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RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos econdmicamente mas importantes
a nivel mundial y es usado como un cultivo modelo en muchos estudios de investigacion. El
marchitamiento vascular causado por la bacteria Ralstonia solanacearum es un factor limitante
para la produccion de tomate en muchas regiones incluyendo Nicaragua. Los métodos utilizados
para el manejo de la enfermedad han tenido baja eficacia en el campo. Por consiguiente, el
objetivo de esta investigacion fue generar informacidn sobre el uso de portainjertos tolerantes a
R. solanacearum, como una estrategia de manejo integrado de la enfermedad. Inicialmente se
identifico la cepa bacteriana de R. solanacearum, de la cual se prepard una solucion que fue
inoculada en tomate variedad INTA-L7 e INTA-L5 y en berenjena variedad belleza negra para
determinar su tolerancia a la infeccion bacteriana. En los patrones tolerantes se injertaron yemas
de dos hibridos comerciales de tomate mediante dos técnicas de injertacion. Se evaluo el
comportamiento de los hibridos injertados en patrones tolerantes. Se analizaron variables
fenoldgicas, incidencia, severidad y el ABCPE. Las variables se analizaron estadisticamente y
se usO la prueba de Tukey para la separacion de medias. La cepa bacteriana identificada fue
Raza 1 Biovar Ill, se selecciono la variedad de tomate INTA-L7 y la berenjena variedad belleza
negra como patrones tolerantes. La técnica de injertacion de pua en patron de berenjena fue la
mejor. En los hibridos Pony y Shanty injertados en berenjena se observd la incidencia mas baja
y la severidad fue nula. Los valores de ABCPE fueron mas altos en el hibrido Shanty injertado
en INTA-L7. Se concluye que la berenjena se puede usar como patrén tolerante a R.
solanacearum, la técnica de injertacion mas eficiente es la de pua y se recomienda realizar un
analisis econdmico de este nuevo método de manejo de la marchitez bacteriana en solanaceas.

Palabras claves: marchitez bacteriana, epidemiologia, técnica de injerto, Solanaceas

viii



ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most economically important crops worldwide
and is used as a model crop in many research studies. Bacterial wilt caused by Ralstonia
solanacearum is a limiting factor for tomato production in many regions including Nicaragua.
The methods used for disease management have had low efficacy in the field. Therefore, the
objective of this research was to generate information on the use of rootstocks tolerant to R.
solanacearum, as an integrated disease management strategy. Initially the bacterial strain of R.
solanacearum was identified, from which a solution was prepared that was inoculated in tomato
variety INTA-L7 and INTA-L5 and in eggplant variety black beauty to determine its tolerance
to bacterial infection. In tolerant rootstocks, scions of two commercial tomato hybrids were
grafted using two grafting techniques. The behavior of grafted hybrids in tolerant rootstocks
was evaluated. Phenological variables, incidence, severity and AUDPC were analyzed. The
variables were statistically analyzed and the Tukey test was used for the mean separation. The
bacterial strain identified was Race 1 Biovar Ill, the tomato variety INTA-L7 and eggplant
variety black beauty were selected as tolerant patterns. The cleft grafting technique with
eggplant as rootstocks was the best. In the Pony and Shanty hybrids grafted in eggplant, the
lowest incidence was observed and the severity was zero. ABCPE values were higher in Shanty
hybrid grafted in INTA-L7. It is concluded that eggplant can be used as a tolerant rootstock to
R. solanacearum, the most efficient grafting technique was the cleft one and it is recommended
to perform an economic analysis of this new method of managing bacterial wilt in Solanaceae.

Keywords: bacterial wilt, epidemiology, grafting technique, Solanaceous



1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos econémicamente mas importantes
a nivel mundial y se presenta como un cultivo modelo en muchos estudios de investigacion
(Kimura y Sinha 2008; Caicedo y Peralta 2013; Chen et al., 2015). El fruto de tomate es una
fuente de nutrientes importante que incluyen licopeno, B-caroteno, flavonoides y vitamina C,
asi como derivados del acido hidroxicinamico. Desde que se descubrié que el licopeno tiene
propiedades anti-oxidantes y contra el cancer, el interés por el cultivo de tomate ha crecido
rapidamente (Combet et al., 2014; Bhowmik et al., 2012; Gerszberg et al., 2015). La produccion
de tomate como un negocio agricola es una fuente importante de sustento en muchas regiones
del mundo, y ofrece un gran potencial para generar empleo (Padilla-Bernal et al., 2015; Silva et
al., 2017).

El marchitamiento vascular del tomate causado por la bacteria Ralstonia solanacearum
(anteriormente Pseudomonas solanacearum) es un factor limitante para la produccion de tomate
en regiones himedas tropicales (Hayward, 1991). El patdgeno tiene aproximadamente 450
especies de plantas como hospedantes (Elphinstone, 2009) y causa grandes peérdidas de
rendimiento al tomate (hasta 90%), berenjena (50-60%), pimiento o chile dulce (40-50%) y chile
(30-40%) en climas humedos tropicales (Singh et al., 2013; Singh et al., 2014).

Se han sugerido varios métodos quimicos intensivos para el manejo del marchitamiento
bacteriano del tomate, los cuales, sin embargo, reducen drasticamente la calidad del suelo y
contaminan los cuerpos de agua (Swarnam y Velmurugan, 2013). Aunque Se proponen otras
précticas como la rotacion de cultivos, variedades resistentes, solarizacion del suelo, aplicacion
de enmiendas al suelo y agentes de control bioldgico, estos métodos tienen una baja eficacia en
condiciones de campo. De los métodos antes mencionados, el uso de variedades resistentes

parece ser la solucion méas apropiada para el manejo de la enfermedad (Hanson et al., 1996).

Algunas investigaciones indican que el injerto en portainjertos resistentes es una forma efectiva
de manejar el estrés bidtico y abiotico en hortalizas (Lee, 1994). Sin embargo, el éxito del injerto

depende en gran medida de la seleccion del patron y del método de manejo. Se han logrado



avances significativos en las técnicas de injerto de tomate y berenjena en portainjertos
resistentes para el manejo de la marchitez bacteriana (Lee 1994; McAvoy et al., 2012; Rivard
et al., 2012). Por lo tanto, el procedimiento de injerto con materiales y técnicas disponibles
localmente es deseable para la rapida difusion de los beneficios del injerto para los agricultores.
La interaccion entre portainjerto e injerto mejora el vigor del sistema radicular para una mayor

captacion de agua y minerales que conduce a un mayor rendimiento (McAvoy et al., 2012).

En Nicaragua no existen reportes del uso de portainjertos resistentes para el manejo de
patogenos radiculares y muy particularmente en el cultivo de tomate para el manejo de la
marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum. Se sabe que hay un gran potencial
de germoplasma silvestre que puede ser aprovechado como portainjertos para inducir resistencia
a patdgenos radiculares en las principales variedades comerciales que se encuentran registradas
en el pais. Por consiguiente, el presente estudio se llevo a cabo con el objetivo fundamental de
generar informacion acerca de la factibilidad del uso de portainjertos de tomate y berenjena para
la induccion de tolerancia en dos variedades comerciales de tomate al agente causal de la

marchitez bacteriana.



1. OBJETIVOS

2.1.0Dbjetivo general

e Generar informacion sobre el uso de porta injertos de tomate y berenjena tolerantes a
Ralstonia solanacearum, causante de la marchitez bacteriana de las solanaceas, como

una alternativa dentro de las estrategias de manejo integrado de la enfermedad.

2.2. Objetivos especificos

Identificar mediante caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas la cepa de Ralstonia

solanacearum utilizada en el estudio.

e Comparar el comportamiento de las variedades de tomate INTA-L7, INTA-L5 y
berenjena variedad belleza negra como patrones tolerantes a la bacteria Ralstonia

solanacearum.

e Comparar la compatibilidad de los patrones tolerantes a Ralstonia solanacearum con

dos hibridos Shanty y Pony express susceptibles a la bacteria.

e Evaluar bajo condiciones de casa malla la intensidad de la marchitez bacteriana causada

por Ralstonia solanacearum en dos hibridos injertados en patrones tolerantes.



I11. MARCO DE REFERENCIA

3.1. El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.)

En esta seccion se describen aspectos botanicos, taxonomicos, centro de origen y distribucion,
practicas agronomicas del cultivo de tomate y su interaccion con uno de los organismos

patdégenos méas importantes que afectan a este cultivo, la bacteria Ralstonia solanacearum.

3.1.1. Taxonomia, origen y botanica

El tomate cultivado es miembro del género Solanum dentro de la familia Solanaceae, la cual
incluye mas de 3000 especies que ocupan una amplia variedad de hébitats. La Familia
Solanaceae, comunmente conocida como la familia de las solanaceas (hierba mora), también
incluye otras plantas cultivadas importantes, como el tabaco, pimiento, papa y berenjena. La
clasificacion del tomate ha sido objeto de mucha discusion y la diversidad del género ha llevado
a reevaluar la taxonomia anterior. El tomate fue originalmente llamado Solanum lycopersicum
por Linneo en 1753, mientras que Miller (1768) en su libro “The Gardener’s Dictionary” utilizo
el nombre Lycopersicon esculentum (OECD, 2017; Valdés y Gray, 1998). Durante mucho
tiempo, el nombre binomial del tomate fue Lycopersicon esculentum, pero investigaciones
recientes han demostrado que es parte del género Solanum y ahora se le conoce de nuevo en
general como Solanum lycopersicum (Knapp, 2002; Knapp y Peralta, 2016; Peralta et al., 2008;
Spooner et al., 2005, 2003;).

El género Solanum consta de aproximadamente 1 500 especies. El clado de tomate (seccidn
Lycopersicon, anteriormente reconocido como el género Lycopersicon) incluye al tomate
cultivado (Solanum lycopersicum) y 12 parientes silvestres, todos nativos del oeste de
Sudamérica. El tomate se deriva de dos especies ancestrales silvestres, Solanum
pimpinellifolium y Solanum cerasiforme. Otras especies silvestres son utiles para el
fitomejoramiento para la obtencion de resistencia a enfermedades, mejoramiento del color y los
rasgos de calidad deseables (Ranc et al., 2008). Las investigaciones recientes indican que, las

tres especies silvestres mas estrechamente relacionadas con el tomate cultivado incluyen las



especies de frutos rojos S. pimpinellifolium y las especies de frutos anaranjados que se

encuentran en las Islas Galapagos, S. galapagense y S. cheesmaniae (Menda et al., 2013).

El tomate se origino en la region andina que es hoy en dia Chile, Bolivia, Ecuador, Colombia y
Per(; sin embargo, el sitio original de domesticacion no estd claro. Se han expresado dos
hipétesis para el sitio original de domesticacion del tomate: una estipula Per( y la otra México.
Sin embargo, se presume que México es probablemente el sitio de domesticacion y que Perd es

el centro de la diversidad (Larry y Joanne, 2007).

El tomate es una planta herbacea perenne, pero a menudo se cultiva como un cultivo anual,
incluso si existen formas bienales y perennes. El tomate se cultiva en climas tropicales y
templados en campo abierto o bajo invernadero en clima templado. Los invernaderos se utilizan
a menudo para la produccion a gran escala. En climas calidos con la intensidad de luz adecuada
para el crecimiento, son necesarios alrededor de 45 dias desde la germinacion hasta la antesis y
90-100 dias para alcanzar el comienzo de la madurez del fruto. EI uso final del cultivo, ya sea
para el mercado de procesamiento o mercado fresco, determinara los cultivares sembrados, el
momento de la cosecha y los procesos de cosecha, que pueden ser manuales 0 mecanicos (Nuez,
2001).

El habito de crecimiento de la planta varia de indeterminado a determinado y puede alcanzar
hasta 3 metros de altura. La raiz primaria puede crecer varios metros de longitud. El tallo es
angular y esté cubierto por tricomas vellosos y glandulares que confieren un olor caracteristico.
Las hojas estan dispuestas alternativamente en el tallo con una filotaxia de 137.5°. Las hojas
varian en forma de lobuladas a compuestas, con segmentos dispuestos pinnadamente. Las hojas
compuestas tienen tipicamente de cinco a nueve foliolos. Los foliolos son peciolados y dentados.

Todas las hojas estan cubiertas por tricomas glandulares y vellosos (OECD, 2017).

El fruto del tomate es globular u ovoide. Botanicamente, la fruta exhibe todas las caracteristicas
comunes de las bayas; una simple fruta carnosa que encierra su semilla en la pulpa. La piel
externa es un tejido delgado y carnoso que comprende el resto de la pared de la fruta y la

placenta. El color de la fruta se deriva de las células dentro del tejido carnoso. Los frutos de



tomate pueden ser biloculares o multiloculares. Entre 50 y 200 semillas se encuentran dentro de
las cavidades loculares y estan encerradas en membranas gelatinosas. En promedio, las semillas
son pequefias (5 x 4 x 2 mm) y tienen forma de lentejas. La semilla contiene el embrion y el
endospermo Yy esta cubierta por una capa de semilla fuerte, Ilamada testa. El desarrollo del fruto

Ileva de siete a nueve semanas después de la fertilizacién (OECD, 2008).

