2012).

2.3.1. Métodos de control quimico.

El control quimico de enfermedades en plantas hace referencia al uso de sustancias
téxicas, de sintesis quimica, con accién biocida, con el objetivo de matar o controlar los
patégenos que afectan los cultivos, se basa en la mayoria de los casos en la aplicacion de
fungicidas y en menor grado de bactericidas y nematicidas (Rivas Flores 2012).

2.3.1.1. Bactericidas y fumigantes.

Los bactericidas o antibiéticos como triazolothiadiazine, sulfato de estreptomicina, sulfato
de gentamicina y oxitetraciclina, en el control de la marchitez bacteriana en tomate han
mostrado ser poco efectivos, en comparacion a los fumigantes tales como metam sodio,
1,3-dicloropropeno y cloropicrina, que en combinacion de bromuro de metilo o metam
sodio con cloropicrina han mostrado reducir significativamente la marchitez bacteriana en
el campo entre un 72% al 100% (FHIA et al. 2012, Gémez et al. 2003; Santos et al. 2006,
citado por Yuliar et al. 2015).

Segun Edwards-Jones citado citado por Yuliar et al. (2015), menciona que el uso de
plaguicidas ofrece mayores beneficios netos que otros métodos de control, pero esto no
ha sido siempre el caso. Por el contrario estos productos son téxicos y pueden
permanecer en el ambiente por afos (FHIA et al. 2012, Gadeva et al. 2008, citado por
Yuliar et al. 2015).

1
Rivas Flores, AW. 2014. Concepto de Medidas Fitosanitarias. (Entrevista). San Salvador, SV, Universidad de El Salvador, Facultad de
Ciencias Agronémicas, Departamento de Proteccion Vegetal. E-mail: awrivas@yahoo.com.



2.3.1.2. Hipoclorito de sodio.

El hipoclorito de sodio (NaClO) es un producto quimico inorganico basico y alcalino
(pH de alrededor de 11), con una amplia variedad de usos. Tipicamente se encuentran a
concentracion de 12-16% de cloro activo para uso industrial, y es mas comuln para uso
domeéstico interno en 3-5% de cloro activo (Torres 2008; Arkema 2013).

La lejia (hipoclorito de sodio) comuUnmente conocida, es usada para eliminar
microorganismos en diferentes tipos de superficie; esa actividad del hipoclorito de sodio
se reduce en presencia de iones metdlicos, materiales organicos y bajo pH o luz UV
(Torres 2008).

En la agricultura, este producto es utilizado como una medida fitosanitaria para
desinfectar estructuras (invernaderos), herramientas (tijeras de podar, navajas, bandejas
de siembra, recipientes etc.) y material vegetativo (semillas, tubérculos, cormos). También
se utiliza para eliminar microorganismos fitopatdgenos presentes en el agua de riego.
Dependiendo del tipo de superficie a desinfectar se menciona utilizar soluciones de
NaClO al 1% (semillas), 2% (estructuras y herramientas) y para desinfectar cormos de
musaceas se debe sumergir en una solucién clorada (5 ml por litro de agua) por tres
minutos (Sandoval Briones 2004, Asociacion El Balsamo 2013).

Investigaciones demostraron que 2,4 mg/L de cloro libre con un tiempo de contacto de 5
minutos en el agua de riego eliminaron a todos los hongos y oomicetos (Cayanan et al.
2008).

Segln investigacion observativa realizada por Menjivar Rosa® en parcelas demostrativas
para el Manejo Integrado de Plagas, en la Estacién Experimental y Practicas, de la
Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de El Salvador, observé que las
aplicaciones empiricas de dosis de lejia comercial (80 ml lejia por litro de agua) al suelo
redujo la incidencia de la marchitez bacteriana en tomate causada por R. solanacearum
E.F. Smith, en comparacion a reportes de afios anteriores. Ademas menciona las ventajas
del uso de lejia comercial (hipoclorito de sodio) para el control de patégenos del suelo;
tiene un costo menor y mayor disponibilidad de adquirir hipoclorito de sodio en
comparacion con los plaguicidas. La desventaja que considera en el uso de éste agente
quimico (producto biocida), es que no se conoce la persistencia o duracion del hipoclorito
de sodio en el suelo y sobre la fauna benéfica del suelo.

Menjivar Rosa, RA. 2014. Investigacion observativa en el uso de lejia comercial (hipoclorito de |sodio) para el control de la Marchitez
bacteriana en tomate. (Entrevista). SV, Universidad de El Salvador, Facultad de Ciencias Agrondmicas, Departamento de Proteccién Vegetal.

E-mail: rafaelmenjivarrosa@yahoo.com.



10

2.3.2. Control Biologico.

Es el uso de microrganismos vivos para el control de patégenos, a través de diferentes
tipos de antibiosis®.

El uso de microorganismos benéficos ha incrementado su interés y demanda como
alternativa en el manejo integrado de patdégenos de importancia econdémica, debido a las
muchas restricciones en el uso de productos quimicos (Bustamante et al. 2000, citados
por Arteaga 2004).

2.3.2.1. Trichoderma spp.

La utilizaciébn de microorganismos antagdnicos competitivos para la proteccién de los
cultivos de los patégenos del suelo, ha tenido especial atencién en especies del género
Trichoderma como agente de biocontrol. (Nalimova s.f.).

Los hongos del genero Trichoderma empezaron a utilizarse a partir de 1970. En
experimentos de control biolégico y como antagonistas de fitopatdgenos en suelo y
semillas, con efecto inhibidor segun especie empleada del genero Trichoderma
(Alexopoulos y Mims 1979, citados por Ceballos et al. 2014).

Este hongo hiperparéasito actia por medio de una combinacién de competencia por
nutrientes, produccibn de metabolitos antifingicos, enzimas hidroliticas, vy
micoparasitismo; produce sustancias promotoras de crecimiento y activacién radicular de
las plantas, y la aplicacion directa al suelo ofrece incluso una mayor proteccion a los
cultivos (Nalimova s.f.).

Segun estudios realizados por Ceballos et al. (2014), la utilizacion de Trichoderma sp, ha
tenido un efecto positivo que permite recuperar el equilibrio bioldgico en el suelo, ya que
logra reducir notoriamente las poblaciones de organismos patdgenos como Ralstonia
solanacearum raza 2.

En investigaciones in vitro y en condiciones de invernadero se demostré el efecto
antagonista de cepas de T. asperellum sobre cepas de Ralstonia solanacearum, ademas
redujo la incidencia de la marchitez bacteriana por mas del 50% en el invernadero
(Narasimha Murthy et al. 2013).

Otro estudio in vitro, demostré que a través de las proteinas en los metabolitos liquidos de
las cepas de T. hamatum, se determin6 mayor actividad antimicrobiana contra el
patégeno de la marchitez bacteriana causado por R. solanacearum (Cheng et al. s.f.).

1
Paniagua Cienfuegos, MR. 2015. Manejo pre-cosecha y post-cosecha de enfermedades en productos de consumo fresco. (Capacitacién).
SV, Universidad de El Salvador, Facultad de Ciencias Agronémicas, Departamento de Proteccion Vegetal. E-mail: mrpaniagua@gmail.com.
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2.3.2.2. Microorganismos de montafa.

Los microorganismos de montafia (MM) estdn constituidos por colonias de hongos,
bacterias, micorrizas, levaduras y otros organismos benéficos que se encuentran de
manera natural en diferentes ecosistemas, en los cuales se genera una descomposicion
de materia organica, que se convierte en los nutrientes para el desarrollo de su flora.
Dichos microorganismos son un cultivo mixto liquido de microorganismos benéficos entre
ellos Lactobacillus spp, Saccharomyces spp, actinomicetos y hongos fermentadores, que
se relacionan de forma simbiotica coexistiendo entre si, lo cual ha generado efectos
positivos para un ambiente en equilibrio (Campo Martinez et al. 2014).

El uso de la tecnologia de microorganismos para la agricultura fue desarrollada en los
afios 80 por un japonés, el Dr. Teruo Higa y fue ganando popularidad a través de los
productos comerciales elaborados en laboratorios y conocidos como Microorganismos
Eficaces (EM), que son cultivos mixtos que contienen especies seleccionadas de
microorganismos de origen natural que pueden aplicarse como inoculantes para
incrementar la diversidad microbiana en plantas y suelos. La reproduccién de los
microorganismos que viven naturalmente en los bosques y que cominmente son
llamados “Microorganismos de Montana” cumplen roles benéficos en los procesos
biol6gicos del suelo, y pueden ser encontrados en la capa superficial y organica
(hojarasca) en suelo donde no haya habido intervencion depredadora del hombre
(Calampa et al. s.f).

Investigaciones han demostrado que los microorganismos benéficos pueden incrementar
el valor nutricional, aumentar la supervivencia y disminuir enfermedades mediante la
inhibicion del crecimiento de bacterias patdgenas; en contraste, existen estudios que han
reportado efectos nulos o negativos con el uso de microorganismos, debido a que
dependen de diversos factores como son; las especies de cultivo, los sistemas de
produccion, la escala de cultivo (laboratorio y granjas), la densidad de siembra, utilizacién
de microorganismos provenientes de otros ambientes y la dosis de los microorganismos
(Campo et al. 2014).

En El Salvador, el uso de dichos microorganismos extraidos a partir de fuentes naturales
para su reproduccién artesanal y luego aplicacién al suelo es una técnica que se esta
implementando en la zona alta de Las Pilas en el departamento de Chalatenango y en
otras &reas del pais en donde se producen cultivos organicamente (Pérez Mancia et al.
s.f.); dicha préctica para recolectar y reproducir los microorganismos de montafia en forma
sélida y liquida para aplicarlos a los suelos esta descrita por CENTA y JICA (s.f.), en la
“Guia técnica 4: microorganismos”.

Investigacion realizada en CENTA (Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y
Forestal, El Salvador) en el aislamiento e identificacion de hongos de MM, procedentes de
muestras de la zona alta de Chalatenango, se identificaron los géneros de hongos:
Penicillium spp, Beauveria spp., Verticillium spp., Mortierella spp., Gelasinospora spp. y
Streptomyces spp. (Pérez Mancia et al. s.f.).
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En ensayos in vitro, se determiné el efecto inhibidor de los microorganismos eficaces (EM)
sobre hongos Yy bacterias (Xanthomonas y Pseudomonas solanacearum), en
concentracion de 5% de EM (Castro et al. s.f.).

2.3.3. Enmiendas al suelo.

Las enmiendas al suelo, son la incorporacién de materiales que mejoran las propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas del suelo; ademas, pueden tener efectos positivos sobre el
crecimiento de las plantas. La aplicacibn de enmiendas organicas, puede reducir las
enfermedades transmitidas por el suelo mediante la liberacion de aleloguimicos
generados durante el almacenamiento del producto, o por la posterior descomposicion
microbiana (Bailey y Lazarovits 2003).