3.1.2. Produccion e importancia nutricional

Los tomates estan dentro del grupo de hortalizas mas consumidas en todo el mundo. El tomate
se cultiva en todo el mundo para uso local o como cultivo de exportacion. En 2017 se cultivaron
mas de 182 millones de toneladas de tomates en todo el mundo. Esto significo que la produccién
fue casi un 30% mas alta que diez afios antes. Esta produccion se ha obtenido de un area de
aproximadamente 5 millones de hectareas. En promedio, se cosechan 3.7 kilos por metro
cuadrado de esa superficie. Los mayores productores son China e India, aunque el rendimiento
en India es bajo y se sitla por debajo de 2.5 kg por metro cuadrado. Esto contrasta fuertemente
con los rendimientos que los productores logran en los Estados Unidos (9.03 kg m), Espafia
(8.62 kg m2) y Marruecos (8.08 kg m). El rendimiento holandés se destaca por encima del
resto del mundo, con un promedio de 50.7 kg m™. En el afio 2017, Nicaragua se situ6 en el
puesto nimero 83 entre los paises productores de tomate, cuando se obtuvo una produccién de
71 577 toneladas (FAOSTAT, 2018).

El tomate se utiliza para el consumo fresco en ensaladas o se procesa en varias formas, como
pasta, puré y jugos; es una fuente rica de vitaminas (A y C), minerales (hierro, fésforo), licopeno,
betacaroteno, gran cantidad de agua y pocas calorias. Por ejemplo, un tomate de tamafio
mediano puede proporcionar aproximadamente el 28% de la ingesta diaria de referencia (IDR)
de vitamina C, el 15% de vitamina A, el 8% de potasio y el 7% de la ingesta diaria recomendada
(IDR) de hierro para las mujeres y el 10% de la IDR para los hombres. Los tomates, que en
realidad son una fruta y no una verdura, estan cargados de todo tipo de beneficios para la salud
del cuerpo. Uno de los beneficios mas conocidos de comer tomate es su contenido de licopeno.
El licopeno es un antioxidante vital que ayuda en la lucha contra la formacion de células

cancerosas, asi como otros tipos de complicaciones de salud y enfermedades. Los radicales



libres en el cuerpo pueden eliminarse con altos niveles de licopeno, y el tomate esta cargado de
este vital antioxidante. Entre més intenso es el color rojo del fruto de tomate, mayor es el

contenido de licopeno (Bhowmik et al., 2012).

3.2. El cultivo de berenjena (Solanum melongena)

En esta seccion se describen aspectos botanicos, taxondmicos, centro de origen y distribucion,

précticas agrondmicas del cultivo de berenjena.

3.2.1. Descripcion del cultivo de berenjena

La berenjena (Solanum melongena) pertenece a la familia Solanacea, es una planta erecta y
herbacea, aunque sus tallos presentan tejidos lignificados que le dan un aspecto arbustivo y anual
que crece hasta una altura de 60 a 120 centimetros, presenta un sistema radicular muy potente y
profundo. Las hojas son de largo peciolo, entera, grande, con nerviaciones que presentan espinas
y enveés cubierto de una vellosidad grisacea y estan insertas de forma alterna en el tallo. La flor
presenta un numero de pétalos, sépalos y estambres que oscila entre 6 y 9. El fruto es una baya
alargada o globosa, de color negro, morado, blanco, blanco jaspeado de morado o verde.
Presenta pequefias semillas de color amarillo con un poder germinativo que oscila entre 4 y 6
afios (INFOAGRO, 2017).

3.3. El patdgeno Ralstonia solanacearum

El complejo de especies de Ralstonia solanacearum se encuentra entre las bacterias patdgenas
de plantas mas destructivas para los cultivos (Mansfield et al., 2012), lo que genera pérdidas
econdmicas significativas para los productores de todo el mundo y tiene consecuencias
dramaticas para la produccion sostenible y seguridad alimentaria (Ravelomanantsoa et al.,
2018). Este complejo de especies causa el marchitamiento vascular en casi 200 especies de
plantas y se encuentra como una infeccion latente en un rango inusualmente amplio de 450
especies de plantas en aproximadamente 54 familias botanicas, incluidos cultivos alimenticios
y de alto valor econdmico como papa, tomate, tabaco, jengibre y platano, asi como también

diversos cultivos horticolas y plantas ornamentales (Mansfield et al., 2012).



El complejo Ralstonia comprende tres especies (Safni et al., 2014) y se clasifica en cuatro linajes
principales segun su origen geografico inicial (Prior y Fegan, 2005): Ralstonia
pseudosolanacearum incluye el filotipo | de Asia y el filotipo Il de Africa, R. solanacearum
incluye el filotipo Il con subdivisiones 1IA y 11B de las Américas, y Ralstonia syzygii contiene
el filotipo 1V de Indonesia y probablemente Japdn, Filipinas, Corea y Australia (Poussier et al.,
2000; Villa et al., 2005; Jeong et al., 2007).

Los filotipos se subdividen a su vez en secuevares, cada uno de las cuales comprende una gran
diversidad fenotipica. Las cepas del complejo Ralstonia tienen la capacidad de sobrevivir en
nichos heterogéneos y plantas asintomaticas (Ravelomanantsoa et al., 2018; Wicker et al.,
2012). Por lo tanto, ademas de la versatilidad y diversidad de estas cepas, la limitada resistencia
de hospedante dificulta el manejo de este complejo. Actualmente, no existen practicas de manejo
efectivas contra esta bacteria. Por lo tanto, debido a su impacto social y econémico, el complejo
Ralstonia ha sido ampliamente investigado para comprender aspectos de su biologia y disefiar
estrategias Optimas y duraderas de manejo de este destructivo patégeno de plantas (Mansfield
etal., 2012).

3.3.1. Sintomas

La bacteria R. solanacearum infecta las plantas a través de heridas en la raiz o en sitios de
emergencia de raices secundarias, luego coloniza los vasos del xilema y se propaga rapidamente
a las partes aéreas de la planta a través del sistema vascular. En los vasos del xilema, la poblacion
bacteriana puede multiplicarse ampliamente y alcanzar rapidamente niveles muy altos (>10%°
células cm™ de tallo en tomate). Los sintomas tipicos de la enfermedad incluyen el pardeamiento
del xilema, clorosis, retraso en el crecimiento, marchitez y las plantas infectadas generalmente

mueren rapidamente (Peeters et al., 2013).

Las hojas méas jovenes son las primeras en verse afectadas y tienen una apariencia flacida,
generalmente en el momento méas calido del dia. EI marchitamiento de toda la planta puede
ocurrir rapidamente si las condiciones ambientales son favorables para el patégeno. En

condiciones menos favorables, la enfermedad se desarrolla con menos rapidez, puede ocurrir



retraso del crecimiento y se producen grandes cantidades de raices adventicias en el tallo. Los
tejidos vasculares del tallo muestran una decoloracién marrén vy, si el tallo se corta en forma

transversal, pueden verse gotas de exudado bacteriano blanco o amarillento (EPPO, 2018).

Hasta la fecha, se han encontrado muchos factores que contribuyen a la virulencia de R.
solanacearum, entre los cuales sobresalen el polisacérido extracelular | (PE-I) y el sistema de
secrecion tipo 111 (SST-I11). Se ha sugerido que el PE-1 causa directamente marchitez al bloquear
fisicamente el sistema vascular y de ese modo altera el movimiento del agua. También se ha
planteado la hipdtesis de que el PE-I protege a R. solanacearum de las defensas antimicrobianas
de las plantas al encubrir las caracteristicas de la superficie bacteriana que podrian ser
reconocidas por el hospedante (Meng, 2013; Milling et al., 2011).

El sistema de secrecion tipo 11 (SST-I1) tiene un papel central en la patogénesis de muchas
bacterias patdgenas de plantas y animales. En R. solanacearum, el SST-I1I est& codificado por
el grupo de genes hrp, que abarca una region de 23 kb en el mega plasmido (Cornelis y
Gijsegem, 2000). Al igual que en otros grupos principales de bacterias Gram negativas, los
genes hrp de R. solanacearum son determinantes claves para el desarrollo de la enfermedad en
hospedantes compatibles y para la induccion de la respuesta de hipersensibilidad (RH) en
plantas resistentes. Se estima que R. solanacearum produce 70-80 efectores tipo Il (Genin y
Boucher, 2004). Otros factores de virulencia importantes en R. solanacearum son las enzimas
que degradan la pared celular (EDPC) y el sistema de secrecion tipo 1l (SST-I1I). El patégeno R.
solanacearum secreta varias EDPC, incluidas tres poligalacturonasas (PehA, PehB y PehC), una
endoglucanasa (Egl), una pectina metilesterasa (Pme) y una celobiohidrolasa (CbhA). El analisis
de disrupcion génica revelé que Egl, PehA, PehB y CbhA, cada una de ellas contribuye a la

capacidad del patdgeno para causar marchitez (Liu et al., 2005).
3.3.2. Epidemiologia de R. solanacearum
La bacteria se mueve a las raices de la planta hospedante, se adhiere a la epidermis, infecta la

corteza y coloniza el xilema, lo que produce la marchitez del hospedante. La entrada de la

bacteria a la planta es favorecida por el ataque primario de nematodos noduladores del género



Meloidogyne spp. La penetracion al interior de los tejidos de la planta ocurre tambiéen a través
de heridas producidas por el desarrollo de raices secundarias, heridas producidas por insectos y
précticas culturales. Después de la muerte de la planta, la bacteria es liberada al medio ambiente,
donde parece sobrevivir en las plantas hospedantes alternas (malezas), en el suelo y/o el agua, a
través de diversas estrategias, como el estado de formas viables, pero no cultivables (FVPNC),
la respuesta de supervivencia al hambre, el proceso de conversion fenotipica (CF) o formacién
de biopeliculas, hasta el contacto con un nuevo hospedante (EPPO, 2018).

Las fuentes de inoculo y de dispersion de la bacteria son material vegetal infectado (semillas,
plantulas, tubérculos, etc.); residuos infectados; hospedantes alternos y malezas; suelo infestado,
agua de riego, equipos, etc.; partes de la planta (por ejemplo, tubérculos) sin sintomas visibles.
Como un patogeno nativo de suelo, R. solanacearum puede sobrevivir en varios tipos de suelos
en todo el mundo. Tiene la capacidad de cambiar de estado virulento a avirulento, mediante un
proceso denominado “conversion fenotipica™ (CF) que ocurre por la produccion reducida de
proteinas y polisacaridos extracelulares. Este fendmeno permite que la bacteria resista
condiciones adversas y permanezca viable durante periodos muy largos como 2 a 10 afios
(Poussier et al., 2003).

Con respecto a la temperatura de crecimiento, las cepas de R. solanacearum de areas tropicales
tienen una temperatura 6ptima de 35°C, mientras que la de cepas que se encuentran en altitudes
mas altas en los tropicos y en areas subtropicales y templadas es mas baja (27°C); no se ha
observado crecimiento a 40°C o 4°C. Los valores aproximados minimos y maximos de
temperatura de crecimiento son 8°C-10°C y 37°C-39°C respectivamente. Con respecto a los
requisitos de pH, en general, el crecimiento de R. solanacearum se inhibe en medios acidos,
pero se favorece en condiciones alcalinas. El patdgeno R. solanacearum puede crecer en medios
liquidos con NaCl al 1% pero poco o nada en NaCl al 2% (EPPO, 2018).
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3.3.3. Manejo de Ralstonia solanacearum

Las estrategias de supervivencia del patdégeno han creado dificultades y limitaciones en los
planes de manejo a través de medidas preventivas, métodos culturales, método quimico y
métodos biologicos. Las medidas preventivas tales como la cuarentena, practicas fitosanitarias,
uso de semilla certificada libre de la enfermedad, desinfeccion de equipos y herramientas, uso
controlado del riego por inundacion y evitar el riego por aspersion, entre otras medidas, han
tenido éxito solamente donde el patdégeno no esta presente, ya que de lo contrario no son

aplicables en lugares infectados (Karim y Hossain, 2018).

El uso de variedades resistentes es el método mas efectivo y practico para controlar la marchitez
bacteriana (Grimault et al., 1994). Sin embargo, por un lado, su aplicacion ha sido limitada
debido a que el patdgeno puede sobrevivir en el suelo durante mucho tiempo, puede sobrevivir
en una amplia gama de malezas y cultivos voluntarios (Fajinmi y Fajinmi 2010). Por otro lado,
la complejidad de la interaccion hospedante-patégeno-ambiente hace que el mejoramiento de la
resistencia sea extremadamente dificil, ya que R. solanacearum es un "complejo de especies
heterogéneas” con un amplio rango de hospedantes; alta variabilidad en sus propiedades
bioguimicas, reacciones serolégicas, proteinas de membrana y conversion fenotipica (Karim y
Hossain, 2018).

Se han utilizado plaguicidas como algicidas, fumigantes (metam sodio, 1,3-dicloropropeno y
cloropicrina) y activadores de resistencia que generan resistencia sistémica en tomate
(validamicina A y validoxilamina) para controlar la marchitez bacteriana. Algunos reportes de
investigacion sefialan que la combinacion de bromuro de metilo, 1,3 dicloropropeno o metam
sodio con cloropicrina redujo significativamente la marchitez bacteriana en el campo del 72%
al 100% y aumento el rendimiento de tabaco y tomate. El rendimiento en tomate tratado con
plaguicidas fue de 1.7 a 2.5 veces mayor que el del control no tratado (Santos et al., 2006). Sin
embargo, aunque los plaguicidas ofrecen mayores beneficios netos que otros métodos de
control, esto no siempre ha sido el caso. Por ejemplo, si los agricultores usan los plaguicidas de

forma indiscriminada o sin el conocimiento adecuado, los plaguicidas pueden convertirse en
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contaminantes para el medio ambiente, el suelo, el agua subterranea y ser venenosos para los

agricultores (Edwards-Jones, 2008).

En otras investigaciones también se ha demostrado que el uso de diferentes enmiendas organicas
ha proporcionado un manejo eficiente de la marchitez bacteriana en el cultivo de tomate. Por
ejemplo, Youssef y Tartoura (2013) han sefialado recientemente que la resistencia de las plantas
contra el patdgeno de la marchitez bacteriana se mejord a través del aumento de las actividades
de las enzimas ascorbato peroxidasa, monodehidroascorbato reductasa, deshidroascorbato

reductasa y glutation reductasa después de la aplicacion de compost.

En los dltimos afios, muchos estudios han investigado el uso de microorganismos benéficos
como agentes de control biolégico (ACB) para enfermedades de plantas. Las bacterias
antagonistas son los microorganismos mas comunmente estudiados con el propdésito de controlar
la marchitez bacteriana. La mayoria de las investigaciones se han centrado en cepas avirulentas
de R. solanacearum, Pseudomonas spp Yy Bacillus spp., aunque también se han utilizado otras
especies. Los ACB pueden suprimir la enfermedad a traves de maultiples mecanismos que
incluyen la competencia, la produccion de enzimas que degradan la pared celular, antibiéticos
o sideroforos, y la induccién de resistencia sistémica. Una estrategia comun para identificar
posibles ACB es aislarlos de la rizosfera de plantas sanas (Kurabachew y Wydra, 2013).

También se ha encontrado que varios hongos que habitan en la rizosfera inducen resistencia
contra la marchitez bacteriana del tomate. Muchos estudios se han centrado en los hongos
micorricicos, que desarrollan una relacion simbidtica con las raices de las plantas y también se
ha demostrado en algunos casos que inducen resistencia sistémica contra las enfermedades de
las plantas. Un estudio preliminar descubrié que la colonizacion por Glomus versiformae
inducia la produccidn de fenol en las raices de tomate y las protegia contra la infeccion por R.
solanacearum (Zhu y Yao, 2004). Una investigacion mas reciente caracterizo tres hongos
endomicorricicos diferentes por sus capacidades como agentes de control biolégico y se
descubri6 que la supresion de la enfermedad de la marchitez bacteriana variaba entre las especies
de hongos (Kim et al., 2016; Tahat et al., 2012).
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El injerto es una estrategia importante en el manejo integrado de plagas para patdégenos de suelo.
En algunas investigaciones se ha reportado el manejo de enfermedades mediante injerto para
patégenos fungicos (Verticillium, Fusarium, Pyrenochaeta y Monosporascus), oomicetos
(Phytophthora), bacterias fitopatdgenas (particularmente Ralstonia), nematodos noduladores

(Meloidogyne spp) y varios virus transmitidos por el suelo (Louws et al., 2010).

Al empalmar las plantas de dos cultivares diferentes, el injerto permite al productor aprovechar
los beneficios de ambos cultivares en una sola planta. Si bien el injerto se ha utilizado
ampliamente en la agricultura durante siglos, principalmente en plantas lefiosas, su aplicacion a
plantas no lefiosas como tomate es mas reciente (Kubota et al., 2008). En Europa y Asia, el
cultivo de tomate injertado representa actualmente una proporcién sustancial de la produccion
total de ese cultivo. Por ejemplo, Espafia utiliza aproximadamente de 50 a 70 millones de plantas
injertadas por afo, lo que representa aproximadamente el 40% de la produccion de tomate del

pais (Grieneisen et al., 2018).

Los tomates injertados generalmente consisten en un cultivar tradicional como vastago o yema
(la parte superior de la planta que produce la fruta) y un portainjerto que puede ser resistente a
uno o0 mas patégenos transmitidos por el suelo y/o "vigoroso", lo que significa que el follaje y
los frutos crecen a una tasa superior de lo normal (Oztekin et al. 2009). La cualidad de vigoroso
y resistente pueden existir en un solo portainjerto, 0 un portainjerto en particular puede tener
una caracteristica u otra. A menudo se informa que la calidad "vigorosa™ muestra el mayor
beneficio en condiciones de cultivo sub 6ptimas (Albacete et al., 2015). Los vastagos de tomate
también pueden injertarse con éxito en portainjertos de otras especies, incluido tabaco,

berenjena, papa o varias especies silvestres de Solanum (Grieneisen et al., 2018).

Uno de los principales beneficios del uso de la técnica de injerto en tomate radica en la
resistencia que presentan la mayoria de los portainjertos disponibles comercialmente a multiples
patdgenos, y el potencial de esa resistencia para reducir el costo y los impactos ambientales
asociados con el uso de fumigantes en el cultivo de tomate. En algunos casos, el uso de
portainjertos resistentes a patdgenos ha producido aumentos de rendimiento comparables a los

tratamientos de fumigacion en sistemas experimentales infestados por patogenos (Gilardi et al.,
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2013; Kokalis-Burelle et al., 2016). Otros estudios que no incluyeron tratamientos de
fumigacion han reportado altos rendimientos en campos infestados de patdgenos mediante el
uso de tomates injertados con portainjertos resistentes a los patdgenos involucrados (Lopez-
Pérez et al., 2006; McAvoy et al., 2012; Rivard et al., 2012).

Es importante destacar que los términos resistencia y tolerancia frecuentemente se usan
indistintamente en las interacciones hospedante-patdgeno, sin embargo, son dos términos
diferentes que es conveniente aclarar. La resistencia a las enfermedades se refiere a la capacidad
de la planta hospedante para controlar la severidad de la infeccion cuando las condiciones
ambientales favorecen al patégeno. En contraste, la tolerancia a la enfermedad se describe como
la modificacion de la biomasa o rendimiento de la planta hospedante después de la infeccion de
un patogeno. Los rasgos de resistencia reducen el dafio causado por la enfermedad al prevenir
la infeccion o al limitar el crecimiento y desarrollo posterior del patdgeno dentro del hospedante
evitando o eliminando la infeccidn. Los rasgos de tolerancia no inhiben la infeccion, sino que
reducen 0 compensan sus consecuencias negativas de competencia (Horns y Hood, 2012;
Veresoglou et al., 2013).

El uso del injerto como un medio para controlar la marchitez bacteriana (R. solanacearum) esta
establecido desde hace mucho tiempo. En estudios realizados en Brunei por Peregrine y Ahmad
(1982) demostraron un control efectivo de la enfermedad con la variedad de tomate Roma
injertada en portainjertos de Solanum torvum. Treinta afios después, Cardoso et al., (2012),
probaron Hawaii 7996 como portainjerto con tres variedades como vastagos, Santa Clara, Santa
Cruz Kada y Debora, en campos infestados de marchitez bacteriana en Bahia, Brasil. El
portainjerto Hawaii 7996 tuvo buena compatibilidad con los vastagos seleccionados. Las plantas
injertadas mostraron resistencia efectiva, pero todos los controles no injertados resultaron

severamente afectados por la enfermedad.

En Taiwan, Lin et al., (1998) evaluaron dos cultivares de tomate locales populares, uno de los
cuales era susceptible y el otro moderadamente resistente a la marchitez bacteriana, injertados
en 12 portainjertos resistentes a la marchitez bacteriana (seis de tomate y seis de berenjena) en

condiciones de invernadero y campo. Una accesion de berenjena y otra accesion de tomate
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(Hawaii 7996) fueron los portainjertos mas estables entre los 12 probados con una incidencia
final de marchitez bacteriana que oscilé entre 0% y 3% y 0% a 23%, respectivamente, en

comparacion con incidencia registrada en los otros portainjertos susceptibles.

Palada y Wu (2007) reportan el éxito del uso de portainjertos de berenjena para el control de la
marchitez bacteriana en tomate cuando se cultivé en varios paises del sudeste asiatico bajo una
combinacion de altas temperaturas y fuertes condiciones de lluvia. En tales situaciones, muchas
de las lineas de tomate no injertadas no lograron sobrevivir para producir frutos, y por lo tanto

el injerto fue de gran beneficio en términos de rendimiento y rentabilidad.

La tecnologia de injerto se ha convertido en un componente Unico en la produccion de plantas
de las Familias Solanaceae y Cucurbitaceae tanto para el manejo de plagas como para mejorar
la productividad de estos cultivos. La disponibilidad inmediata de portainjertos resistentes a
enfermedades y el desarrollo de técnicas de injerto altamente eficientes han llevado a una
expansion en el uso de plantas injertadas en todo el mundo. Sin embargo, todavia hace falta
investigacion a profundidad sobre las interacciones portainjerto-vastago y la sefializacion a larga
distancia en relacion con la resistencia mejorada en plantas injertadas. Ademas de la resistencia
a enfermedades transmitidas por patdégenos de suelo (hongos, bacterias y oomycetes) y
nematodos, se requiere de mas investigacion con respecto a la resistencia a enfermedades

foliares y virales en plantas injertadas (Guan y Zhao, 2012).

3.4. Injertacion

La injertacion es una técnica utilizada para unir dos o mas plantas para que crezca como una. El
injerto consta de dos partes: la pua (parte superior) y el patron (proporciona el sistema radicular)
(Bilderback et al. 2014) citado por (Espinoza, 2015).

La técnica de injerto permite cultivar especies susceptibles a ciertos patdégenos sobre suelos
infectados; utilizando como base o patrén el sistema radicular de variedades tolerante a
patdgenos y como parte de desarrollo aéreo se utiliza la variedad susceptible (Villasana Rojas,
2010).
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3.4.1. Importancia de los injertos

En los cultivos horticolas, los materiales injertos tienen mucha importancia en el manejo
fitosanitario ya que puedes reducir las afectaciones de enfermedades vasculares causadas por
hongos y baterias que esta disponible en el suelo. La variedad sensible a cultivar se injerta sobre
una planta resistente a la enfermedad que se desea prevenir, asi el porta injerto resiste y

permanece sano, asegurando el suministro nutrimental a la variedad sensible.

En paises desarrollados como Japdn, Corea y Estados Unidos, el injerto se ha popularizado en
tomate para invernaderos para aumentar la productividad del mismo y prevenir muchas
enfermedades, siendo una practica muy comin en sistemas de produccién en tomates
indeterminados (Kubota 2006) citado por (Espinoza, 2015). En la produccion actual, la
injertacion de yemas de tomate en patrones tolerante ha sido la clave para el manejo de dos

enfermedades:

a. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici FOL), en una de las enfermedades que ocasiona
grandes pérdidas en plantaciones comerciales de solanaceas. Los sintomas iniciales que
causa este hongo son el amarillamiento de las hojas inferiores y el aspecto decaido de
los peciolos, especialmente en las horas centrales del dia. Al principio, los sintomas
pueden presentarse sectorialmente en la planta, pudiendo aparecer ramas afectadas
mientras otras no muestran ningun sintoma (Lépez Marin, 2016).

b. Ralstonia solanacearum agente causal de la marchitez bacteria en tomate es otra
enfermedad del cultivo que en los Gltimos afios ocasionando pérdidas, es una bacteria
compleja y esta constituida como un patégeno de cuarentena en la Unién Europea por la
gravedad de los dafios que se reproduce en distintas especies de solanaceas. Los sintomas
de esta enfermedad suelen iniciarse con un aspecto marchito o flacido de las hojas
superiores de la planta, que suele avanzar con rapidez hasta la marchites total (Blancard,
1996) citado por (Villasana Rojas, 2010).
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3.4.2. Proceso del injerto

Para que el injerto entre dos plantas tenga éxito, estas deben ser compatibles o afines, aunque
sean de diferente especie, ademas, debe haber una coincidencia de los tejidos proximos a la capa
del cambium que produce un borde, producto de la cicatrizacion Ilamado callo (Bekhradi et al.,
2009) citado por (Villasana Rojas, 2010).

El desarrollo de un injerto compatible comprende tres procesos: cohesion del porta injerto y la
variedad; proliferacion del callo en la union y diferenciacion vascular entre ambas partes.

No existe una regla para predecir el resultado de un injerto, aunque en términos generales cuanta
mas afinidad boténica haya entre las plantas, mas probabilidades de éxito en el injerto. Existen
desde especies que tienen una relacion estrecha y se unen con facilidad, hasta otras no
relacionadas entre si, incapaces de unirse, hay una cicatrizacion intermedia entre plantas que
forman una soldadura, pero con el tiempo muestran deficiencias en la unién o en su héabito de

crecimiento (Villasana Rojas, 2010).

3.4.3. Factores ambientales que influyen en el proceso de injertacion

Temperatura: influye poderosamente en la division celular, por lo tanto, en la formacién de
tejido de callo y la diferenciacion de nuevos haces vasculares. Con temperaturas muy bajas o
muy altas los procesos se aletargan o paralizan, la temperatura éptima durante la injertacion es
entre 25°C-28°C.