2.3.3.1. Ceniza.

La ceniza es el producto de la combustién de la biomasa forestal, la cual contiene
nutrientes como K, P, Mg y Ca en forma relativamente solubles. Algunos elementos se
encuentran como 6xido, hidroxido y carbonatos, lo cual hace al material alcalino (Ohno y
Erich 1990; Etiégni y Campbell 1991 citado por Solla Gullon et al. 2001, Gonzales
Barragan et al. 2008; Demeyer et al. 2001, citado por Gartzia Bengoetxea y Gonzalez
Arias 2013).

Este material tiene muchos usos en la agricultura como abono, debido a analisis
realizados en la ceniza que destacan las importantes concentraciones de Ca, Mg y K,
elementos que se encuentran en formas solubles (Solla Gullén 2001). Ademas la ceniza
es usado como insecticida para repeler gusanos del suelo (Asociacion El Balsamo 2013),
también controla organismos que son favorecidos por la acidez del suelo como R.
solanacearum, debido a las propiedades de la ceniza de corregir la acidez (Lemaga et al.
2001; Lemaga et al. 2005; Messiha 2006, citados por Muthoni et al. 2012, Lino Rodriguez
y Portal Miranda 2013).

Estudios han demostrado que la aplicacion de ceniza aporta concentraciones de Ca
(Calcio) en la dilucién (Solla Gullén 2001); la aplicacién de Ca al follaje o al suelo antes de
la siembra ayuda a reducir la incidencia de la marchitez bacteriana (Bolafios Herrera
2001); también reduce la poblacién de R. solanacearum en los tallos de tomate (Yamazaki
y Hoshina 1995; Yamazaki et al. 2006, citado por Yuliar et al. 2015).

Otras investigaciones aplicando diferentes enmiendas al suelo; han demostrado que
previé a la siembra la dosis de cuatro onzas de ceniza por postura, reduce la incidencia
(media del T= 12.5%) y area bajo la curva de progreso de la enfermedad (unidades de
enfermedad 0.75) (Lino Rodriguez y Portal Miranda 2013).

2.3.3.2. Bocashi.

La palabra bocashi deriva del idioma japonés que significa cocer al vapor los materiales
del abono. A través del proceso de fermentacion aerdbica se obtienen los nutrientes
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necesarios para el desarrollo de los cultivos. Su utilizacién es principalmente en hortalizas
y granos basicos, para suministrar los nutrientes necesarios y adecuados al suelo, donde
son absorbidos por las raices de los cultivos para su normal desarrollo (MAG 2011).

Es una excelente alternativa para la fertilizacion organica por su facil elaboracion y aporte
de microorganismos al suelo, que contribuyen a disminuir las poblaciones de
microorganismos patdgenos y a recuperar la microfauna benéfica para el
aprovechamiento de la materia organica, ademas aporta nutrientes mayores (N, P, K) y
menores (Ca, Mg, Mn, Co, etc.) en cantidades balanceadas y disponibles para las plantas
(Caritas de El Salvador Diocesis de Zacatecoluca Pastoral de la Tierra 2009).

En ensayos de tesis se evalué dosis de bocashi para el control de marchitez bacteriana
en tomate dando como resultado que la dosis de nueve onzas de bocashi proporcioné los
mejores efectos en altura, nimero de hojas y retardo de la aparicion de los sintomas;
debido al aporte de nutrientes y microorganismos, presentando una incidencia de la
marchitez bacteriana del tomate del 25% (Lino Rodriguez y Portal Miranda 2013).

Milagrosa y Balaki (1999) también reportaron que la incidencia de la marchitez causada
por Pseudomonas solanacearum en papa fue menor con la aplicacion de Bocashi y EM
(Microorganismos Efectivos).

Otras investigaciones demostraron, que después de 30 dias de haber aplicado bocashi
elaborado a base de hojas de canela, clavo de olor y hojas de betel, suprimié el desarrollo
de las poblaciones bacterianas de R. solanacearum en la rizosfera del tomate con un
porcentaje de inhibicion de 71 a 90.08% (Fikri 2013).

2.3.4. Induccién de resistencia.

La resistencia en plantas es la combinacion de defensas fisicas y quimicas. Estas
defensas incluyen la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en
ingles), la biosintesis de fitoalexinas, acumulacién de proteinas relacionadas con la
resistencia a la patogénesis (PR por sus siglas en ingles) y la pared celular de refuerzo
(Hammerschmidt 1999, citado por Walters y Fountanie 2009).

2.3.4.1. Acido salicilico.

El &cido salicilico (AS) es un compuesto que se encuentra en todos los tejidos de las
plantas, especificamente en hojas joévenes, meristemos florales, vegetativos y es
transportado via floema, sus concentraciones son elevadas cuando las células u 6rganos
de las plantas, son sometidas a alguna clase de estrés, sea este biético o abidticos.
(Benavides Mendoza s.f.)

El &cido salicilico forma parte de un amplio grupo de compuestos sintetizados en plantas
denominados fendlicos, los cuales poseen en su estructura quimica un grupo hidroxilo
unido a un anillo aromatico. Los compuestos fendlicos participan en muchas funciones
metabdlicas en plantas, como son la sintesis de lignina, actividad alelopética, y en
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algunos casos en la biosintesis de compuestos relacionados a la defensa como las
fitoalexinas (Sanchez et al. 2010).

El 4cido salicilico comenzé a sobresalir como indicadora en plantas, se encuentra en los
tejidos en forma libre o conjugada; a excepcién de unas pocas plantas como el arroz y la
papa También se demostr6 su importancia en las reacciones de defensa contra
patégenos (Raskin et al. 1992, Malamy et al. 1990, citados por Benavides Mendoza s.f.).

Aplicaciones exdgenas de AS aumentaron los niveles enddgenos de AS en los tejidos
afectados por el virus del mosaico en plantas tabaco, incrementando en esta manera la
resistencia sistematica adquirida y reduciendo el area de la lesion (Hennig et al. 1993,
citado por Benavides Mendoza s.f.).

El AS no tiene ningun efecto directo sobre las enfermedades y plagas. También hay que
tener en mente que el aplicar AS no significa que inmediatamente obtienen resistencia. A
la planta le toma de 4 a 7 dias para levantar sus defensas. El uso de este programa es
preventivo, no curativo. EI AS no va a tener el control deseado por si solo. En todos los
estudios realizados se ha encontrado que aumenta el control que ejercen los fungicidas,
bactericidas, nematicidas o insecticidas; esto significa que se debe de realizar la
aplicacion de los plaguicidas que sean necesarios, pero se requiere menos de ellos con el
uso del AS, y se puede lograr cultivos mas sanos con mejores rendimientos. (Cuenta del
Desafio del Milenio Honduras 2008). También es recomendable tener un manejo
integrado de cultivo, esto se debe a que si la planta no esta saludable y fuerte, al aplicar
acido salicilico la planta ocupara parte de la energia en resistencia, incidiendo en un
produccién baja, de igual manera una dosificaciébn del AS puede estresar la planta
causando bajos rendimientos.

El AS al aplicarlo de forma exégena en concentraciones de 10? a 10® M, aumenta la
biomasa de soya (Gutiérrez-Coronado et al. Citado por Ramirez 2012), el rendimiento de
trigo al igual que el rendimiento y la calidad de diversas hortalizas (Lépez et al. 1998,
citado por Ramirez 2012).

Aplicaciones de inductores de resistencia (acido salicilico, Microorganismos Eficaces “EM”
y cepas atenuadas de Ralstonia solanacearum) en raices, previo al trasplante bajo
condiciones controladas (vivero), demostraron reducir en un 80% la incidencia de la
marchitez bacteriana en tomate, contrario en condiciones de campo que no mostraron una
clara efectividad significativa entre los inductores de resistencia y tratamiento sin control
(Valbuena Calderén 2003).

En otra investigacion con el uso de inductores de resistencia (acido salicilico, chitosan y
acido jasmonico) en plantas de tomate hidropénico, redujo la infeccion y el desarrollo del
marchitamiento por Ralstonia solanacearum (Mandal et al. 2013).
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2.3.5. Control Fisico.

El control fisico consiste en la utilizacion de algin agente fisico como la temperatura
humedad, insolacién, fotoperiodismo y radiaciones electromagnéticas, en intensidades
que resulten letales para las plagas. El fundamento del método es que las plagas sélo
pueden desarrollarse y sobrevivir dentro de ciertos limites de intensidad de los factores
fisicos ambientales; méas alla de los limites minimos y maximos, las condiciones resultan
letales (Control fisico s.f.).

2.3.5.1. Solarizacion.

Antes de que hubiera una disponibilidad general de plaguicidas a finales de la década de
1940, la desinfestacion del suelo por medio del calor, vapor o agua caliente era una
practica usada desde muy antiguamente y bien conocida para controlar las plagas del
suelo (Newhall 1955; Baker 1962, citados por FAO 2004).

La solarizacién del suelo es un término que se refiere a la desinfeccion del suelo, a través
de un proceso hidrotérmico que tiene lugar en el suelo humedo el cual es cubierto por una
pelicula plastica y expuesta a la luz solar durante los meses mas calidos (Grooshevoy
1939, citado por FAO 2004). Este proceso abarca un complejo de cambios fisicos,
quimicos y biolégicos del mismo asociados con el calentamiento solar y tiene valor como
una alternativa al uso de productos quimicos (Lai 1974; Waggoner et al. 1960; Burrows y
Larson 1962, citados por FAO 2004).

Experimentos de solarizacion del suelo en el Caucaso (Territorio situado en el sudeste del
continente europeo) en 1938; obtuvo un control efectivo de organismos patogénicos del
suelo capturando energia solar bajo parcelas frias sujetas a la luz solar directa antes de la
siembra, por periodos suficientes para elevar hasta 40-60°C la temperatura de la capa
superior del suelo (hasta una profundidad de 10 cm); asi obtuvo el control de la pudricion
negra de las raices de las plantulas de tabaco causada por Thielaviopsis brasicola
(Grooshevoy 1939, citado por FAO 2004).

Estudios realizados por Ambar y Soos (2002) citados por Narayanasam (2013),
solarizaron el suelo, cubierto con laminas de polietileno y expuesto a la intemperie
durante 8 y 10 semanas en verano, redujeron eficazmente la enfermedad de marchitez
bacteriana causada por R. solanacearum.

Los tratamientos de solarizacién y agua caliente aplicados al suelo, han demostrado ser
eficaces contra R. solanacearum (Vinh et al. 2005, citado por Yuliar et al. 2015).