Humedad relativa: los tejidos cortados para la unién del injerto, deben mantenerse bajo
condiciones de humedad relativa elevada, pues en caso contrario, las probabilidades de una
buena union entre las partes son reducidas. Las partes expuestas a baja humedad relativa
complica el proceso de unién. La humedad relativa optima para el proceso de injertacion oscila
entre el 80% y 90% (Villasana Rojas, 2010).
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3.4.4. Infraestructura basica para la injertacion

Area de corte: En este local se han de mantener condiciones climaticas 6ptimas, tanto para el
personal que realiza el trabajo como para las plantas a injertar. Sobre las mesas se colocan las
distintas plantas, tanto del patron como de la variedad a injertar. Es imprescindible que haya
suficiente luz para facilitar la vision de los injertadores, al ser un trabajo de gran precision, pero
nunca insolacion directa (Gémez Zavala, 2010).

Tunel de prendimiento: Los tuneles de prendimiento o mesas de cultivo, son las estructuras
construidas dentro del tanel a 50-70 cm del suelo, donde se colocan las bandejas, recién
injertadas. La cubierta es una lamina de plastico fino que se cierra herméticamente y que

conserva en su interior una elevada humedad relativa (Gomez Zavala, 2010).

La zona de aclimatacién: Es la zona del semillero donde tiene lugar la adaptacion de las
plantulas, después de sacarlas del periodo de estancia en tinel o camara de prendimiento, siendo
el paso intermedio, adecuando los injertos al microclima del cultivo definitivo (De la Torre y
De Miguel, 2007) citado por (Villasana Rojas, 2010).

3.4.5. Materiales de tomates usados comunmente en Nicaragua

Tomate Pony express: Hibrido muy precoz de cosecha abundante y muy concentrada, adaptado
a diferentes areas de siembra en la region tropical. Fruto con excelente color y firmeza.
Resistencia: Fusarium sp. raza F1, F2 y resistencia intermedia a raza F3, algunos nematodos,

mancha bacteriana, ToMV, Verticilium (Hortalizas.com, 2017).

Tomate Shanty: Variedad extremadamente productiva, frutos grandes de mucha firmeza.
Planta fuerte y productiva, adaptable a diferentes fechas de siembra con capacidad para tolerar
condiciones climaticas extremas. Variedad para campo abierto. Resistente a: HR: vd, fol (race
1,2), Pst. IR: TYLCV, TSWV, SI. (Hazera, 2017).
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Tomate INTA Valle Sébaco: La liberacion de esta nueva variedad de semilla de tomate se
realizé el Centro de Desarrollo Tecnoldgico del Valle de Sébaco del INTA. Tiene una
polinizacién libre, comienza a florecer a los 27 dias después de haber sido trasplantada y
comienza la cosecha a los 70 dias después del trasplante. Se caracteriza por presentar buena

tolerancia a germinivirus transmitido por mosca blanca. (Mendoza, 2008).

Berenjena variedad belleza negra: Es una planta de altura media y semiprecoz. Frutos muy
desarrollados, de tipo oval abultado y de color morado oscuro, mide de 0,7-1,0 metros de altura
con varias ramificaciones erectas de altura, con varias ramificaciones erectas.
(https://huertoescolarecologico.wordpress.com, 2016). La berenjena es compatible con varias
especies de su misma familia (berenjena, tomate, Solanum torvum) algunas de ellas con

resistencia suficiente a algunos patogenos de suelo (Alfredo Miguel, Marsal, & Goto, 2009).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacioén de la zona de estudio

El presente estudio se realiz6 en dos sitios: el primer sitio se ubicé en el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Nacional Agraria, donde se realizé la identificacion de la
bacteria patdgena Ralstonia solanacearum que fue utilizada en el estudio para las inoculaciones

artificiales.

El segundo sitio se ubicd en una casa malla del Campus Agropecuario de la UNAN Leén, 1.5
kilometro carretera a la Ceiba, en el departamento de Ledn. En estas instalaciones se realizé la
seleccidn y evaluacion de los patrones tolerantes a marchitez bacteriana y se encuentra entre las
coordenadas 12°25°22” de latitud norte y 86°53"12” de longitud oeste (Anexo 2) a una altura de
90 msnm, con un clima que se caracteriza por ser tropical de sabana con pronunciada estacion
seca entre los meses de noviembre a abril y una estacion lluviosa entre los meses de mayo a
octubre, con temperaturas promedio de 28.40°C a 30.8°C, observandose la mas elevadas en los
meses de marzo y abril y la més baja en los meses de diciembre a enero. En cuanto la humedad
relativa se reporta en promedio 72.74 % registrada en los meses de mayor precipitacion
(Barcenas et al., 2017).

4.2. Disefio metodologico

La investigacion se desarrollé en varias etapas y en cada una de estas etapas se ejecuto un disefio

metodoldgico diferente, que a continuacion se describe:

4.2.1. Recoleccion de muestras e identificacion de Ralstonia solanacearum

Esta etapa se dividio en dos fases, que consiste en:

a) Recoleccion de muestras
Las muestras fueron recolectadas en parcelas del municipio de la Concordia, departamento de

Jinotega (Anexo 1), en el periodo de mayo del 2016. Se seleccionaron plantas de tomate y

20



chiltoma que presentaban los sintomas tipicos de la enfermedad. Los sintomas externos que se
tomaron en cuenta fueron marchitez, retraso del crecimiento y coloracion amarillenta del follaje.
Otros sintomas externos observados fueron hojas dobladas hacia abajo que mostraban epinastia,
raices adventicias que crecian en los tallos y rayas oscuras estrechas que correspondian a los
haces vasculares infectados debajo de la epidermis. Los sintomas internos considerados fueron
decoloracidn del tejido vascular, principalmente el xilema y partes de la médula y la corteza
(Furusawa et al., 2019).

Se realizd en campo la prueba de flujo (prueba réapida); para esto se utilizé un recipiente
transparente y agua normal, luego se colocé un trozo de tallo dentro del recipiente con agua para
observar el flujo bacteriano del tallo, lo que preliminarmente indicaba la presencia de la bacteria
en los tejidos (Melgar et al., 2012).

b) Aislamiento de Ralstonia solanacearum

En laboratorio las muestras que presentaron flujo bacteriano se lavaron bien con agua, se
cortaron en fragmentos pequefios de 0.5 a 1 cm aproximadamente, se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 5% por tres minutos y se lavaron posteriormente con agua destilada y se
dejaron secar por 30 minutos en papel toalla (Rios-Morales, 2007). Los trozos de tejidos
desinfectados se colocaron en agar nutritivo y se incubaron por 48 horas.

Para asilar la bacteria se utilizé inicialmente un medio de crecimiento de agar sacarosa-peptona
(ASP) y se seleccionaron las colonias bacterianas que presentaban las caracteristicas de
Ralstonia solanacearum (colonias de superficie lisa, elevacion convexa, color blanco cremoso
y bordes irregulares), luego se colocaron en el medio cloruro de tetrazolium (TZC) de Kelman
(1954) para la identificacion mediante las caracteristicas (colonias de coloracion blanco-
cremosa con el centro rosado y bordes irregulares) y el tiempo de crecimiento (visibles a partir
de las 48 horas de incubacion, completandose su desarrollo maximo a las 72 horas) (Rios-
Morales, 2007).
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¢) ldentificacion de la cepa de Ralstonia solanacearum

A las colonias de Ralstonia solanacearum que crecieron en el medio TZC se les realiz6 pruebas

para determinar las caracteristicas culturales, morfolégicas y fisioldgicas utilizando la

metodologia de Klement et al., (1990). Se realizaron las siguientes pruebas:

Prueba de KOH: La prueba consistio en colocar tres gotas de KOH al 3% sobre un
portaobjeto limpio y con un asa desinfectada se tomé una colonia de la bacteria, la cual
se mezcld con el KOH, para verificar si se formaba un hilo mucoso (Gram negativa) o

no se formaba el hilo (Gram positiva).

Prueba de catalasa: en un portaobjetos se coloco con ayuda del asa parte del cultivo
bacteriano luego se le agregd una gota de perdxido de hidrégeno (agua oxigenada). La
efervescencia causada por la liberacién del oxigeno libre en forma de gas, indica la

presencia de catalasa en el cultivo en estudio.

Caracterizacion bioquimica de las cepas de Ralstonia solanacearum: Se utilizaron
carbohidratos especificos para la caracterizacion de los biovares, basada en la utilizacion
de cuatro disacéridos (Lactosa, Trehalosa, Maltosa y Celobiosa) y la oxidacion de dos
hexosas alcohdlicas (Dulcitol y Sorbitol) (French et al., 1995).

Para realizar estas pruebas bioquimicas se utilizé el caldo base Pdrpura de bromocresol

(DIFCO) vy se alicuoto 100 ml en frascos tapa de rosca, para su posterior esterilizacién en el

autoclave a 121°C por 15 minutos, posteriormente se enfrié el medio y se adiciono 1 ml de

solucién acuosa de carbohidrato al 10% (Lactosa, Trehalosa, Maltosa y Celobiosa) y las hexosas

alcohdlicas (Dulcitol y Sorbitol), previamente esterilizado en filtro Millipore 0.45um de

porosidad , para obtener una concentracion final al 1% en el medio.

Se utilizé tubos de ensayo de 100 ml y a cada uno se le colocé el medio base al 1% vy se le

agregd 0.5 ml de la solucion de carbohidratos y alcoholes siguiendo los procedimientos de

Lelliott y Stead (1987). Luego se procedio a inocular seis tubos con la cepa aislada de Ralstonia
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solanacearum, se inocularon tubos que contenian solamente el medio base, para ser utilizado

como testigo (cepas de Ralstonia sp. aisladas de platano raza 1, papa raza 1 y tomate raza 1)

La cepa aislada se conservo en frascos de caldo infusion cerebro corazdn (para evitar que
mutaran a formas avirulentas (Sanchez Leal, 2005), para luego utilizarla en las pruebas de

tolerancia de materiales de solanaceas en la fase de casa malla.
4.2.2. Comportamiento de patrones a la infeccion de Ralstonia solanacearum

Esta parte de la investigacion se realiz6 en una casa malla ubicada al Este del Centro Nacional
de Referencia en Agroplasticultura (CNRA) - UNAN Leon, el cual cuenta con un &rea total de
640 m?, pero, para el estudio se asignd 151.8 m? como el area (til para el establecimiento del

ensayo, con dimensiones de 11 m de largo y 13.80 m de ancho.

Para evaluar el comportamiento de los patrones con tolerancia a R. solanacearum se llevo a
cabo una investigacion cuasi experimental, donde no se controlan todos los factores que puedan
influir en el ensayo ni las condiciones ambientales del mismo. Se utilizé6 un disefio
completamente aleatorio (DCA) para evaluar el efecto de los tratamientos y de las diferentes
unidades experimentales. Se establecieron 6 tratamientos con 4 repeticiones para un total de 24

unidades experimentales y 240 plantas como universo.

Cada unidad experimental estaba compuesta por 10 plantas, de las cuales se tomaron 3 plantas
como unidad a muestrear. En total se muestred el 45.8% del universo, la muestra se calculd

mediante la formula para poblaciones finitas (Normas APA, 2016).

__ NZ2(15)*
B eZ*(N-1)+zz(1-§)*pq

Donde, n = numero de muestras; N = total de la poblacién; p = proporcion esperada (para este
caso 0.5); g = 1-p; Z (1-a/2) = 1.96 (constante); e = precision (se us6 un 3% o 0.03).

Los tratamientos que se evaluaron fueron plantas inoculadas y no inoculadas de las variedades

de tomate INTA-L7, INTA-L5 y berenjena. Los tratamientos se codificaron de la siguiente
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manera: INTA-L7i (inoculada), INTA-L5i (inoculada); Berenji (inoculada); INTA-L7s (sin

inocular); INTA-L5s (sin inocular) y Berenjena (berenjs). En total se evaluaron seis tratamientos

El semillero se establecié en bandejas de polietileno de 128 celdas, con sustrato alternativo,
elaborado a base de cascarilla de arroz carbonizada y lombrihumus, en proporcion de 1:1, previo
a la siembra se realizaron prueba de germinacion de los cultivos evaluados, las bandejas se
dejaron en una cédmara de germinacion por un lapso de tres dias, cubiertas con papel
humedecido. Una vez germinadas se colocaron en una casa malla con el manejo agronémico y
fitosanitario adecuado. La fertilizacion fue foliar dia de por medio, utilizando 5 gramos de la
formulacién NPK (12-30-10 + microelementos) y para el manejo de plagas y enfermedades se
utiliz6 insecticidas y fungicidas de manera preventiva con los siguientes pesticidads:

Imidaclopric a razén de 2 g L y Python 24 SC arazon de 2 ml L.

El trasplante se realizo a los 25 dias después del establecimiento del semillero. Este se hizo en
recipientes plasticos (maceteras) de 6.5 litros de volumen, las que se llend de suelo esterilizado
previamente en un horno artesanal a temperaturas maximas de 98°C. El suelo se humedecio
previo al trasplante para evitar estrés en las plantulas. Antes de poner las plantulas en el orificio
se aplicd 40 ml de solucién arrancadora, a base del fertilizante 18-46-0 en dosis de 0.3 libras
disuelto en 10 litros de agua para la estimulacion del desarrollo radicular (Fintrac, 2000).

La reproduccién de las colonias de la cepa de Ralstonia solanacearum se realizé en el
Laboratorio de Fitopatologia de la UNAN Ledn y para éste proceso se utiliz6 un medio de
cultivo de agar nutritivo. EI medio de cultivo se preparo6 para 50 platos Petri, a cada plato se le
sembrd inoculo puro de la cepa de Ralstonia solanacearum y con un aza debidamente flameada
se distribuy6 en todo el plato para su debido crecimiento, luego de la siembra se sellaron los

platos con cinta parafilm y se dejo incubado por 48 horas.

Después de las 48 horas cada plato Petri se lavd con agua destilada de manera que se
desprendiera el crecimiento bacteriano del medio de cultivo, la solucién bacteriana utilizada
tenia una concentracion de 108 UFC (unidades formadoras de colonias). La concentracion se

determind por el grado de turbidez 0.5 escala Mackfarland y se verific6 mediante un

24



espectrofotometro a fin de que la densidad dptica a 550-660 nm se situara en el rango de 0.7-

1.0 (Herndndez-Garboza y Bustamante-Rojas, 2001).

Se inocularon 120 plantas a las que se les deposité 50 ml de la suspension bacteriana y en total
se prepararon 6000 ml. La inoculacién de la bacteria Ralstonia solanacearum se realiz6 cinco
dias después del trasplante (ddt), haciendo cortes en la base de las plantas con cuchillas
desinfectadas, generando lesiones radiculares para asegurar la introduccion y presencia de la

bacteria en las plantas (Hernandez-Garboza y Bustamante-Rojas, 2001).

En el riego se utiliz goteros localizados con capacidad de descargue de 4 litros por hora, se
realiz6 diariamente por la mafiana y por la tarde proporcionando aproximadamente entre 1-3

litros de agua en cada ciclo de riego. El riego incrementd a medida que la planta se desarrolld.

La fertilizacion se realiz6 al momento de trasplante y para ello se utilizo fertilizacion basica con
MAP (18-46-0) en dosis de 5 gramos por macetera, a los 15 ddt se aplic6 5 gramos de Urea 'y 3
gramos de MAP (18-46-0) por macetera, a los 30 dias se aplicd 5 gramos de urea y 5 gramos de
muriato de potasio (0-0-60) y los 45 dias ddt se aplicd 10 gramos de muriato de potasio (0-0-
60), a partir de los 20 ddt se realizaron aplicaciones semanales de Bayfolan® y calcio boro, esta
dosificacion fue calculada en base a literatura (International, 2009).

4.2.3. Compatibilidad de patrones tolerantes e hibridos susceptibles a R.
solanacearum

A partir de los resultados obtenidos en la seleccion de portainjertos tolerantes a la marchitez
bacteriana, se eligieron dos portainjertos, a los cuales se les injerto yemas de dos hibridos de
tomate (Shanty y Pony express) ambos de gran importancia productiva en el pais y que son
susceptibles al marchitamiento por Ralstonia solanacearum, utilizando dos técnicas de
injertacion (pua y empalme). Es importante sefialar que en Nicaragua no existe evidencia de
estudios similares de uso de cultivares de tomate injertados, en portainjertos de la misma familia,

ya que en el pais la injertacion esta mas afianzada para sistemas fruticolas y cafetaleros.
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La seleccion de los hibridos a injertar se basé en su demanda, ya que Pony express y Shanty son
los dos hibridos de tomate que mas se establecen en el pais por su firmeza, tamafio, tolerancia
al sol, transporte y a virus trasmitido por mosca blanca, son de alto rendimiento, en promedio
estos hibridos producen 3000 a 4000 cajas por manzana. En revision bibliografica estos hibridos
no reportan algun tipo de resistencia a marchitez bacteriano, pero en los campos de produccion

estos presentan susceptibilidad significativa a la marchitez bacteriana.

La evaluacion de las dos técnicas de injertacion se realizo en las instalaciones del Centro
Nacional de Referencia en Agroplastiutura, ubicado en el Campus Agropecuario de la UNAN
Ledn, en un mini tanel de 45 m? el cual se limpid y desinfestd para realizar la investigacion. La
germinacion y manejo del semillero de los portainjertos e hibridos evaluados fueron realizados
en el vivero de hortalizas Santa Fe, ubicado a dos km de la ciudad de Esteli sobre la carretera
panamericana. Las plantulas fueron entregadas a los 20 dias después de germinadas, a excepcion
de la berenjena que se establecid 15 dias antes, esto con el fin de lograr un didmetro adecuado

para las yemas de los hibridos de tomates a injertar.

Todo el material fue trasladado al mini tunel ubicado en el Campus agropecuario de la UNAN-
Ledn, donde inmediatamente se trasplantaron los portainjertos en vasos de poroplast de 12 onzas
y se utiliz6 un sustrato artesanal a base de cascarilla de arroz carbonizada y lombriabono en
proporciones de 1:1. Los hibridos se mantuvieron en las bandejas de polietileno por 48 horas,

con el objetivo de dar tiempo al trasplante y estabilizacion de los portainjertos.

Para desarrollar esta evaluacion de técnicas de injertacion se implementd una investigacion
cuasi experimental, donde no se controlan todos los factores que puedan influir en el ensayo, ni
las condiciones ambientales del mismo y se analiz6 informacion cualitativa y cuantitativa. Se
utilizé un disefio completo al azar (DCA) donde se evaluaron 8 tratamientos, cada tratamiento
con 3 repeticiones y 9 plantas por repeticion, esto sumo un total de 216 plantas como universo
y se estableci6 en un area experimental de 3.5 m? (Figura 4). En total se muestreo el 48.5% del
universo, la muestra se calculé6 mediante la formula para poblaciones finitas (Normas APA,
2016):
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o8
v2(1-5)-pa
e2+(N-1)+22(1-5)pq
Donde, n = nimero de muestras; N = total de la poblacién; p = proporcion esperada (para este
caso 0.5); q = 1-p; Z (1-0/2) = 1.96 (constante); e = precision (en este caso necesitamos un 3%
0 0.03).

Los tratamientos evaluados fueron:

T1: B+SH+ P (Berenjena + Shanty + método de Pua)

T2: B+SH+E (Berenjena + Shanty + método de empalme)

Ts: B+P+P (Berenjena + Pony express + método de Pua)

T4: B+P+E (Berenjena + Pony expres + método de empalme)

Ts: T+SH+P (Tomate INTA L7 + Shanty + método de Pua)

Te: T+SH+E (Tomate INTA L7 + Shanty + método de empalme.

T7: T+P+P (Tomate INTA L7 + Pony express + método de Pua)

Te: T+P+E (Tomate INTA L7 + Pony express + método de empalme)

El manejo post injertacién es una etapa critica, por lo tanto, en este periodo el manejo se baso
en las condiciones adecuadas de alta humedad relativa (70%-90%) y baja luminosidad (30%-
40%) por un periodo de 10 dias, para esto se acondiciond el mini tunel para reducir la intensidad
de luz y aumentar la humedad relativa como una pequefia cdmara hermética artesanal (Figura
1), esto permitié la cicatrizacion del injerto y gradualmente se fue aumentando la luminosidad
y temperatura respectivamente para aclimatizar y crear condiciones normales de ambiente para

el momento del trasplante (Villasana-Rojas, 2010).

27



Figura 1: Camara artesanal post injertacion.

Durante el proceso de climatizacion (20 dias) los cultivares injertados recibieron el manejo
nutricional y de enfermedades, se hicieron aplicaciones de 20-20-20 soluble para estimular el
desarrollo de las plantulas, igualmente se realizaron aplicaciones de insecticidas y fungicidas de
manera preventiva una vez por semana aplicando Imidacloprid a razén de 2 g L y de Python
24 ECarazénde 1 ml L™,

El periodo de manejo y levantamiento de la informacion duro 30 dias después del proceso de
injertacion, es importante mencionar que por razones de levantamiento de datos se dejo este
tiempo los cultivares injertados en el micro tunel, pero se logré observar que a partir de los 15

después de injertadas los materiales injertados se podian trasplantar a campo definitivo.

4.2.4. Evaluacion de cultivares injertados en patrones tolerantes a R. solanacearum
La evaluacion de los cultivares injertados en patrones tolerantes a R. solanacearum se realizd
en el Campus Agropecuario de la UNAN Ledn en el periodo de enero a marzo del 2018, el

ensayo se desarrollo en la época de verano, periodo donde se reportan altas temperaturas en
rangos de 30 °C a 36°C y baja humedad relativa inferiores al 35% (Barcenas et al., 2017)
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El proposito de esta etapa es exponer los cultivares injertados a la inoculacién de la bacteria
Ralstonia solanacearum causante de la marchitez bacteriana en tomate y determinar el
comportamiento de los cultivares, para esto realizamos una investigacion similar a la etapa | de

campo como una investigacion cuasi experimental.

Se utilizé un Disefio Completamente Aleatorio (DCA), con 4 tratamientos, cada uno con 3
repeticiones, para un total 12 unidades experimentales, cada unidad experimental estaba
compuesta por 10 plantas las que se establecieron en maceteros, en total se utilizé una poblacién
de 120 plantas.

El estudio se realizé en casa malla ubicado al Este del Centro Nacional de Referencia en
Agroplasticultura (CNRA) UNAN Ledn, cuenta con un area total de 640 m?, el area (til para el
establecimiento del ensayo consta de 180 m?, con dimensiones de 40 m de largo y 4.5 m de

ancho. Los tratamientos evaluados fueron:

T1: B+SH (Berenjena+Shanty)

T2: B+P (Berenjena+Pony express)

Ts: T+SH (Tomate INTA L7+Shanty)

T4 T+P (Tomate INTA L7+Pony express)

Se muestrearon 75 plantas lo que representa el 62.5% del universo, por repeticion se
muestrearon 6 plantas para un total de 72 unidades de medida. El nimero de plantas a muestrear

se calculé mediante la formula para poblaciones finitas (Normas APA, 2016)

(1)
ez*(N—1)+Z2(1—§)*pq

Donde, n = numero de muestras; N = total de la poblacién; p = proporcion esperada (para este
caso 0.5); q = 1-p; Z (1-0/2) = 1.96 (constante); e = precision (en este caso necesitamos un 3%
00.03)
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El trasplante se realizé a los 30 dias después de injertadas las plantas. Las maceteras utilizadas
se llenaron de suelo esterilizado previamente en un horno artesanal a temperaturas maximas de
98°C. El suelo se humedeci6 previo al trasplante para evitar estrés en las plantulas. Antes de
poner las plantulas en el orificio se aplicd una solucion arrancadora, a base del fertilizante 18-
46-0 en dosis de 0.3 libras de la formula disuelta en 10 litros de agua para la estimulacion del

desarrollo radicular (Fintrac, 2000).

La reproduccion de las colonias de la cepa de Ralstonia solanacearum se realiz6 en el
Laboratorio de fitopatologia de la UNAN Ledn. Se buscé obtener una solucion bacteriana en
concentracion de 108 unidades formadoras de colonias (UFC); la concentracion se determind
por el grado de turbidez de la solucion y en total se prepararon 6000 ml de la suspension
bacteriana. La inoculacion de la cepa de Ralstonia solanacearum se realiz6 cinco dias después
del trasplante, haciendo cortes en la base de las plantas con cuchillas desinfectadas, generando
lesiones radiculares para asegurar la introduccion y presencia de la bacteria en las plantas. Por
cada macetera se inocularon 50 ml de la solucién bacteriana (Hernandez-Garboza y Bustamante-
Rojas, 2001).

4.3. Variables evaluadas en etapa de campo

Las variables evaluadas se separaron en base a las etapas de investigacion desarrolladas.

4.3.1. Comportamiento de patrones tolerantes y evaluacién de cultivares injertados

a) Alturade la planta: se midi6 desde la base del tallo hasta el apice terminal de la planta en
cm, utilizando cINTA métrica de 5 metros, la toma de datos de esta variable se inici6 a los

7 dias después de trasplante hasta los 62 dias después de transplante.
b) Diémetro del tallo: se midio la base del tallo en mm, utilizando un vernier o pie de rey, la

toma de datos de esta variable se inicio a los 7 dias después de trasplante hasta los 62 dias

después de transplante.
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d)

f)

9)

Numero de hojas: se conto desde la primera hoja del estrato inferior de la planta hasta el
apice de la planta, la toma de datos de esta variable se inici6 a los 7 dias después de
trasplante hasta los 62 dias despues de transplante.

Racimos flores: se conto el nimero de flores a partir del trasplante, la toma de datos de
esta variable se inici6 a los 7 dias después de trasplante hasta los 62 dias después de
transplante.

NuUmero de frutos: se contd el nimero de frutos y fue acumulativo hasta los 62 dias

después de trasplantadas las plantas injertadas.

Incidencia: se cuantifico el numero de plantas enfermas expresada en porcentaje mediante
la férmula (Castafio, 1989):

) ) Numero de plantas enfermas
Incidencia = x 100
total plantas evaluadas

Severidad: se midio el area de tejido de la planta afectado por la enfermedad mediante la
férmula (Castafio, 1989):

) Y, numero de plantas x grado
Severidad = — x 100
Numero de plantas evaluadas x grado mayor

Para evaluar la severidad de la marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum se

utilizo la escala propuesta por Arteaga y Avendaiio (2004) (Cuadro 1).

31



Cuadro 1. Escala de severidad de la marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum
en tomate, basada en su sintomatologia (Arteaga y Avendafio, 2004).