Tratamientos térmicos al suelo de 45°C por dos dias antes de siembra, reducen la
poblacion bacteriana en un 60-97% y la incidencia de la marchitez bacteriana en tomate
en un 50-75% (Kongkiattikajorn et al. 2007, citado por Yuliar et al. 2015).

Durante la solarizacion del suelo poblaciones de Pseudomonas fluorescentes y bacterias
gram positivas incluyendo especies de Bacillus, pueden ser reducidas del 78 a 86%



16

comparados con suelos no solarizados, asimismo poblaciones de Actinomycetos son
reducidos de 58 a 45 %. Agrobacterium spp, es altamente sensible a la solarizacién y sus
poblaciones son reducidas arriba del 72 %, lo mismo ocurre con especies de Rhizobhium.
(De vay et al. 1974, citado por Lopez Tzoc 2004)

Periodos de solarizacion al suelo (6, 7 y 8 semanas) con reporte de presencia de R.
solanacearum; redujeron la aparicién de la enfermedad en plantas de tomate, mostrando
una incidencia entre 6.75% a 11.25% (L6pez Tzoc 2004).
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Descripcion del &rea de lainvestigacion

La investigacion se realiz6 en dos fases, una de laboratorio y otra de campo, ambos
procesos se desarrollaron en la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de
El Salvador. La primera se realiz6 en el laboratorio de Investigacion y Diagndstico del
Departamento de Proteccion Vegetal y la segunda se llevé a cabo en el vivero de dicha
Facultad, ubicado en la ciudad universitaria del departamento de San Salvador a una
altura de 700 msnm, entre los 13° 43' 6" N, 89° 12" 11" W, con una precipitacion anual de
1751 mm y temperatura anual media 23.1°C, maxima 31.0°C y minima de 18.1°C (Garcia
et al. s.f.).

3.2. Fase de laboratorio.

En esta fase de laboratorio se realizd el aislamiento y la identificaciébn de Ralstonia
solanacearum E.F. Smith; se termind con la preparacion del inéculo e inoculacion del
patdgeno al suelo. Paralelo a las actividades se desarrollé un ensayo in vitro para
determinar la dosis minima de hipoclorito de sodio (lejia comercial al 5%) que inhiba la
bacteria, para luego evaluar en campo el efecto de la dosis en el control de R.
solanacearum. Ademas se determiné el pH del suelo y los tratamientos a evaluar.

3.2.1. Preparaciéon de los medios artificiales.

Para las actividades de aislar, purificar, identificar y preparar el inoculé al suelo con R.
solanacearum E.F. Smith; se preparé con 24 horas de anticipacién diferentes medios
artificiales solidos (Cetrimide, MacConkey y agar nutritivo con bisel) y liquidos (agua
peptonada al 1%); ademas para la determinacién de la dosis minima de lejia que inhibi6 al
patdgeno, se utiliz6 medio solido Papa-Dextrosa-Agar (PDA).

Segun indicaciones de la etiqueta de cada medio artificial, se pesd, diluyo con agua
destilada y colocé a coccién cada medio, excepto el agua peptonada que solo necesitd
diluirse. Cada medio fue esterilizado en autoclave a una temperatura de 120°C y 15 Lb de
presién por pulgada cuadrada durante 15 minutos. Posteriormente se procedié al llenado
respectivo de la cristaleria estéril (placas Petri, tubos de ensayo y botes de vidrio con
capacidad de un litro). Luego de la solidificacion o enfriamiento del medio, se refrigerd
hasta su utilizacion, excepto el agua peptonada usada para preparar el indculo de la
bacteria.

3.2.2. Recoleccion de muestras vegetativas sintomaticas.

Las muestras de plantas de tomate con sintomas de marchitez bacteriana fueron
recolectadas en el area del distrito cinco del valle de Zapotitan, Ciudad Arce,
departamento de La Libertad.

Para determinar la marchitez bacteriana se realiz6 un muestreo en campo, observando
los sintomas externos de marchitamiento repentino de la parte apical y presencia de
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raices adventicias, asi también se verificO los signos internos, observando exudado
lechoso al presionar un corte de tallo basal (Fig. 1a). Luego se confirmé realizando la
prueba de flujo bacteriano, que consistié en colocar una seccion de tallo basal en un tubo
de ensayo con agua destilada, pocos segundos después se observé un flujo lechoso color
blanco confirmando la presencia de masas bacterianas (Fig. 1b). Para el traslado del
material vegetativo al laboratorio, se envolvié en papel periddico himedo y se depositd en
una bolsa plastica, para evitar la deshidratacion.

Figura 1. Signos internos de la marchitez bacteriana en tomate:
a) Exudado bacteriano de la seccién recién cortada; b) Hilos de exudado bacteriano
saliendo de una seccién transversal del tallo

3.2.3. Aislamiento, caracterizacién y purificacion de las colonias de la
bacteria.

Las muestras vegetativas recolectadas, fueron desinfectadas por un minuto en alcohol
etilico al 70% y luego flameadas (Garcia et al. 1999). Para facilitar la salida de la bacteria,
se cortd los tallos en pequefios trozos (2 pulgadas) y se depositdé durante 15 minutos en
un tubo de ensayo con agua destilada estéril (Cartin y Wang 1996); seguidamente con el
asa bacteriol6gica se tomé un indculo estridndolo por agotamiento en una placa con
medio Cetrimide, la placa en forma invertida se incub6 por 24 horas a temperatura
ambiente (Lino Rodriguez y Portal Miranda 2013).

Para el proceso de purificacibn de la bacteria, se seleccion6 la colonia con las
caracteristicas morfologicas (colonias color blanco, forma irregulares redondas y fluidas)
de R. solanacearum E. F. Smith (Fig. 2). La colonia obtenida fue transferida
sucesivamente tres veces realizando estriados por agotamiento en los dos primeros
repiques; primero se repicé a medio MacConkey con el objetivo de obtener colonias puras
de bacilos Gram negativos, luego al medio Cetrimide y finalmente se repico a tubos de
agar nutritivo con bisel. En cada repique las placas en forma invertida se incubaron por 24
horas a temperatura ambiente.

3.2.4. Caracterizacion e Identificacion de R. solanacearum E. F. Smith

Purificada la bacteria y metabdlicamente activa, de 24 horas de crecimiento, se realizé
una serie de pruebas para identificar el género y especie; a través de las caracteristicas
morfoldgicas y fisiologicas de R. solanacearum E. F. Smith.



19

3.2.4.1. Pruebadetincion de Gram.

Consistié en preparar un frotis en una lamina portaobjeto; con el asa bacteriolégica
previamente estéril, se colocé una gota de solucion salina al 0.85% y se mezcld con un
in6culo de bacterias, extendiéndolo sobre el portaobjeto, se dejé secar a temperatura
ambiente. Posteriormente el frotis se fij6 flameandolo por tres veces en un mechero de
Bunsen (Schaad citado por Garcia et al. 1999).

Después se cubrio el frotis con cristal violeta durante un minuto, se lavé y escurrid
aplicando agua destilada; seguidamente se cubri6 el frotis con Lugol durante un minuto,
se lavd y escurrié con agua destilada; luego se decoloro aplicando alcohol acetona, hasta
que no escurriera colorante, inmediatamente se lavd y escurrié con agua destilada; por
ultimé se cubrio el frotis con safranina durante 30 segundos, nuevamente se lavo con
agua destilada, se dej6 secar a temperatura ambiente. Luego en el microscopio se
observo en el objetivo de inmersion (Fig. 2) (Schaad citado por Garcia et al. 1999).

Figura 2. Tincion de Gram:
a) kit de Gram (cristal violeta, Lugol, alcohol acetona y Safranina); b) lavado del
colorante; c) bacteria Gran negativa (R. solanacearum E. F. Smith).

3.2.4.2. Pruebade KOH 3%.

El Hidroxido de Potasio (KOH) al 3% es una prueba rapida y sencilla, que se realiz6 con el
objetivo de ratificar los resultados de la tincion de Gram.

La prueba consistié6 en mezclar durante 30 segundos con el asa bacteriol6gica una gota
de KOH al 3% y un in6culo sobre una laminilla portaobjeto, luego se levanta con el asa
para observar si hay formacion de hilo viscoso (Schaad citado por Garcia et al. 1999).

3.2.4.3. Pruebas bioquimicas.
Prueba de oxidasa.

Para la prueba se prepard una suspension bacteriana de 1.5x10° ufc/ml (escala 0.5
McFarland) (Fig. 3a). Luego con una pinza (desinfectada y flameada) se le agregé a la
suspension un disco de oxalato de dimetil-para-fenilendiamina, para determinar la
presencia o ausencia de la enzima citocromo oxidasa (Fig.3b) (Sasidahran Sreedevi et al.
2013).
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Figura 3. Prueba de oxidasa:

a) Preparacion de la suspension
bacteria con la escala 0.5 McFarland; b)
Reaccion de prueba positiva de oxidasa.

Prueba de TSI (Tres azucares y hierro).

La prueba consistié en inocular con la aguja bacteriolégica los medios TSI, estriando el
bisel y picando el fondo a media profundidad, se dejé incubar por 24 horas a una
temperatura de 37°C. Se realiz6 para determinar la capacidad o no, de fermentar la
azucar (Fig. 4) (Sasidahran Sreedevi et al. 2013).

—

Figura 4: Resultado intermedio de las
pruebas TSI (tres azucares hierro).

Prueba Voges Proskauer.

Para determinar la capacidad o no, de metabolizar la glucosa por otras vias metabdlicas,
se realizé la prueba Voges Proskauer.

En un tubo con la prueba, se inocul6 la bacteria y se dejo incubando por 24 horas a
temperatura ambiente; posteriormente se le agreg6 12 gotas de alfa naftol al 5%, cuatro
gotas de hidréxido de potasio al 40% (Fig. 5a) y se agitd, luego de reposar por 10 minutos
(Fig. 5b) (Sasidahran Sreedevi et al. 2013).
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Figura 5. Prueba de Voges Proskauer.
a) Previo a la aplicacion de los reactivos, después de 24 horas
de incubacion de la bacteria; b) reaccion de la prueba Voges
Proskauer luego de la aplicacion de los reactivos.

Prueba catalasa.

En el tubo con bacterias, se agregd una gota de peréxido de hidrogeno (H,O,) (Fig. 6),
Esto se realizd para determina la presencia o ausencia de la enzima catalasa (Sasidahran
Sreedevi et al. 2013).

Figura 6. Prueba de catalasa.
Reaccion de las bacterias al contacto con el
peroéxido de hidrogeno.

Prueba de movilidad.