Valor de la Descripcion Caracteristicas
escala
0 Severidad nula Sin presencia de sintomas
1 Severidad baja Presencia de epinastia en hojas
2 Severidad media Epinastia y pérdida de turgencia de las hojas
3 Severidad alta Decaimiento generalizado (marchites)
4 Severidad muy alta ~ Muerte de la planta

Grado 0

Grado 2 Grado 3 Grado 4

Figura 2. Escala de severidad de la enfermedad: se estimard mediante la escala desarrollada por
Kempe y Sequeira (1983), citado por (Arteaga & Avendario, 2004).

h) Area bajo la curva del progreso de la enfermedad: se midio el avance de la enfermedad
en el tiempo, ademas de su efecto acumulativo en el cultivo, mediante la formula (Shaner
y Finney, 1977)

n—1( n )
ABPCE = z % (tieg — )
i

Donde, ABCPE = area bajo la curva de progreso de la enfermedad; yi = indice de severidad de
la lectura anterior; yi+1 = indice de severidad de la lectura actual; ti+1 = dias después del trasplante
de la lectura actual; t; = dias después del trasplante de la lectura anterior
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La recoleccion de datos se realizo dos veces por semana para las variables fenologicas. Para la
variable de incidencia y severidad los datos se recolectaron diarios de lunes a viernes. De manera
paralela se levantaron los pardmetros climaticos de temperatura y humedad relativa. Todos los
datos se iniciaron a tomar 24 horas después de la inoculacion de la cepa de la bacteria Ralstonia

solanacearum.

4.3.2. Variables evaluadas en las dos técnicas de injertacion

a) Porcentaje de prendimiento: nimero de plantas que sobreviven después del proceso
de injertacion, se evalu6 de manera acumulativa en el tiempo, a partir de los cinco dias

después de injertado.

b) Altura: se midié desde la base del tallo hasta el apice terminal de la planta en cm,
después del proceso de injertacion (cinco dias despues), en general el portainjerto se
corto después de las dos hojas cotileddneas y las yemas de los hibridos a injertar se cort6

antes de las dos hojas cotiledoneas, aproximadamente entre 8 -10 cm de altura.

c) Numero de hojas: total de hojas que desarrollo la planta después del proceso de
injertacion, a cada yema injertada se les dejo las dos ultimas hojas, esto fue un indicador
para determinar la efectividad y desarrollo del injerto, esta medicion se realizé hasta los

30 dias después de injertados.

La recoleccion de datos se realiz6 diario a partir de los 5 dias después de injertados para la
variable porcentaje de prendimiento y para las variables fenoldgicas se tomaron los datos dos
veces por semana. De manera paralela se registraron los parametros climaticos de temperatura

y humedad relativa.

4.4. Analisis de los datos

Todas las variables evaluadas en este estudio fueron sometidas a un andlisis de varianza

(ANDEVA). En el caso de las variables de incidencia y severidad, antes de proceder con
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cualquier tipo de analisis estadistico, se realizd una transformacién de los datos de incidencia y

severidad con el fin de satisfacer los criterios de normalidad requeridos para el analisis de

. o . ] y (%) .
varianza (ANDEVA). La incidencia se transform¢ al arcoseno ===y la severidad se

transformé a la VvSMB + 0.5, donde y (%) es la incidencia de las enfermedad (Ralstonia
solanacearum) y SMB es el valor en la escala de la severidad de Ralstonia solanacearum (Quinn
& Keough, 2009).

Posteriormente los datos se pasaron al programa estadistico Infostat version 2008, para
determinar el efecto de la media de los tratamientos evaluados, considerando el error
experimental de las pruebas y el coeficiente de variacion de las mismas. A través del andlisis de
varianza se determin0 si las variables evaluadas presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados, ademas se aplico la prueba de rangos multiples de Tukey con un nivel

de significancia de 95%.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Aislamiento e identificacion de la cepa de Ralstonia solanacearum

Mediante el medio especifico diferencial de cloruro de tetrazolium (TZC) descrito por Kelman
(1954) y citado por (Morales, 2007) se logro aislar cultivos bacterianos puros e identificados
posteriormente como Ralstonia solanacerum mediante las pruebas de caracterizacion cultural,

morfolodgica y prueba fisioldgica.

La cepa aislada present6 un crecimiento superficial lisa con elevacidn convexa de color blanco
cremoso y bordes irregulares; al someterla a reaccion con KOH al 3% present6 un hilo al
suspender el asa y en el medio especifico de TZC hubo crecimiento de colonias de color

cremosas Yy centro rosado (Figura 3).

Figura 3. Crecimiento bacteriano de Ralstonia solanacearum en cloruro de tetrazolium (TZC).

El aislado bacteriano utilizado en la investigacion presenta reacciones positivas en la oxidacion

de cuatros disacaridos (Lactosa, Trehalosa, Maltosa y Celobiosa) y de igual forma en las
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reacciones con dos hexosas alcohdlicas (Dulcitol y Sorbitol), determinando asi, que la cepa de
Ralstonia solanacearum utilizada en el estudio pertenece al biovar Il de la Raza 1. No se
realizaron pruebas para confirmar la raza, pero basandose en el hospedero del aislamiento y la
sintomatologia de la misma se determiné que pertenece a la raza I, de igual forma, la
determinacion de estas, se basa en literatura citada y trabajos similares realizados en las mismas

zonas con cultivos de la misma familia (Cuadro 2).

Cuadro 2. Comprobacion de biovar mediante reacciones a cuatro disacaridos y dos alcoholes.

Pruebas fisioldgicas Biovares

1 2 3 4 5
Utilizacion de disacaridos
Celobiosa - + + - +
Lactosa - + + - +
Maltosa - + + - +
Trehalosa - + + - +
Oxidacion de los alcoholes
Dulcitol - - + + -
Sorbitol - - + + -

Segun el estudio de distribucion y variabilidad de Ralstonia solanacearum realizados en la
misma zona y en los mismos cultivos de solanaceas concluyen que el biovar mas comun en la
zona de Jinotega es el biovar 3 de la raza 1 (Morales, 2007), esto nos confirma que la cepa

utilizada en el estudio es Ralstonia solanacearum raza 1 biovar 3.

5.2. Comportamiento de portainjertos tolerantes a marchitez bacteriana

El andlisis de algunas caracteristicas de crecimiento y desarrollo de los portainjertos utilizados
en esta investigacion suministraron informacion basica de su comportamiento ante la infeccién
causada por Ralstonia solanacearum, informacion que es clave para la seleccion de los mismos.
En este sentido se analiz6 el comportamiento de las variables altura, diametro y numero de hojas

de los tratamientos inoculados con la bacteria y sus respectivos testigos.
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5.2.1. Variables de crecimiento y desarrollo

En el Cuadro 3 se describe el comportamiento de las medias de las variables altura, didmetro y
namero de hojas de los tratamientos evaluados. En general, los tratamientos inoculados con la
bacteria Rasltonia solanacearum presentan valores mayores en comparacion a los tratamientos
no inoculados (testigos), resultados que pueden estar influenciados por el manejo de las planta

y caracteristicas propia de los materiales.

Segun el analisis de varianza realizado para la variable altura, se encontré diferencias
significativas (p = 0.0001; a = 0.05; R? = 0.98; C.V. = 10.17) entre los tratamientos evaluados.
Al comparar las variedades inoculadas con la cepa de Ralstonia solanacerum y las mismas
variedades sin inocular, se observé que las inoculadas alcanzaron mayor altura siendo INTA-
L5-i la que registré la mayor altura con 51.6 cm, seguido de INTA-L7-i con 46.9 cm y el
tratamiento Berenj-i fue la que registrd el menor valor con 27.4 cm; los tratamientos sin inocular

en las tres variedades presentaron menor altura (Cuadro 3).

Cuadro 3. Promedio de altura (cm), diametro (mm) y nimero de hojas en los tratamientos
(variedades de tomate y berenjena) evaluados.

Variable Tratamientos
INTA-L7- INTA-L7- INTA-L5- INTA-L5- Berenj-i Berenj-s
[ S [ S
Altura (cm) 46.9 bc 46.2 b 51.6d 49.2 cd 274 a 25.1a
Didmetro (mm) 75¢C 7.4 bc 6.9a 7.1ab 7.4 bc 6.8a
NUmero de hojas 23 bc 22 be 24 cd 26d 21 ab 20 a

En lo que respecta al didmetro, el analisis de varianza determiné que hubo diferencias
significativas (p = 0.0001; a = 0.05; R? = 0.97; C.V. = 8.93) entre los tratamientos. El
comportamiento de las medias en los tratamientos inoculados fue mayor en INTA-L7-i con valor
de 7.5 mm, seguido de Berenj-i con 7.4 mm vy el tratamiento con menor valor de diametro fue
Berenj-s con un valor de 6.8 mm. Si se analizan las variedades de manera independiente con
respecto al factor inoculacion, hay diferencia en relacion a las medias del diametro, ya que las

plantas inoculadas presentan valores mayores en dos de las variedades, en INTA-L7 y
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Berenjena. En la variedad INTA L5 el comportamiento fue lo contrario, el valor mas alto se da

en INTA-L5-s con 7.1 mm en comparacion al INTA-L5-i que registro 6.9 mm (Cuadro 3).

En cuanto al nimero de hojas, el analisis de varianza determiné que existen diferencias
significativas (p = 0.0001; a = 0.05; R? = 0.96; C.V. = 16.85) entre los tratamientos. En la
variedad INTA-L5-s se registraron 26 hojas, seguido del tratamiento INTA-L5-i con 24 hojas;
el tratamiento con menor numero de hojas fue el Berenj-s con un valor de 20 hojas (Cuadro 3).

En general esta caracteristica de desarrollo vegetativo estd directamente relacionada al
comportamiento propio de las variedades o cultivares, la inoculacion de la cepa de Ralstonia

solanacearum no influye estadisticamente en el comportamiento de las variables evaluadas.

5.2.2. Incidencia de marchitez bacteriana en los tratamientos inoculados

Solo se analizaron los tratamientos inoculados con la cepa de Ralstonia solanacearum (INTA-
L7-i, INTA-L5-i y Berenj-i) y se obviaron los otros tratamientos porque no tenian inoculo
bacteriano. A través del analisis de varianza se determin6 que existen diferencias significativas
entre los tratamientos (p = 0.0001; o = 0.05; R? = 0.77; C.V. = 159.93) con respecto a la
incidencia de la marchitez bacteriana. El tratamiento INTA-L5-i fue el que registrd el mayor
porcentaje de incidencia con un 14.24%, seguido del tratamiento INTA-L7i con 2.27% vy el
tratamiento que present6 menos incidencia fue Berenj-i con un 0.52%. Entre estos dos Gltimos

no existen diferencias.
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Figura 4. Porcentaje de incidencia de marchitez bacteriana en los tratamientos inoculados con
la cepa de Ralstonia solanacearum.

En Nicaragua no se han hecho estudios de incidencia y tolerancia de estos cultivares frente al
marchitamiento bacteriano causado por Ralstonia solanacearum, por tanto, no se puede hacer
comparaciones con evidencia técnica cientifica, solamente con lo observado en experiencia de
campo, donde estos cultivares (INTA L7 y Berenjena) son menos afectados por la bacteria, bajo

las condiciones del Campus Agropecuario de la UNAN Ledn.

Algunas investigaciones indican que el tomate injertado en patrones de berenjena tuvo una
mayor area foliar, mayor peso seco de raices y tallos y no se infectaron con la bacteria R.
solanacearum (Palada y Wu, 2007). En otro estudio, Zhang et al., (2010) injertaron un cultivar
comercial de tomate en portainjertos de tomate con resistencia a marchitez bacteriana y los
resultados mostraron que los portainjertos de tomate inhibieron efectivamente la propagacion
de la bacteria R. solanacearum en tallos de tomate y, por lo tanto, se redujo sustancialmente la

incidencia de la enfermedad.
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5.2.3. Severidad de marchitez bacteriana en los tratamientos inoculados

El andlisis de varianza para la variable de severidad de los tratamientos inoculados determina
que hay diferencia significativa (p = 0.0001; a = 0.05; R? = 0.77; CV = 166.08) entre los
tratamientos evaluados, pero al analizar la interaccion entre ddi x trat el analisis de varianza
determina que no existe diferencia significativa (p = 0.089; a = 0.05), esto indica que los dias
después de inoculacion no influyen sobre el comportamiento de las medias de la severidad de

cada uno de los tratamiento inoculados.

Todos los tratamientos tienen comportamientos diferentes en relacion a la severidad de la
marchitez bacteriana, el tratamiento Berenj-i es el que presentd menor valor con 0.0 %, seguido
del tratamiento INTA L7i con un valor de 2.18 % y tratamiento INTA L5-i fue el que presento
mayor severidad con 12.06 %, este Gltimo indica que este cultivar es susceptible a la marchitez
bacteriana causada por la cepa de Ralstonia Solanacearum (Figura 5); y no puede ser usado

como patron o portainjerto.
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Figura 5. Porcentaje de severidad de la marchitez bacteriana en los tratamientos inoculados con
la cepa de Ralstonia solanacearum.
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El anélisis de varianza detecto diferencias significativas (p = 0.0001; o= 0.05; C.V. =196.42 y
R% = 0.76) entre tratamientos evaluados con respecto al area bajo la curva de progreso de
Rasltonia solanacearum (ABCPRs), igualmente el andlisis demuestra que hay diferencias
significativas entre las repeticiones de cada tratamiento (p = 0.0001) (Cuadro 4). El valor del
ABCPRs del tratamiento INTA-L5 fue el més alto con 2808.2% dias, el segundo tratamiento
con mayor ABCPRs acumulado de las repeticiones fue INTA-L7 con 524.10%, respecto al
tratamiento de berenjena el ABCP de Ralstonia solanacearum fue cero, la enfermedad no se

presento.

Segun la prueba estadistica de Tukey se forman dos grupos con medias diferentes (Cuadro 4)
siendo el tratamiento INTA-L5i presentd media de 16.72 % significativamente diferente en
relacién al segundo grupo conformado por los tratamientos INTA-L7i (3.12%) y berenjena
(0%).

Cuadro 4. Area bajo de la curva del progreso de Rasltonia solanacearum en tres cultivares de
solanaceas evaluados en el Campus Agropecuario de la UNAN Ledn.

Repeticion Total Media por  Media
tratamient pordia Tuke
Trat 1 2 3 4 AngR 0 ABCPR y
ABCPRs S
:_NSiTA' 749.9 2459 2997 1512.6  2808.2  702.05 16.72 a
:_N7iTA' 283 583 1164 664 5241 131025 3.12 b
Berenji 0 0 0 0 0 0 0 b

Al comparar los diferentes tratamientos en el tiempo dias después de inoculado (ddi), se observd
que en los primeros 9 ddi, la enfermedad tuvo un comportamiento similar en todos los
tratamientos, sin embargo, a partir del dia 10 ddi, en el tratamiento INTA-L5-i inicio el
desarrollo de la enfermedad, con un valor de ABCPRs de 2.075%, a partir de la fecha el ABCP
incremento hasta alcanzar el valor més alto a los 42 ddi con un valor de 78.075%. En relacion
al tratamiento INTA-L7-i la enfermedad se present6 a los 30 ddi con un ABCPRs de 2.075% y
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el valor maximo lo alcanzé a los 35 ddi con un ABCPRs de 21.86%; su comportamiento en el
tiempo no fue progresivo reportando como media entre los dias de medicion de 3.12% muy por
debajo del progreso del ABCPRs de INTA-L5-i que tiene como valor medio diario de 16.72%.

Al analizar las interacciones del ABCPRs entre el ddi x tratamiento el analisis de varianza
demostré que existen diferencias significativas en la interaccion (p = 0.0001; a = 0.05) el
desarrollo de la enfermedad en cada tratamiento inicio en diferentes momentos, siendo el
tratamiento INTA-L5i el primero en desarrollar la enfermedad, lo que indica la susceptibilidad

de este cultivar a la enfermedad marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum.

En general, la inoculacion de la bacteria en los tratamientos de esta etapa demostré que los
cultivares INTA-L7 y berenjena toleran la enfermedad marchitez bacteriana causada por
Ralstonia solanaceraum. Los efectos en estos cultivares fueron nulo (berenjena) y poco
significativo (INTA-L7i) en comparacion al cultivar INTA L5i que fue el cultivar que presentd
mayor grado de incidencia, severidad y ABCPE, indicando que este Gltimo no tolera la
enfermedad y que puede ser mas agresiva si las condiciones ambientales favorecieran mas al
patdgeno. Es importante destacar que el sitio donde se realizo la investigacion no proporciond
las condiciones Optimas para el desarrollo maximo de la enfermedad, ademas, en el pais no
existe informacion de tolerancia de estos cultivares ante esta bacteria. Este estudio es el primero
en evidenciar con datos cuantitativos la tolerancia de estos cultivares ante la marchitez causada

por Ralstonia solanacearum y que puede servir para futuras investigaciones.

5.3. Evaluacidn de dos técnicas de injertacion en el cultivo de tomate

Segun el andlisis de varianza hubo diferencias significativas (p = 0.0001; a = 0.05; C.V. = 14.70
y R? = 0.55), entre los tratamientos evaluados (patron + técnica de injertacion); el mayor
porcentaje de prendimiento o sobrevivencia se observé cuando se utiliz6 como patron berenjena
mediante la técnica de pua (B+P) con un 92%, seguido del tratamiento de berenjena con la
técnica de empalme con un 86%. Esto indica que la berenjena es una especie de planta que por
sus caracteristicas morfoldgicas del tallo y raices es adecuado para ser usado como portainjerto

para cualquier tipo de solanaceas. El tratamiento que presenté menor porcentaje de prendimiento
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fue el portainjerto tomate INTA-L7 mas la técnica de empalme con un 74% de sobrevivencia
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Porcentaje de prendimiento o sobrevivencia de portainjertos utilizando dos técnicas
de injertacion, bajo las condiciones ambientales del Campus Agropecuario de la UNAN Ledn.

- Técnica de injertacion
Portainjerto

Empalme Pua
Berenjena 86% b 92% ¢
Tomate INTA L7 74% a 83% b

En la Figura 6 se describe el comportamiento de sobrevivencia de los injertos utilizando dos
técnicas y dos portainjertos tolerantes a la marchitez bacteriana. Los registros de sobrevivencia
se tomaron a partir de los 5 dias después de injertados, siendo los tratamientos cuyo portainjerto
era berenjena los que iniciaron con mejores promedios de sobrevivencia en comparacion a los
tratamientos cuyo portainjertos era tomate (INTA-L7). Este comportamiento se mantuvo
constante para el tratamiento de berenjena mas la técnica de Pua (B+P) que a partir de los 10
dias después de injertados se equilibro la sobrevivencia con un porcentaje de 90%, los otros tres
tratamientos siguieron bajando los porcentajes de sobrevivencia hasta llegar a los 27 dias donde
el tratamiento cuyo portainjerto era tomate (INTA-L7) mas la técnica de empalme obtuvo los

porcentajes mas bajos con 61%.
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Figura 6. Sobrevivencia de injertos, utilizando dos técnicas de injertacién y dos portainjertos
bajo las condiciones ambientales del campo agropecuario de la UNAN Leon.

El andlisis de varianza determind que existen diferencias significativas (p = 0.0001; o = 0.05),
en los porcentajes de sobrevivencia de los hibridos injertados en los dos portainjertos tolerantes
y utilizando las dos técnicas de injertacion. Los injertos del hibrido Shanty utilizando la técnica
de pua y empalme en el portainjerto berenjena obtienen los mayores porcentajes de
sobrevivencia llegando a un 99% (técnica de pua) y un 90% (técnica de empalme)
respectivamente. Entre ambos tratamientos hubo diferencias significativas segun la prueba de
Tukey. Igualmente, el hibrido Shanty injertado en portainjerto de tomate (INTA-L7) obtiene un
alto porcentaje de sobrevivencia (90%). En general, los mejores resultados de sobrevivencia se
dan con las yemas de Shanty, quizas se deba a que es un hibrido adaptado a condiciones
climaticas similares a las del Campus agropecuario de la UNAN Leo6n donde se realizd la

investigacion (Cuadro 6).

En cuanto a las yemas del hibrido Pony express, los mejores resultados de sobrevivencia se
obtuvieron utilizando como portainjerto la berenjena y la técnica de pla con un valor de 85%

de sobrevivencia. Las yemas de Pony Express injertadas en tomate (INTA-L7) presentaron
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porcentajes de sobrevivencia de 64% utilizando la técnica de empalme y un 77% utilizando la

técnica de pua (Cuadro 6).

Cuadro 6. Porcentaje de prendimiento (sobrevivencia) de dos hibridos injertados utilizando dos
técnicas de injertacion y dos portainjertos, bajo las condiciones ambientales del campo
agropecuario de la UNAN Ledn.

Tratamiento Patrén Técnica Hibrido Prendimiento (%)
T+E+P Tomate INTA L7 Empalme Pony 64 a
T+P+P Tomate INTA L7 Pua Pony 77b
B+E+P Berenjena Empalme Pony 82 bc

T+E+SH Tomate INTA L7 Empalme Shanty 84 bc
B+P+P Berenjena Pla Pony 85 bc
T+P+SH Tomate INTA L7 Pua Shanty 90c
B+E+SH Berenjena Empalme Shanty 90c
B+P+SH Berenjena Pla Shanty 99 d

Al analizar la sobrevivencia en el tiempo (Figura 7) se observa que el hibrido Shanty injertado
en el portainjerto de berenjena con la técnica de puUa, presenta una sobrevivencia del 100% hasta
los 20 dias después de injertados, pasando el periodo critico para los materiales injertos que son
los primeros 10 dias después del proceso de injertacién. Segun (Rojas, 2010) en investigaciones
similares realizadas en tomate en Nuevo Ledn, México, afirma que el mayor porcentaje de
mortalidad en los injertos de tomates se da en los primeros 10 dias después de injertacion y que
durante este periodo es necesario mantener alta humedad relativa y baja luminosidad para evitar

deshidratacion de las yemas injertadas.
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Figura 7. Comparacion de la sobrevivencia de dos hibridos injertados, utilizando dos técnicas
de injertacion y dos portainjertos diferentes bajo las condiciones ambientales del campo
agropecuario de la UNAN Leodn.

Durante este periodo critico las yemas del hibrido Pony Express, injertadas en tomate con la
técnica de pua y empalme (T+P+P; T+P+E) presentan un descenso pronunciado de la curva de
sobrevivencia, seguido siempre del hibrido Pony express injertado en berenjena con la técnica
de pta (B+P+P), esto se debe a que el hibrido Pony express presenta mejores resultados de
desarrollo en zonas de mayor altitud y menor temperatura, quizas estos factores influyeron en
que las yemas se deshidratan y no pegaran en los porta injertos, en las condiciones donde se
desarroll6 el ensayo.

A los 27 dias después del registro de sobrevivencia, se observo que las yemas del hibrido Pony
Express injertadas en tomate con la técnica de pla, presentd el menor porcentaje de
sobrevivencia con un valor de 50% y el de mayor sobrevivencia fue el hibrido Shanty injertado
en el portainjerto de berenjena con la técnica de pua (B+SH+P) obteniendo un valor de 97% de

sobrevivencia.
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Los resultados demuestran que la berenjena como patron registré una media de sobrevivencia
de 89.16 seguido de tomate INTA-L7 con un valor de 78.78; en cuanto a los hibridos evaluados
Shanty registro los valor més altos en sobrevivencia con una media de 90.89 seguido de Pony
con 77.04; al analizar las técnicas de injertacion utilizadas se reporta que la técnica de Pua
presento una media de 87.82, superior a las obtenidas en la técnica de Empalme de 77.04, esto
se debe a la fijeza y contacto que tienen las yemas en los porta injertos, que es superior con la

pla (Cuadro 7).

Para este estudio, el analisis de las interacciones fueron claves para determinar técnicamente la
forma y método mas adecuado para injertar hibridos de tomate bajo las condiciones del Campus
Agropecuario de la UNAN Ledn; al tomar la interaccion de patron x técnica se reporta que la
interaccion berenjena x empalme obtiene la mayor media de sobrevivencia con un valor de
92.21 seguido de la berenjena x pua con un valor de 86.1; la interaccion que registro medias

bajas fue tomate x empalme con un valor de 74.13 (Cuadro 7).

Cuadro 7. Andlisis de las medias de prendimiento (sobrevivencia) desde diferentes parametros

Parametro Descripcion Media
Patrén Tomat_e 78.78 a
Berenjena 89.16 b

. Pony 77.04 a
Hibrido Shanty 90.89 b
Técnica Empalme 80.11a
Pua 87.82b

Tomate x Empalme 7413 a

Patrén x Técnica Tomate x Pua 83.43b
Berenjena x Pua 86.1b

Berenjena x Emplame 92.21c

La berenjena es el factor mas relevante dentro de las interacciones analizadas, en todas las
interacciones donde esta el factor berenjena, se reportan los valores mas altos de sobrevivencia.
En el caso del hibrido Shanty, no importando la técnica de injertacion este registra los valores
superiores, Shanty es un hibrido que se adapta mas a las condiciones calientes en comparacion

al hibrido Pony Express que es mas apto para zonas intermedias y temperaturas moderadas. Este
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ultimo hibrido en el estudio registro los menores valores de sobrevivencia, bajo las condiciones
del Campo Agropecuario de la UNAN Leon, esto no quiere decir que bajo otras condiciones de

menor temperatura los porcentajes de sobrevivencias sean superiores.

En cuanto al comportamiento de las variables fenologicas se determind que los tratamientos
cuyo portainjerto (patron) era berenjena las yemas presentaron mayor crecimiento en
comparacion a los porta injertos de tomate, podemos considerar que las caracteristicas
morfologicas de la berenjena influye sobre el desarrollo de las yemas de tomate, esta presenta
mayor crecimiento radicular y por tanto la planta sustrae mayor cantidad de agua y nutrientes

que son aprovechados por el injerto (yema) (Figura 8).
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Figura 8. Altura promedio (cm) de yemas de tomates injertadas en dos portainjertos diferentes
con dos técnicas de injertacion, bajo las condiciones ambientales del Campo Agropecuario de
la UNAN Ledn.

En cuanto al nimero de hojas emitidas después del proceso de injertacion se determind que a
partir de los 17 dias de injertados las yemas iniciaron a emitir hojas, siendo los tratamientos
cuyo portainjerto era berenjena los que emitieron en menor tiempo el mayor nimero de hojas
en comparacion a los tratamientos que tenian como porta injerto tomate (INTA-L7) que

presentaron el menor nimero de hojas (Figura 9).
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Figura 9. Numero de hojas de yemas de tomates injertadas en dos portainjertos diferentes con
dos técnicas, bajo las condiciones ambientales del campo agropecuario de la UNAN Leon.