Para confirma la presencia o ausencia de flagelos en la bacteria en estudio, se realizo la
prueba de la movilidad. Consistié en colocar en una lamina portaobjeto una gota de la
suspension bacteriana de 3x10® ufc/ml (0.1 de McFarland), cubriéndose con una lamina
cubre objeto y observandolo en al microscopio en el objetivo 100x (Sasidahran Sreedevi
et al. 2013).

Prueba API ® 20 NE.

Es una prueba comercial APl 20 NE, que contiene un kit con una tira de 20 pruebas
(microtubos con sustrato deshidratado) utilizada para bacilos Gram-negativos; para la
identificacion de R. solanacearum E. F. Smith se utilizé una prueba de la tira.

Esta prueba consistié en llenar la base de la galeria hasta los alveolos con agua destilada
estéril, luego se colocd la tira APl 20 NE en la galeria; posteriormente con una pipeta
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Pasteur se llend el microtubo (prueba de interés ADH) hasta el menisco (Fig. 7b), con la
suspensién bacteriana de 1.5x10° ufc/ml (0.5 escala McFarland) (Fig. 7a), luego se tap6 la
galeria y se dej6 incubando por 48 horas a temperatura ambiente. Se realiz6 para
determinar la capacidad o no, de hidrolizar la arginina (Fig. 7¢) (Sasidahran Sreedevi et al.
2013).

Figura 7. Prueba API® 20 NE:
a) Preparacion de la suspension bacteriana; b) Inoculacién
de los microtubos con la suspension; c) Reaccion de las
nriiechac decniiée de 4R harac

3.2.5. Preparacion del in6culo del suelo.

Se inocul6 con R. solanacearum E. F. Smith, 18 tubos de ensayo que contenian 15 ml de
agua peptonada al 1% estéril, se dej6 incubando por 24 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se inocularon 18 litros de agua peptonada al 1%, diluyendo un tubo por
litro de agua peptonada. Después de 48 horas de incubacién a temperatura ambiente, se
obtuvo una suspension bacteriana de 3x10° ufc/ml (0.1 escala de McFarland) de R.
solanacearum E. F. Smith (Fig. 8).

Figura 8. Preparacion de la suspension bacteriana:
a) Suspension bacteriana, después de 48 horas de inoculacion; b)
Comparacion de la turbidez bacteriana con la escala McFarland 0.1



23

3.2.6. Inoculacién del suelo.

Se realizaron dos inoculaciones de la suspensién bacteriana de 3x10° ufc /ml de R.
solanacearum E. F. Smith, aplicando 200 ml a cada bolsa (Fig. 9). La primera inoculacién
se realiz6 al tratamiento de solarizacion debido al tiempo que este requiere, coincidiendo
con los deméas tratamientos al momento del trasplante. La segunda inoculacion se aplicé
20 dias después a los demas tratamientos.

Figura 9. Aplicacion del inéculo en el suelo.
a) Medicion del volumen de las suspencion bacteriana; b) Aplicacion del
in6culo de R. solanacearum al suelo.

3.2.7. Determinacion de la dosis minima de hipoclorito de sodio (NaClO) que
inhiba el crecimiento de Ralstonia solanacearum E. F. Smith

El ensay6 se realizg, in vitro en medio PDA, evaluando nueve tratamientos (ocho dosis
usando lejia comercial al 5% de NaClO y un testigo sin lejia), con cuatro repeticiones cada
uno.

Las dosis se prepararon diluyendo el volumen de lejia (0.5, 1, 2, 3,4, 5, 7y 10 ml) en 100
ml de PDA liquido a temperatura ambiente, luego se llenaron cuatro placas Petri (Fig.
10a) y se identificd segln su tratamiento (Fig. 10b). Posteriormente que solidific6 el medio
se in6culo la bacteria, las placas en forma invertida se incubaron por 24 horas a
temperatura ambiente. Después se observaron crecimientos bacterianos en los
tratamientos (testigo, 0.5, 1, 2, 3 y 4 ml) (Fig. 10c), determinando que la dosis minima que
inhibié el crecimiento de R. solanacearum, fue el tratamiento de 5 ml de lejia
concentracién del 0.25% de hipoclorito de sodio en la dilucién (Fig. 10d).
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Figura 10. Prueba in vitro para determinar dosis minima de NaClO que
inhibe el crecimiento de R. solanacearum E. F. Smith:
a) Llenado de las placas Petri; b) ldentificacion de los tratamientos; c)
Crecimiento bacteriano en dosis de 4 ml; d) Inhibicion de R. solanacearum en
dosis minima de 5 ml concentracion del 0.25% de NaClO.

3.2.8. Andlisis fisico-quimico del suelo y los tratamientos.

Para determinar el pH de las muestras sélidas (suelo y ceniza), se pesaron 10 g por
muestra y se diluyeron en 100 ml de agua destilada, luego se agitaron por 10 minutos;
posteriormente con el pHmetro (modelo: PHcand 10, marca: BANTE) se determiné el pH
de las soluciones y de las muestras de la dosis de lejia y microorganismo de montafia en
fase liquida (Cuadro A-3).

La muestra de ceniza se llevd al laboratorio de suelos del Departamento de Quimica
Agricola de la Facultad de Ciencias Agrondmicas, donde se determiné el contenido de
Calcio ( Figura A-5).

3.2.9. ldentificacion de hongos en los microorganismos de montafia en fase
liquida.

Para analizar el efecto antagonico del tratamiento de microorganismo de montafia en fase
liquida (MML) aplicado al suelo antes de la siembra y luego en la etapa de prefloracion, se
tomaron muestras para identificar el género de los hongos predominantes en los inéculos.

Las muestras de MML recolectadas, se inocularon en placas Petri que contenian arroz
cocido estéril, se dejaron incubando a temperatura ambiente por cinco dias (120 horas).
Después se observo las caracteristicas macroscopicas del crecimiento de las colonias de
hongos; posteriormente en |dminas portaobjeto se colocd una gota del colorante
Lactofenol azul algodén y un fragmento de las colonias de hongo, luego en el microscopio
se observaron las estructuras (Figura A-6) para la identificacion de los géneros de hongos
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Identificaciéon de las colonias y géneros de hongos en los MML.

CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS DE :
MUESTRA HONGOS AISLADOS EN ARROZ. GENEROS.

Colonia color blanco, con micelios algodonoso Monilia sp.
MML previo - - —
Colonia color rojo, con micelios
al trasplante .
Geotrichum spp.
Colonia color gris, con micelio algodonoso
Colonia color café de aspecto polvoso Gliocephalium
MML etapa p P P
de
prefloracion Colonia color blando de aspecto algodonoso. Cristulariella

3.3. Fase de campo.
3.3.1. Delimitacion del terreno.

Se realiz6 una limpieza manual, se delimito el area del terreno con dimensiones de 5 m de
ancho por 9 m de largo. Se construy6é transversalmente al area, nueve zanjas con
dimensiones de 0.25 m de ancho, 5 m de largo y 0.15 m de profundidad, posteriormente
se coloc6 en cada zanja una tira de plastico negro de polietileno (0.55 m de ancho por
5.50 m de largo), para evitar el lixiviado y la contaminacion del suelo con la bacteria.

3.3.2. Preparacion de plantines.

Los plantines de tomate variedad Cubano fueron preparados en la Estacion Experimental
y de Practicas de la Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de El Salvador y
trasladados al lugar de investigacion a los 19 dias de emergencia.

La fertilizacion de los plantines una semana (19 a 29 dias de emergencia) antes del
trasplante consistié en la aplicacion del fertilizante 12-12-17-2 (5 g por litro preparado 24
horas antes) por la mafana y durante la tarde el fertilizante hidrosoluble inicio 20-30-
10+Mg+S (0.5 g por litro), aplicado durante tres dias. Ademas se aplico un té de
lombriabono (45 gr lombriabono por litro de agua preparado 24 horas antes) una vez al
dia durante una semana.

3.3.3. Recoleccion de muestras para analisis.

Antes de inocular el suelo y también al finalizar la investigacion, por tratamiento se tomé
una muestra de suelo a 10 cm de profundidad, también se recolecto muestras de ceniza,
dosis de hipoclorito de sodio al 0.25% y microorganismos de montafia en fase liquido
(MML). Las muestras se recolectaron para medir el pH, determinar el Calcio en ceniza e
identifica los hongos en los MML (ver apartado en la fase de laboratorio).

3.3.4. Llenado de bolsas.

El suelo utilizado para el llenado de bolsas fue extraido del lote La Bomba (Estacion
Experimental y Practica de la Facultad de Ciencias Agrondémicas, Universidad de El
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Salvador), que presenta reportes de marchitez bacteriana causado por R. solanacearum
desde hace afios.

Se utilizaron bolsa de polietileno negras (14x16 pulgadas), con un volumen de suelo de
0.03 m® cada una.

3.3.5. Descripcion y aplicacién de los tratamientos.

Los tratamientos se aplicaron 30 dias después de la inoculacion de la bacteria al suelo, a
excepcion del tratamiento acido salicilico que se aplicé al follaje un dia después del
trasplante y luego una vez por semana durante el ciclo del cultivo.

Los tratamientos; Trichoderma harzianum, hipoclorito de sodio al 0.25%, MML, y el
bactericida sulfato de gentamicina y oxitetraciclina, se aplicaron a un volumen de 250 mi
por bolsa (Fig. 11), los tratamientos de bocashi y ceniza se incorporaron al suelo.
También se realizé una segunda aplicacién de los tratamientos MML en la etapa de
prefloracién al cultivo.

Figura 11. pIi acioén de los tratamientos.
a) Aplicacion de los MML; b) aplicacion de ceniza.

3.3.5.1. Solarizacion.

El volumen de suelo de 0.33 m® a capacidad de campo se extendié y se cubri6 con
plastico de polietileno color negro para evitar la salida de calor y se dejé a la intemperie
durante 6 semanas antes del trasplante.

Durante todo el periodo se midié temperatura del suelo a una profundidad de 10 cm (Fig.
12 y Cuadro A-4), en el horario de la 1:30 pm, esto como parte del andlisis para
determinar el efecto de la solarizacion sobre el patdgeno.
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Figura 12. Regstro de temperatura.

3.3.5.2.  Microorganimos de montafia en fase liquida.

Para activar los microorganismos del tratamiento; se preparé en un recipiente de 5
galones, una mezcla de 10 litros de agua libre de cloro y 100 ml de melaza (Fig. 13a). En
una manta se colocé una libra de microorganismos de montafia sélidos (la captura y
reproduccion de microorganismos de montafia sélidos se realizé de acuerdo a la guia
técnica del CENTA?Y), se amarro (Fig. 13b) y se sumergi6 en el recipiente (Fig. 13c). Luego
se cubri6 con otra manta el recipiente, asegurandolo alrededor con una pita.

La solucion se dejé oxigenando por dos dias (48 horas) con una bomba para pecera, en
cinco dias se observé crecimiento y a los siete dias de activacion se aplicod al suelo los
microorganismos de montafia en fase liquida previo al trasplante y luego en la etapa de
floracion del cultivo.

o ) .," ‘ - > - -
Figura 13. Preparacién de los Microorganismos de montafia en fase liquida:

a) Dilucion de melaza en agua; b) Microorganismos de montafia en fase solidos
(MMS); ¢) Inmersién de los MMS

3.3.5.3. Trichoderma harzianum.

En un litro de agua se disolvi6 un gramo de la formulacion comercial de Trichoderma
harzianum (EXCALIBUR GOLD 5 FS), compuesto por un 5% de 1x10*? ufc de T.
harzianum y 95% de materia inerte.

! Los MMS fue preparado segun la guia del CENTA titulada: “Microorganimos: Guia Técnica 4”
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3.3.5.4. Bocashi.

El bocashi fue elaborado con materiales: tierra, granza, gallinaza, melaza, carb6n molido,
cal y levadura; en la Estaciobn Experimental y Practicas de la Facultad de Ciencias
Agrondmicas, Universidad de El Salvador, con seis semanas de elaboracion, se aplicaron
nueve onzas de bocashi por bolsa previo al trasplante y etapa fenoldgica de la floracion
del cultivo.

3.3.5.5. Ceniza.

La ceniza provenia de la combustion de madera de café y arboles de leguminosas,
aplicando cuatro onzas de ceniza por bolsa.

3.3.5.6. Acido salicilico.

En un litro de agua se disolvié 0.5 gramos de &cido salicilico.
3.3.5.7. Hipoclorito de sodio al 0.25%

En un litro de agua se diluyé 50 ml de lejia comercial que contenia 5% de NacClO.
3.3.5.8. Testigo relativo.

En un litro de agua se disolvié 1.25 gramos del bactericida sulfato de gentamicina y
oxitetraciclina.

3.3.5.9. Testigo absoluto.

Sin control.

3.3.6. Trasplante.

El trasplante se realiz6 dos semanas después de la aplicacién de los tratamientos de
bocashi, ceniza, Trichoderma harzianum, MML, hipoclorito de sodio al 0.25%, y sulfato de
gentamicina y oxitetraciclina con el objetivd de permitirles una descompaosicién completa,
potenciar su efecto supresor y evitar riesgos posibles de efectos fitotdxicos.

Lo plantines de tomates tenian 29 dias de emergencia, con dos a tres hojas verdaderas
desarrolladas y una altura promedio de 10.35 cm.

3.3.7. Manejo agronémico del cultivo.
3.3.7.1. Tutorado

El sistema de soporte instalado fue espaldar vertical. Por tratamientos se coloraron, tres
varas de bambu a una distancia de 2.50 m, y a una profundidad de 0.50 m, instalandose
una semana después del trasplante. Luego se coloc6 una cuerda de nylon a una altura de
1.50 m (CENTA y JICA s.f.).
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3.3.7.2.  Nutricion de la planta.

La fertilizacion utilizada fue realizada bajo la técnica de fertirriego, en la que se utilizaron
fertilizantes hidrosolubles, formulados segun la fenologia del cultivo, considerando los
factores fisicos-quimicos de la solucién nutritiva; siendo ellos el pH y la conductividad
eléctrica (CE) del agua antes de mezclar los fertilizantes Inicio, Desarrollo, Floracién y
Maduracion respectivos, para su preparacion se hizo lo siguiente:

Preparacion de la solucion molar (SM).

Para preparar las soluciones molares de cada fertilizante, se partié de la indicacion del
proveedor de pesar 5.28 onzas del fertilizante hidrosoluble por litro agua.

Preparacion de la solucion milimolar o nutritiva (SN).

Para preparar las soluciones nutritiva, se midié con el conductimetro (modelo MW802,
marca Milwaukee) los parametros fisico-quimicos del agua, en cada etapa fenolégica del
cultivo; posteriormente se diluyd el volumen de SM y acido fosférico, para obtener la
solucion nutritiva de acuerdo a los parametros fisico-quimicos estandares requeridos en
las etapas fenoldgicas del cultivo de tomate (Cuadro 2).

Cuadro 2. Preparacion de los fertilizantes

Etapa Formula del Parametros fisico- dilucién por litro para la Parametros Dosis
fenologica fertilizante guimico del agua preparacion de la SN estandares para por
del cultivo hidrosoluble antes de lamezcla (calibracion) la SN planta
de tomate de SN

pH conductivida pH conductivi
d eléctrica acido fosférico solucion dad
(us/m) molar eléctrica
(ml) (Hs/m)
inicio 19-28- 8.6 0.68 1 ml (al 25 %) 5 6 1 50 ml
9+0.45Mg+3.86S
Desarrollo 20-10- 8.6 0.68 1 ml (al 25 %) 6 6 1.30 75 ml
20+0.61Mg+3.91S
Floracion 12-19- 7.6 0.70 11 gotas 8 6 1.70 150 ml
28+0.63Mg+0.51S (solucién
concentrada)
maduracion 9-9-38+3.69S 7.6 0.71 11 gotas 7 6 1.70 200 ml
(solucion
concentrada)

Los datos de dilucion por litro para preparar la SN pueden variar segin la calidad de agua, las dosis por planta de SN se
aplicé al suelo a capacidad de campo.

La fertilizacién se realiz6 un dia después del trasplante, fertilizando dos veces al dia y tres
veces por semana (Figura A-7). Ademas, semanalmente se aplico fertilizante foliar (2g por
litro de agua) e insecticida sistémico (1g de Confidor® por litro de agua) cada semana.
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3.4. Toma de datos.

Para evaluar el efecto de las medidas fitosanitarias para el manejo de la marchitez
bacteriana (Ralstonia solanacearum E.F. Smith) del tomate (Lycopersicon esculentum
Mill), se tomd los parametros de incidencia y severidad, ademas se midié el rendimiento
de cada tratamiento para determinar la rentabilidad de los tratamientos.

La toma de datos de incidencia y severidad se inicié6 una semana después del trasplante,
realizando dos observaciones por semana durante todo el ciclo del cultivo. El rendimiento
se determind con la cosecha de los frutos.

Para determinar la incidencia por tratamiento, se conto el total de plantas y el nUmero de
plantas con marchitez bacteriana, luego se calcul6 el porcentaje de incidencia (MB) de
marchitez bacteriana (IMB) con la siguiente formula (Prio et al. 2004) (Cuadro A-5).

n° de plantas con MB
IMB = . X 100
n° de plantas del tratamiento

Para determinar la severidad por tratamiento, se observo el porcentaje de tejido enfermo
de cada planta, utilizando la escala de Kempe y Sequeira modificada por Rivas Flores®,
quien la fundamento por su experiencia en la aparicion de los sintomas del cultivo,
mencionando que las escalas de severidad son relativas segln autores. Esta escala
subjetiva describe cada grado de la siguiente manera (Cuadro A-6 y Figura A-8).

0: planta sin sintomas.

1: marchitez leve.

2: marchitez moderada.

3: marchitez severa.

4: planta muerta por marchitez.

El rendimiento se determind con el peso y numero de frutos cosechados por tratamiento
(Cuadro A-7).

3.5. Metodologia estadistica.
3.5.1. Disefio experimental.

La investigacion se desarroll6 bajo un disefio completamente al azar, con un factor en
estudio constituido por las medidas fitosanitarias y los testigos, con un total de nueve
tratamientos y diez repeticiones, como unidad experimental la bolsa con la planta de
tomate.

Al momento de establecer el disefio de los tratamientos ya codificados, se distribuy6 al
azar.

1
Rivas Flores, AW. 2014. Escala de severidad. (Entrevista). San Salvador, SV, Universidad de El Salvador, Facultad de Ciencias
Agrondémicas, Departamento de Proteccion Vegetal. E-mail: awrivas@yahoo.com.
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To= Testigo absoluto (sin control);

T.= Testigo relativo, aplicacién del antibiético Agri-Gent® (1.25 gramo de sulfato
de gentamicina y oxitetraciclina por litro de agua);

T,= Suelo solarizado durante 6 semanas a condiciones ambientales locales;

T3 = Trichoderma harzianum (1 gramo por litro de agua);

T, = Bocashi (9 oz/planta);

Ts = Microorganismos de montafia liquido, sustancia concentrada (250 ml/ planta);
Te = Acido salicilico (0.5 gramos por litro de agua);

T, = Hipoclorito de sodio al 0.25% (5 ml de lejia por un litro de agua);

Tg = ceniza (4 0z);

3.5.2. Anaélisis Estadistico.

Los datos de incidencia registrados durante 9 semanas, se sometieron a un analisis
matematico de epidemias, utilizando el modelo del area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (ABCPE), calculado mediante la férmula: ABCPE = ((yi + yi+1)/2) (ti+1 — ti).
Doénde, y = incidencia de la enfermedad y t = tiempo de evaluacién (Sermefio et al. 2001)
(Cuadro A-8).

Los resultados estadisticos de los andlisis de varianza (ANVA) de incidencia y area bajo la
curva del progreso de la enfermedad, se sometieron a la prueba Tukey (5%) y Dunnett
(5%) respectivamente. Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa Minitab 15.
La variable severidad de los tratamientos se analiz6, a través del promedio del grado de
severidad.

3.6. Metodoldgica econdmica.

Para poder justificar econédmicamente los tratamientos fitosanitarios para el manejo de la
marchitez bacteriana del tomate y recomendar cual de los tratamientos es mas rentable;
se utilizaron las metodologias de presupuestos parciales (PP) y el indice de costo
efectividad (C/E).

3.6.1. Presupuesto Parcial.

El analisis de presupuesto parcial se empled para evaluar el efecto de la implementacion
de cambio de tecnologia en el manejo.

Para el célculo primeramente se cuantificaron las ganancias o ingresos adicionales, en
dos categorias, los ingresos brutos adicionales y los costos economizados al hacer el
cambio tecnoldgico. Luego se calcularon los costos diferenciales, los cuales a su vez se
dividen en dos categorias, los gastos o costos extras realizados por el cambio y los
ingresos o entradas que se dejan de percibir con la nueva tecnologia (Cuadro 3). Para el
andlisis del presupuesto parcial, si los ingresos adicionales son superiores a los costos
adicionales, el cambio propuesto se justifica como rentable (Ramirez 1994).
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Cuadro 3. Componentes para el calculo de presupuesto parcial.

GANANCIAS O INGRESOS ADICIONALES Costos
monetarios
(USD)

1)Ingresos adicionales

2) Disminucidn de costos

(A) TOTAL DE INGRESOS ADICIONALES:
Ingresos adicionales + Disminucion de costos
COSTOS ADICIONALES:

1)Costos adicionales

2)Disminucién de Ingresos

(B) TOTAL DE COSTOS ADICIONALES:

Costos adicionales + Disminucidn de ingresos
CAMBIO EN EL INGRESO NETO = (A-B)

Fuente: Ramirez 1994

3.6.2. indice Costo-Efectividad.

La metodologia del indice de costo-efectividad se utiliza cuando los datos de rendimientos
obtenidos no son confiables o0 no se han podido cuantificar totalmente.

Para los célculos, se tomaron en cuenta la efectividad de los tratamientos y el costo del
tratamiento, para el analisis se escoge el indice de costo-efectividad de menor valor
(Sermefio et al.2001).



33

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Aislamiento de Ralstonia solanacearum E. F. Smith.

La bacteria se aisl6 de plantas de tomate mostrando la sintomatologia tipica de la
marchitez bacteriana. El aislamiento se hizo en medio Cetrimide, las colonias obtenidas
presentaron las siguientes caracteristicas macroscopicas: bordes redondos o irregulares,
de colores blancos vy fluidos (Fig. 14). Estos caracteres microbiolégicos corresponden a
los descritos por Loarca Marroquin (1987) y Champoiseau (2009).

Figura 14: Colonias de Ralstonia
solanacearum E. F. Smith en medio
Cetrimide

4.2. Caracteristicas morfolégicas y fisiol6gicas de Ralstonia solanacearum E. F.
Smith.

Para identificar el género y especie de la bacteria aislada en medio artificial, se realizaron
ocho pruebas morfologicas y fisiologicas, tales resultados se describen en el cuadro 4.
Estos andlisis coinciden a los realizados por Schaad citado por Garcia et al. (1999) y
Sasidharan Sreedevi et al. (2013), confirmando de esta manera que la bacteria aislada e
inoculada al suelo fue R. solanacearum E. F. Smith

Cuadro 4: Caracterizacion morfolégica y fisiolégica de Ralstonia solanacearum E. F. Smith.

Pruebas Resultados
Tincion de Gram -
KOH 3% +
Movilidad +
Voges Proskauer -
TSI (+/-) (n/a)
Catalasa +
Oxidasa +
Arginina +
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4.3. Efecto de los tratamientos fitosanitarios aplicados al suelo y al follaje para
la variable severidad de la marchitez bacteriana del tomate.

La marchitez bacteriana es una enfermedad de ciclo simple que generalmente se
cuantifica por medio de la incidencia de la enfermedad, ya que depende de la cantidad de
indculo inicial, para afectar a las plantas de forma mas o menos severa. La severidad en
este sentido juega un papel secundario, ya que, lo que interesa en la enfermedad es
presencia o ausencia, sin embargo, la severidad da una idea clara del efecto de los
tratamientos en el desarrollo de la enfermedad en las plantas.

Los tratamientos fitosanitarios aplicados al suelo y al follaje, indicaron que si hubieron
efectos positivos sobre la severidad de la marchitez bacteriana. Las aplicaciones con
ceniza (T8) y Agri-Gent® “antibiotico” (T1) mostraron los valores mas bajos de 0.8, en
ambos casos, del indice de severidad durante el ciclo del cultivo, seguido de los
tratamientos solarizacion (T2) y NaClO 0.25% (T7) con 1.2 de indice de severidad para
ambos casos; y de 1.6 para los tratamientos Trichoderma harzianum (T3), bocashi (T4) y
acido salicilico (T6); y los tratamientos microorganismos de montafa liquido “MML” (T5)
con 2y testigo (T0O) con 4, mostrando los indices de severidad mas altos (Fig. 15).

En los resultados la menor severidad se presentd en el tratamiento con ceniza, el analisis
quimico realizado a la ceniza determin6 que el Calcio (Ca), se encuentra en un 23.25%
(A-8), la funcion de este elemento es fortalecer las defensas de la planta, lo cual reduce la
severidad de la marchitez bacteriana, esto coincide con el estudio de Huber (1990),
citado por ABEAS (1997) el cual afirma que la aplicacién de Ca en plantas de tabaco y
tomate reduce la severidad.
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Figura 15. Severidad de la marchitez bacteriana del tomate por tratamiento
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4.4. Efecto de los tratamientos fitosanitarios aplicados al suelo y al follaje parala
variable incidencia de la marchitez bacteriana del tomate.

Para el manejo de la marchitez bacteriana del tomate se evaluaron ocho tratamientos, en
los cuales los efectos se evaluaron a través de la incidencia. Para evaluar el efecto de la
enfermedad en las plantas se inoculé el suelo, con la bacteria R. solanacearum E. F.
Smith, en una concentracion de 3x108 ufc/ml. a los 30 dias después de la inoculacion se
aplicaron los tratamientos, exceptuando el tratamiento con acido salicilico. Después de 14
dias de aplicados los tratamientos se realizé el trasplante de las plantas de tomate. Las
lecturas de incidencia se iniciaron a partir de la primera semana del trasplante hasta la
novena semana.

En la figura 16, se presentan los datos de incidencia de la marchitez bacteriana durante
las diferentes etapas fenoldgicas del cultivo. Los primeros sintomas de la enfermedad se
observaron una semana después del trasplante en los tratamientos T5 (microorganismos
de montafa liquido), T6 (acido salicilico) y T7 (NaClO 0.25%) con un 10% de control de la
incidencia de la enfermedad en cada uno de ellos, continuando la segunda manifestacién
de sintomas en la quinta semana en los tratamientos TO (testigo absoluto), T1 (testigo
relativo con Agri-Gent®), T2 (solarizacién) y T8 (ceniza) con porcentaje de control de la
incidencia del 60%, 20%, 10% y 10% respectivamente. Los tratamientos T3 (Trichoderma
harzianum) y T4 (bocashi) mostraron una incidencia retardada de la enfermedad con
valores del 20% de incidencia en ambos casos, a la sexta semana.

La incidencia temprana en algunos tratamientos, se debi6 al estrés generado al momento
del trasplante de las plantas de tomate y la cantidad de inoculo en el suelo, facilitando el
ingreso de la bacteria al sistema radicular de las plantas. Otro factor importante que
contribuyo a incrementar los niveles de incidencia de marchitez bacteriana, fue que las
plantas estuvieron sometidas a intensas lluvias y a condiciones de anegamiento durante
la etapa de floraciéon y formacién de frutos, lo cual concuerda con lo mencionado por FHIA
et al. 2012. Las lluvias favorecieron el aparecimiento de otros patégenos como el tizon
tardio el cual impacto sobre el rendimiento del cultivo en algunos tratamientos.
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Figura 16: Incidencia de la marchitez bacteriana del tomate en un periodo de nueve semanas.

Los resultados del andlisis de ANVA para la variable incidencia (% de plantas enfermas)
indicaron que todos los tratamientos que se aplicaron al suelo y al follaje tuvieron un
efecto diferente sobre el desarrollo de la enfermedad a un nivel de significancia del 5%
(p=0.05).

De acuerdo a las diferencias obtenidas en el ANVA se realiz6 la prueba de comparacion
de medias de Tukey (Cuadro 5), las cuales se presentaron en dos grupos
estadisticamente diferentes. Los tratamientos testigo (TO), Microrganismos de montafia
liquido (T5) y &cido salicilico (T6) son estadisticamente similares; pero estadisticamente
diferentes a los tratamientos Agri-Gent® (T1), solarizacion (T2), Trichoderma harzianum
(T3), bocashi (T4), lejia (T7) y ceniza (T8).

Las incidencias menores se observaron en los tratamientos Ceniza (10%), Agri-Gent®
(11%), solarizacion (14%), Trichoderma harzianum (14%), bocashi (16%), lejia (18%).
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Cuadro 5: Comparacion de promedios por Tukey (a=0.05), de los tratamientos para la variable
porcentaje de incidencia de la enfermedad.

Tratamientos Medias % Incidencia % de control Grupos
TO (Sin control) 0.5000 50 50 a
Tl (Agri-Gent®) 0.1111 11 89 b
T2 (Solarizacién) 0.1444 14 86 b
T3 (Trichoderma harzianum) 0.1444 14 86 b
T4 (Bocashi) 0.1556 16 84 b
T5 (MML) 0.3667 37 63

T6 (Acido Salicilico) 0.2667 27 73

T7 (NaClO 0.25%) 0.1778 18 82 b
T8 (Ceniza) 0.1000 10 90 b

Las letras a y b indican que existen dos grupos estadisticamente diferentes en cuanto al porcentaje
promedio de incidencia de la enfermedad.

La ceniza fue el tratamiento mas efectivo para el control de la incidencia de la
enfermedad, ya que esta obtuvo un valor promedio del 10%, esto se debié al posible
fortalecimiento de las defensas de planta por el calcio, lo cual se manifesté también en
una menor severidad. El resultado coincide con Lino Rodriguez y Portal Miranda (2013)
gue la aplicacion de enmiendas al suelo con ceniza previo a la siembra, redujeron a un
12.5% la incidencia de la marchitez bacteriana del tomate, este efecto puede ser
relacionado a las condiciones de pH poco favorables para el desarrollo de la bacteria en el
suelo. Analisis efectuado al suelo previo a la aplicacion del tratamientos presento un pH
de 6.9 y al final del ensayo se incrementé a 7.12 (A-7), esto indica que el suelo se volvié
mas alcalino, Lemaga et al 2001; Lemaga et al 2005; Messiha 2006, citados por Muthoni
et al. (2012), informan que la incidencia de la marchitez bacteriana se incrementa en un
bajo pH del suelo (acido) y a la baja fertilidad del suelo; los resultados obtenidos se
relacionan directamente con el incremento del pH.

En el tratamiento de solarizacion durante seis semanas redujo la incidencia en un 14%,
estos resultados coinciden con Lopez Tzoc (2004) que solarizar el suelo por un periodo de
6 semanas resulta eficiente para reducir la incidencia de la marchitez bacteriana del
tomate a un 8.75%, estas diferencias pueden ser explicadas de acuerdo a la radiaciéon
solar en diferentes zonas geograficas. Las temperaturas registradas durante el proceso de
solarizacion fluctuaron entre 33.17°C a 48.33°C a una profundidad de 10 cm (A-10), la
reduccion de la incidencia se puede explicar porgque los tratamientos térmicos al suelo de
45°C por dos dias antes de la siembra, reducen la poblacién bacteriana en un 60-97% vy la
incidencia de la marchitez bacteriana en tomate en un 50-75% (Kongkiattikajorn et al.
citado por Yuliar et al. 2015).

Trichoderma harzianum retardo y alcanzé un porcentaje final de 86% de control de
incidencia. El hongo puede actuar de dos formas: como antagonista y como fortalecedor
de las defensas de la planta. Segun estudios realizados por Ceballos et al. (2014), la
aplicacion de Trichoderma sp, tiene un efecto positivo que permite recuperar el equilibrio
biolégico en el suelo, ya que logra reducir notoriamente las poblaciones de organismos
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patdgenos como Ralstonia solanacearum raza 2. El formulador del producto comercial
Excalibur Gold 5 FS (Trichoderma harzianum) Advaced Biological Marketing, recomienda
utilizar este producto no como antagonico, sino como fortalecedor de las defensas de las
plantas. En este caso el efecto de reduccién de la incidencia puede explicarse por una
combinacion de los dos efectos antes mencionados.

El bocashi elaborado con materiales: tierra, granza, gallinaza, melaza, carb6n molido, cal
y levadura, presento un porcentaje final de 84% de control de incidencia. Este tratamiento
tuvo la particularidad de retardar el aparecimiento de la incidencia de la enfermedad, pues
apareci6 hasta la sexta semana. Este efecto es muy importante en términos
epidemioldgicos ya que las plantas no son muy afectadas en los estadios fenolégicos
mas susceptibles en su desarrollo. Esto posiblemente se explica por el aporte de
nutrientes que fortalecen las plantas y el aporte de microorganismos actuando como
antagonistas. Investigaciones realizadas por Fikri (2013) demostraron que la aplicacion de
bocashi elaborado a base de hojas de canela (Cinnamomum burmanii B1), clavo de olor
(Syzygium aromaticum) y hojas de betel (Piper betle L.) luego de 30 dias, suprimio el
desarrollo de las poblaciones bacterianas de R. solanacearum E.F. Smith en la rizosfera
del tomate con un porcentaje de inhibicién de 71 a 90.08%.

Para el control de la marchitez bacteriana del tomate se decidio utilizar un tratamiento con
Hipoclorito de Sodio; ya que algunos productores de hortalizas la utilizan en algunas
regiones del pais. La aplicacibn se ha realizado de forma empirica sin dosificar el
producto lo cual a futuro puede provocar esterilidad al suelo y fitotoxicidad a las plantas.
La aplicaciéon de lejia comercial a una concentracion del 0.25% de hipoclorito de sodio
(NaClO), control6 la incidencia en un 82%. El hipoclorito de sodio es un producto quimico
utilizado como desinfectante, su modo de accién en los microorganismos se debe a sus
propiedades como agente oxidante que afecta la membrana celular (Resh citado por
Garcia Jiménez 2012). El dato de incidencia alcanzado (18%), demostr6 que el
Hipoclorito de Sodio, si reduce la incidencia de la enfermedad, lo cual concuerda con lo
expresado por Menjivar®, de igual manera el hipoclorito de sodio (6 y 8 mg L-1), reduce en
un 8.3% de incidencia la marchitez vascular del tomate causado por Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici (Garcia Jiménez 2012).

4.5. Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE) para la variable
incidencia.

Para el analisis epidemioldgico de la enfermedad bajo diferentes tratamientos aplicados al
suelo y al follaje, se utiliz6 el modelo de area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(ABCPE) para la variable incidencia, el cual muestra las unidades de enfermedad
acumuladas durante el periodo de evaluacion. En términos epidemiolégico los valores
promedios del ABCPE (Fig. 4), demostraron que el tratamiento T8 (Ceniza) presento la
menor cantidad de enfermedad acumulada durante el desarrollo del cultivo con 0.09 UE
(Unidades de Enfermedad) y el TO (sin control) el tratamiento con el mayor promedio de

Menjivar Rosa, RA. 2014. Investigacion observativa en el uso de lejia comercial (hipoclorito de |sodio) para el control de la Marchitez
bacteriana en tomate. (Entrevista). SV, Universidad de El Salvador, Facultad de Ciencias Agrondmicas, Departamento de Proteccién Vegetal.

E-mail: rafaelmenjivarrosa@yahoo.com
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0.44 UE, seguido del tratamiento T5 (microorganismos de montafa) con 0.38 UE; para los
tratamientos T1 (0.9 UE), T2 (0.13 UE), T3 (0.14 UE), T4 (0.16 UE), T6 (0.24 UE) y T7
(0.16 UE) se mantuvo un promedio menor de UE respecto al tratamiento testigo.

El ABCPE depende del aparecimiento de la sintomatologia en las plantas y del efecto que
los tratamientos tienen sobre el periodo de incubacion de la enfermedad. En los
tratamientos en que la enfermedad aparecié tempranamente se debié que, al momento
del trasplante las plantas sufrieron estrés para poder adaptarse a las nuevas condiciones
medioambientales (T5, T6 y T7), con respecto al testigo absoluto, este alcanzo el 100%
de incidencia en el estado fenolégico de floracién, lo cual concuerda con lo observado por
Pérez Ascencio® en la Estacion Experimental y de Practicas de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad de El Salvador; aunque los sintomas de la enfermedad
pueden aparecer en cualquier etapa del crecimiento de la planta (Champoiseau 2009).
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Figura 17. Unidades de enfermedad acumuladas (UEA) en los tratamientos
durante el ciclo del cultivo de tomate.

Segun la prueba de Dunnett para el area bajo la curva de progreso de la enfermedad
(ABCPE) de la incidencia (Cuadro 6), comparando las medias de los tratamientos con el
tratamiento Agri-Gent® (T1) testigo relativo, resultaron dos grupos con diferencia
significativa (p<0.05). Indicando que todos los tratamientos a excepciéon del tratamiento
microorganismos de montafia liquido (T5), son estadisticamente similares entre si, al
control ejercido por el tratamiento con Agri-Gent®, demostrando asi que las medidas
fitosanitarias son igual o mas eficientes que el uso de antibiéticos para el control de
Ralstonia solanacearum E. F. Smith.

Pérez Ascencio, MA. 2014. Historial de las plagas que han afectado al cultivo de tomate. (Entrevista). SV, Universidad de El Salvador,
Facultad de Ciencias Agronémicas, Departamento de Fitotecnia. E-mail: maralfre29@gmail.com.
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Cuadro 6: Prueba Dunnett comparacion de las medias de las Unidades de Enfermedad para
ABCPE de laincidencia de la marchitez bacteriana en tomate.

Tratamientos Medias Grupos
Tl 1 0.10 a
T2 1 0.13 a
T3 1 0.14 a
T4 1 0.16 a
T5 1 0.38 b
T6_1 0.24 a
T7_1 0.16 a
T8 1 0.09 a

Las calificaciones promedio con letra diferente al
Testigo relativo (T1=Agri-Gent®) son diferentes al
T1, segun la prueba de Dunnett (a=0.05).

Segun los datos obtenidos para las pruebas estadisticas realizadas, el tratamiento que
mostro los mejores resultados en cuanto a promedio de control de Incidencia fue el T8
(ceniza), por lo que para la investigacion es el mejor de todos los tratamientos
fitosanitarios aplicados para la enfermedad de la marchitez bacteriana del tomate. De
igual forma las mayores cantidades de enfermedad se mostraron en el tratamiento TO que
es el testigo sin control y T5 aplicaciéon de microorganismos de montafa liquido (MML) al
suelo. Los MML tuvieron muy poco efecto ya que la cantidad y calidad de
microorganismos es muy variable, de igual manera durante la activacion pueden ocurrir
reacciones no deseadas para los microorganismos, encontrandose en mayor cantidad los
gue se adaptan a estas condiciones.

4.6. Analisis econdmico.

En términos estadisticos el Unico tratamiento diferente al testigo relativo (T1= Agri-Gent®)
fueron los MML, habiendo siete tratamientos similares (Dunnett al 5%), lo cual no permite
tener una eleccion muy viable, razén por la cual fueron necesarios los analisis
econdémicos del presupuesto parcial (PP) e indice de costo-efectividad (C/E).

4.6.1. Presupuestos parciales.

Los presupuestos parciales son un tipo de andlisis econémicos que miden el ingreso neto
cuando se cambia de tecnologias para el manejo de una plaga. Se asume que la actividad
agricola es completamente rentable.

El mejor tratamiento en términos econdémicos, es aquel que presento un ingreso neto (IN)
positivo siendo en este caso el T7 (NaClO 0.25%), de USD$0.07 centavos para diez
plantas (Fig. 18). Esto representa un costo de USD$98.00 y un ingreso bruto de
USD$1,666.00 por mz.

En este trabajo el mejor resultado para el control de la enfermedad se obtuvo con el
tratamiento a base de ceniza (T8), el andlisis de presupuesto parcial, resulto ser negativo
porque la ceniza que se utilizé provino de la combustién de un manojo de lefia con un
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costo de USD$ 1.50 produciendo 2.5 Ib, igual cantidad utilizada para tratamiento. Sin
embargo, la ceniza en muchas zonas rurales practicamente no tiene ningin costo
econdmico, ya que es un subproducto de la combustion de la lefia para la coccion de
alimentos o de otras actividades econdmicas. Esto volveria el tratamiento de ceniza
econOmicamente rentable, ya que esta no tendria ningin costo.

Los rendimientos no fueron cuantificados totalmente, debido a diferentes factores tales
como enfermedades (tizon tardio, virosis), insectos y roedores, razén por la cual, se
realiz6 otro tipo andlisis econémico.

4.6.2. indice de costo-efectividad.

El indice de costo-efectividad es una metodologia econémica que se usa cuando los
datos de produccion no se tienen o no se consideran tan confiables. Mide la relacion que
existe entre el costo de un tratamiento y la efectividad en el control de una plaga
especifica, se considera que entre menor es la magnitud del indice es mejor.

El mejor tratamiento en términos de indice de costo-efectividad es el T7 (NaClO 0.25%),
con un valor de 0.15 (Fig. 18), el cual tiene un costo de $0.07 y una efectividad de 82%
para diez plantas. Los tratamientos Trichoderma harzianum (T3) y NaCIlO 0.25% (T7),
presentaron iguales indices de costo-efectividad, con valores de 0.15 (Fig. 18); sin
embargo los presupuestos parciales para cada uno de ellos fueron de -$1.03 y de $0.07
respectivamente, por lo cual concluimos que el T3 no es econémicamente viable, ya que
hay perdidas monetarias.

Analisis Costo Efectividad (C/E) y Presuspuesto Parcial (P.P.)
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5. CONCLUSIONES.

La aplicacion de ceniza al suelo a una dosis de cuatro onzas por planta, presenté una
efectividad del 90% en la reduccion de la incidencia y la severidad en un grado promedio
de 0.9.

Trichoderma harzianum retarda y reduce la incidencia de la enfermedad en un 86%, por
su efecto antagénico y/o inductor de resistencia.

El efecto del bocashi de controlar el 84% de la incidencia de la marchitez bacteriana del
tomate, se atribuye a una mejor nutricién y al posible efecto antagdnico de la composicion
de microorganismos que lo conforman.

La solarizacion de seis semanas al suelo es muy eficiente en un 86% para el control de la
marchitez bacteriana del tomate.

Las aplicaciones de acido salicilico (0.5 g por litro) al follaje semanalmente, fortalecen las
defensas de la planta, e inducen resistencia sobre la enfermedad, presentando una
efectividad del 83% sobre la incidencia y un grado de severidad promedio de 1.0.

Los microrganismo de montafia en fase liquida aplicados al suelo no son un tratamiento
eficiente para el manejo de la marchitez bacteriana del tomate.

El tratamiento con hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.25% (5ml de lejia comercial con 5%
de NaCIO/L) es el mas rentable, con el mayor ingreso neto de USD$0.07 y el menor
indice de costo-efectividad de 0.15.

Los tratamientos fitosanitarios (ceniza, solarizacion, bocashi, Trichoderma harzianum,
hipoclorito de sodio al 0.25% y &cido salicilico) aplicados al suelo y follaje, son
similarmente eficientes como el uso de antibiético para el control de la enfermedad.
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6. RECOMENDACIONES.

Aplicar ceniza al suelo como un corrector de pH y suministro adicional del Calcio como
fortalecedor de las defensas en las plantas de tomate.

Los tratamientos fitosanitarios (ceniza, solarizacion, bocashi, Trichoderma harzianum,
hipoclorito de sodio al 0.25% y &cido salicilico) aplicados al suelo y follaje, pueden
sustituir totalmente el uso de antibioticos para el control de la enfermedad.

Investigar el posible efecto de fitotoxicidad en las plantas por el uso de hipoclorito de
sodio aplicado al suelo con el objetivo de controlar la enfermedad.

Estudiar el efecto supresor de los microorganismos de montafia locales para el control de
diferentes patégenos asociados al suelo.
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8. ANEXOS.
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Decoloracion del tejido vascular visible al remover la epidermis del tallo en tomate (a);
berenjena (b) y chile (c).

Fuente: FHIA ET AL. 2012
Figura A- 2. Decoloracion del tejido vascular.

Fuente: FHIA ET AL. 2012
Figura A- 3. Exudado lechoso en tallo de tomate.

Fuente: FHIA et al. 2012

Figura A- 4. Prueba de flujo bacteriano
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Figura A- 5. Andlisis de Calcio en la ceniza




a) Geotrichum spp; b) Monilia sp; c) Cristulariella sp.

Figura A- 6. Estructura de los hongos identificados.
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Programa de fertilizacion
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Figura A- 7. Programa de fertilizacion durante la fenologia del tomate
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0: Plantas sana 1: Marchitez leve 2: Marchitez Moderada 3: Marchitez Severa 4: Planta muerta

Fuente: Kempe y Sequeira (1983), modificada por Rivas Flores'

Figura A- 8. . Escala de severidad de la marchitez bacteriana del tomate.

! Rivas Flores, AW. 2014. Escala de severidad. (Entrevista). San Salvador, SV, Universidad de El Salvador, Departamento de Proteccion Vegetal.
E-mail: awrivas@yahoo.com
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Cuadro A- 1. Valor nutricional del tomate.
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Desperdicio % 6.0
Materia seca g. 6.2
Energia K cal 20.0
Proteina G 1.2
Fibra G 0.7
Calcio Mg 7.0
Hierro Mg 0.6
Caroteno Mg 0.5
Tiamina Mg 0.06
Riboflavina Mg 0.04
Niacina Mg 0.6
Vitamina C Mg 2.3.0
Valor nutritivo promedio (NVP) 2.39
VNP por cien gramos de materia seca 38.5

Fuente: Grubben citado por Cabrera-Salazar 2004

Cuadro A- 2. Caracteristicas de las razas y sus relaciones a biovares de R. solanacearum

Raza Huéspedes principales Distribucion geogréfica Biovar
1 Tabaco, tomate, malezas, bananos, cacahuete, | Asia, Australia, 1,3, 4
papa, pimentdn, berenjena, olive, jengibre, Américas
fresa, geranio, Eucaliptos, otras plantas.
2 Banano triploid, otra Musa spp. América y Asia tropical 1
3 Papas, Tomates y geranio Mundial (zonas frias) excepto en 2062A
los Estados Unidos y Canada
4 Jengibre Australia, China, Hawali, 4,3
India, Japon, Mauritius,
Asia del Sur
India
5 Arbol de Mora China 5
No 2T o N2 Principales zonas bajas de sur
conocida América

Cepas tipicas de la raza 3 algunas veces son referidas a biovar 2A. Nuevas cepas de raza 3 de la cuenca del
Amazonas han sido colocadas en un nuevo biovar, disefiado como 2T o N2 (su relacién a las razas no es

muy clara).

Fuente: Denny y Hayward, Daughtrey citado por Champoiseau 2009




Cuadro A- 3. Registro de pH al suelo y muestras
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Tratamiento Primer Segundo registro de | pH de las
registro de pH al suelo muestras
pH al suelo
Sin control (T0) 6.90 - -
Agri-Gent®(T1) 6.90 6.78 -
Solarizacién (T2) 6.90 6.41 -
Trichoderma 6.90 5.78 -
harzianum (T3)
Bocashi (T4) 6.80 6.98 -
MML (T5) 6.70 6.03 4.5
Acido Salicilico (T6) 6.90 - -
Hipoclorito de sodio 7.00 5.86 -
0.25% (T7)
Ceniza (T8) 6.80 7.12 10.90

Cuadro A- 4. Registros diarios de las temperaturas durante las siete semanas de solarizacién al

suelo.

Tomas diaria de temperatura punto 1 punto 2 punto 3 Promedio
(°q) (°c) (°q) (*q)
1 35 38 38 37.00
2 34 35 36 35.00
3 34 35 36 35.00
4 34 33 35 34.00
5 36 41 44 40.33
6 40 41 42 41.00
7 40 40 44 41.33
8 37 41.5 42 40.17
9 42 46 47 45.00
10 38 39 40 39.00
11 36 39 40 38.33
12 39 39 41 39.67
13 39 40 42 40.33
14 40 41 43 41.33
15 30.5 32 37 33.17
16 31 35 37 34.33
17 32 34 35 33.67
18 39 40 42 40.33
19 31 33 36 33.33
20 35 37 38 36.67
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21 36 36 38 36.67
22 39 42 42 41.00
23 37 38 40 38.33
24 34 36 38 36.00
25 48 48 49 48.33
26 44 45 46 45.00
27 40 43 44 42.33
28 41 43 45 43.00
29 43 43 46 44.00
30 42.5 43 43 42.83
31 40 41 42 41.00
32 39 42 44 41.67
33 40 41 42 41.00
34 34 35 39 36.00
35 40 39 37 38.67
36 40 38 37 38.33
37 38 39 40 39.00
38 41 37 38 38.67
39 40 39 37 38.67
40 41 32 34 35.67
41 42 37 37 38.67
42 45 43 40 42.67
Cuadro A- 5. Porcentaje de incidencia la marchitez bacteriana del tomate, registrada en nueve semanas.
Semanas TO 1 T2 T3 T4 5 T6 17 T8
1 0% 0% 0% 0% 0% 10% 10% 10% 0%
2 0% 0% 0% 0% 0% 10% 10% 10% 0%
3 0% 0% 0% 0% 0% 10% 10% 10% 0%
4 0% 0% 0% 0% 0% 50% 30% 10% 0%
5 60% 20% 10% 0% 0% 50% 30% 10% 10%
6 90% 20% 30% 20% 20% 50% 30% 20% 20%
7 100% 20% 30% 30% 40% 50% 40% 30% 20%
8 100% 20% 30% 40% 40% 50% 40% 30% 20%
9 100% 20% 30% 40% 40% 50% 40% 30% 20%
Promedio 50% 11% 14% 14% 16% 37% 27% 18% 10%




Cuadro A- 6. indice de severidad promedio semanal de la marchitez bacteriana del tomate.
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Eemanas TO T1 T2 T3 T4 15 T6 7 T8
1 ] 0 0 ] ] 0.4 0.4 0.4 ]
2 0 0 0 ] ] 0.4 0.4 0.4 0
3 0 0 0 0 0 0.4 0.4 0.4 0
4 ] 0 0 ] ] 1.6 1.2 0.4 ]
5 1.7 0.3 0.2 ] ] 2 1.2 0.4 0.3
i1 3.0 0.8 1 0.4 0.4 2 1.2 0.4 0.0
7 4 0.8 1.2 1 1.6 2 1.5 1.1 0.8
i) 4 0.8 1.2 1.6 1.6 2 1.5 1.1 0.8
] 4 0.8 1.2 1.0 1.6 2 1.0 1.2 0.8

Promedio 1.9 0.4 0.5 0.5 0.6 1.4 1.0 0.6 0.4

Cuadro A- 7. Datos de las cosechas.

Tratamiento N® de frutos Peso de los Diametro

frutos (onzas)

promedio de los
frutos (cm)

Sin control (T1) 0 0 0
Agri-Gent®(T2) 39 80.30 485
Solarizacién (T2) 24 64 .00 5.30
Trichoderma harzianum (T3) 42 9260 203
Bocashi (T4) 34 8240 4 90
MML (T5) 17 3350 4 60
Acido Salicilico (T6) 18 3720 4 90
Hipoclorito de sodio 0.25% (T7) 38 66.00 4 94
Ceniza (T8) 21 54 00 210

Cuadro A- 8. Unidades de enfermedad para el Area Bajo la Curva de la Enfermedad (ABCPE)

Semanas TO Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0.1 0.1 0.1 0
3 0 0] 0 0] 0] 0.3 0.1 0.1 0
4 0 0 0 0 0 0.5 0.2 0.1 0
5 0.3 0.1 0.05 0 0 0.5 0.3 0.1 0.05
6 0.75 0.2 0.2 0.2 0.2 0.5 0.3 0.15 0.15
7 0.95 0.2 0.3 0.3 0.4 0.5 0.35 0.25 0.2
3 1 0.2 0.3 0.4 0.4 0.5 0.4 0.3 0.2
9 1 0.2 0.3 0.4 0.4 0.5 0.4 0.3 0.2

Promedio 0.44 0.10 0.13 0.14 0.16 0.38 0.24 0.16 0.09