Mediante el analisis de varianza para las variables altura y nimero de hojas se reporta que existe
diferencia significativa; para la altura (p = 0.0001; a = 0.05; C.V. = 24.11; R?= 0.83), las yemas
Ccuyo portainjerto es berenjena presentaron medias superiores con valores entre 10.57 cmy 11.38
cm y la menor altura la present6 los injertos cuyo patron era tomate con el método de empalme

y pua con 6.54 cm y 6.85 cm respectivamente.

Para el nimero de hojas el anlisis de varianza demuestra que hay diferencia significativa entre
los tratamientos (p = 0.0001; a = 0.05; C.V. = 4 .88; R? = 0.97); los injertos donde se utiliz6
patrones era berenjena presentaron el mayor nimero de hojas con promedios de 5.62 para el
tratamiento berenjena més el hibrido Shanty con el método de pua (B+P+S) y 5.48 para el
tratamiento berenjena mas el hibrido Pony con el método de pua (B+P+P); siempre los
tratamientos donde el patrén era tomate registraron los datos inferiores en relacién al nimero

de hojas con valores de 3.91 hojas en promedio (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Comparacion de medias de la variable altura y nimero de hojas de los cultivares de
tomate injertados en patrones tolerantes a Ralstonia solanacearum, bajos las condiciones
ambientales del Campus Agropecuario de la UNAN Leon

Patréon +Técnica + Hibrido Medias

T+E+P 6.54a
T+P+P 6.85a
T+P+S 8.68 ab
T+E+S 8.74 ab
Altura B+E+P 9.78 bc
B+P+P 10.57 be
B+P+S 10.89 bc
B+E+S 11.38¢
T+E+P 391a
T+E+S 4.62b
T+P+P 4.91c
) _ B+E+S 5.19d
Numero de hojas T+P+S 5.41 bc
B+E+P S45¢
B+P+P S48e
B+P+S S62e

5.4. Evaluacidn de cultivares injertados en portainjertos tolerantes

Se evaluaron dos cultivares (Shanty y Pony express) susceptibles a marchitez bacteriana
injertados en dos portainjertos (patrones) tolerantes a la enfermedad y se evalu6 el
comportamiento de algunas caracteristicas de crecimiento y desarrollo de los cultivares

injertados y de intensidad de la enfermedad marchitez bacteriana.

5.4.1. Parametros de crecimiento y desarrollo

Mediante el andlisis de varianza al 95% de confiabilidad se determind que para la variable altura,
hay diferencia significativa (p = 0.0001; C.V. = 4.44; R? = 0.99; a.= 0.05) entre los tratamientos
evaluados y segun Tukey (Cuadro 9) se forman cuatro grupos diferentes; el tratamiento que
registra el valor mas alto fue el T+Shanty con 48.63 seguido de B+Pony con 46.09 cm de altura
y el menor valor lo registra el T+Pony con 41.93; podemos decir que las yemas del hibrido

Shanty tienen mejor desarrollo en el portainjerto de Tomate a las yemas del hibrido de Pony,
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esto quizas se deba las condiciones climaticas y caracteristicas propias del hibrido como

adaptacion a zonas calientes y mayor desarrollo vegetativo.

Sin embargo, al analizar el crecimiento de las yemas de los dos hibridos utilizando como porta
injerto berenjena, el hibrido Pony Express presenta mejor desarrollo (46.9 cm) en comparacion
a Shanty que presentd 43.71cm. En el numero de flores estadisticamente hay diferencias
significativa (p = 0.0001; a = 0.05; C.V.=50.61; R?=0.73) y segln la prueba de Tukey (Cuadro
9) se forman dos grupos con medias diferentes; los tratamientos B+Shanty; T+Shanty y T+Pony
con medias estadisticamente iguales con valores de 1.79 a 2.39 flores y el tratamiento con mayor
namero de flores es el B+Pony con un valor de 3.28, estas medias no reflejan el potencial
productivos de estos hibridos, ambos son de crecimiento determinado y como se establecieron
en maceteros esto pudo limitar el desarrollo de la planta, por crecimiento limitado de las raices
y absorcion de nutrientes. Estos datos también se verifican con el nimero de frutos que estan

por debajo de los parametros normales segin informacion técnica de estos hibridos.

En relacion al comportamiento del nimero de frutos existe diferencia significativa entre los
tratamientos evaluados (p = 0.0001; a.=0.05; C.V. = 26.61, R? = 0.92), el tratamiento con mayor
namero de frutos fue el B+Pony con un valor de 7.29 y por debajo de los tratamientos T+Shanty,
B+Shanty y T+Pony; este ultimo con un valor de 3.11 frutos (Cuadro 9).

En la figura 10 se describe el comportamiento en el tiempo de la altura de la planta de dos
cultivares de tomate injertados en porta injertos tolerantes a una cepa de Ralstonia
solanacearum; esta evaluacion se desarroll6 en un periodo de 55 dias, donde se observo desde
un principio que los tratamiento de T+Shanty y B+Pony presentaron mayor crecimiento hasta
los 41 dias después de trasplante, a partir de esta fecha el crecimiento se frena para los cultivares
que de Pony express, esto coincide con el cambio de etapa fenoldgica, las plantas entran en
proceso de formacion de frutos, a partir de esta fecha los cultivares de Shanty mantuvieron su
crecimiento, esto se debe a que este cultivar es extremadamente productiva, Planta fuerte y
tolerar condiciones climéticas extremas; la fructificacion es més tardia en comparacion al
hibrido Pony express, este Gltimo es una planta precoz y compacta de alto rendimiento y
adaptable a muchas condiciones agroclimaticas (Hortalizas.com, 2017).
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Cuadro 9. Comparacion de medias para las variables altura, nimero de flores y nimero de frutos
de los cultivares de tomate injertados en patrones tolerantes a una cepa de Ralstonia
solanacearum, bajos las condiciones ambientales del Campus Agropecuario de la UNAN Ledn.

70
60
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40

Altura (cm)

30
20

10

Variable Tratamientos Medias
T+Pony 4193 a
B+Shanty 43.71Db
Altura B+Pony 46.00 ¢
T+Shanty 48.63d
B+Shanty 1.79 a
, T+Shanty 2.18 a
Numero flores T+Pony 5394
B+Pony 3.28b
T+Pony 311a
. B+Shanty 3.56 ab
Numero de frutos

. . T+Shanty 3.82b
B+Pony 7.29C
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Figura 10. Comportamiento de la variable altura de dos cultivares de tomate injertados en
patrones tolerantes a una cepa de Ralstonia solanacearum bajos las condiciones del Campus
Agropecuario de la UNAN Leon.
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El comportamiento de la floracion (Figura 11) los tratamientos evaluados fueron variables, hubo
fluctuaciones en el niamero de racimos florales de los dos cultivares injertados en dos porta
injertos tolerantes a una cepa de Rasltonia solanacearum, todos los tratamientos iniciaron su
floracién a los 7 dias después de trasplantado, pero el tratamiento berenjena mas Pony express
(B+Pony) present6 el mayor niumero de racimos florales desde el inicio de la etapa llegando a
obtener el mayor numero de flores a los 27 dias después de trasplantado con un valor promedio
de 7.7 racimos de flores. El tratamiento INTA L7 mé&s Pony (T+Pony) presentd un
comportamiento similar con un valor de 7.1 racimos de flores, los dos tratamientos cuya yema
de crecimiento era el cultivar Shanty los promedios de racimos florales en el tiempo se
mantuvieron por debajo de Pony. Todos los tratamientos logran los puntos maximos de numero
de flores entre los 27 y 34 dias después de trasplantado, a partir de ese periodo la curva decrece,
sin embargo, los tratamientos cuya yema de crecimiento era Shanty presentan un repunte en la

floracién a los 55 dias después de trasplantado.
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Figura 11. Comportamiento de la variable numero de flores de dos cultivares de tomate
injertados en patrones tolerantes a una cepa de Ralstonia solanacearum bajos las condiciones
del Campus Agropecuario de la UNAN Leon.
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En la Figura 12 se describe el comportamiento de nimero de frutos acumulados de los dos
cultivares injertados en dos porta injertos tolerantes a una cepa de Rasltonia solanacearum;
durante el periodo de evaluacion de esta etapa, el tratamiento berenjena mas Pony (B+Pony)
presentd mayor nimero de frutos logrando obtener como promedio maximo 13.7 frutos por
planta a los 62 dias después de trasplante, en este tratamiento la formacion de frutos se anticipd
5 dias en relacién a los otros tres tratamientos que iniciaron la formacion de fruto a los 16 dias
de trasplantados, estos tres tratamientos tuvieron un comportamiento similar en el nimeros de
frutos hasta los 48 dias, donde el tratamiento Tomate mas Pony (T+Pony) disminuye el nimero
de frutos en relacion a los tratamientos T+Shanty y B+Shanty, practicamente el nimero de frutos
de estos dos ultimos fueron similares, no hay diferencias en cuanto los porta injertos utilizados,
llegando a los 62 dias con 9 frutos acumulados en promedio, el menor valor los obtuvo el

tratamiento T+Pony con un valor acumulativo de 7.1 frutos por planta.

El bajo nimero de frutos obtenidos en los tratamientos se deben a diferentes factores
principalmente al establecimiento en maceteros y a las temperaturas que se presentaron en la
casa malla, el ensayo se establecio en el periodo donde se reportan las temperaturas mas altas,
esto mas la poca fertilizacion utilizada influyo en la poca produccion. Segan la FHIA (2011),
una planta de tomate Pony express bajo condiciones adecuadas puede producir entre 44 a 50
frutos en promedio y una planta de Shanty puede producir entre 34 y 40 frutos en promedio,
datos que estan por encima de los reportados en la investigacién, considerando que es necesario
evaluar estos materiales injertados a campo abierto y con un manejo agronémico y nutricional

adecuado para ver si hay cambios en los rendimientos.
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Figura 12. Comportamiento del nimero de frutos de dos cultivares de tomate injertados en
patrones tolerantes a una cepa de Ralstonia solanacearum bajos las condiciones del Campus
Agropecuario de la UNAN Ledn.

5.4.2. Incidencia de marchitez bacteriana en los tratamientos inoculados

La sintomatologia de marchitamiento bacteriano inicio a presentarse a partir de los 31 después
de trasplantada o bien a los 26 DDI, siendo los tratamientos cuyo porta injerto (patron) era
tomate los que presentaron los primeros sintomas con un 3.3 %, el tratamiento S+Shanty
presentd la mayor incidencia en relacion a los otros tratamientos, este logré obtener a los 63 dias
un porcentaje de incidencia de 36.7%; sin embargo, el tratamiento S+Pony presento tendencia
similar en el tiempo llegando a obtener un promedio de 30% de incidencia a los 63 dias después
del registro de incidencia. En los tratamientos cuyo portainjerto era berenjena, la sintomatologia
se presento mas tarde, a los 52 dias después de trasplante o a los 47 DDI y la incidencia para los

B+Pony y B+Shanty oscilaron entre 3.3 y 6.7 % respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Comportamiento de la incidencia de dos cultivares de tomate injertados en patrones
tolerantes a una cepa de Ralstonia solanacearum bajos las condiciones del Campus
Agropecuario de la UNAN Ledn.

Mediante el analisis de varianza determinamos que existe diferencia significativa (p = 0.0001;
CV=117.50; R?=0.65 y a = 0.05) entre los tratamientos, segin la prueba de comparacion de
medias de Tukey (Cuadro 10), existen dos grupos diferentes significativamente, los tratamientos
B+Pony y B+Shanty presentan los menores porcentajes de incidencia con 0.98 % y 1.18 %
respectivamente y son estadisticamente iguales, pero diferentes en relacion a los S+Pony y
S+Shanty que presentaron medias de 9.22 % y 12.16 entre estos dos Gltimos tratamientos las
medias no presentan diferencias significativas; los porcentajes de incidencia aumentaron a
medida que la planta cambiaba de etapa fenoldgicas, paso de desarrollo vegetativo a la etapa de
floracion y fructificacion.
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Cuadro 10. Comparacion de medias segun Tukey para la incidencia de la enfermedad de dos
cultivares de tomate injertados en patrones tolerantes a una cepa Ralstonia solanacearum bajos
las condiciones del Campus Agropecuario de la UNAN Le6n.

Tratamiento Media
B+pony (Berejena + Pony) 0.98 a
B+ Shanty (Berenjena + Shanty) 1.18 a
S+pony (Tomate INTA L7 +Pony) 9.22b
S+Shanty (Tomate INTA L7 +Shanty) 12.16 b

5.4.3. Severidad de marchitez bacteriana

Para evaluar la severidad se tomaron mediciones en plantas fijas, esto permitié valorar el
porcentaje de avance de la severidad en el tiempo (figura 14), practicamente los promedios del
porcentaje de severidad de los tratamiento B+Pony y B+Shanty fue de O sin presencia, en
cambio el comportamiento de los tratamientos S+Shanty y S+Pony express fueron diferentes,
el porcentaje de severidad de la plantas infestada en estos tratamientos fueron creciendo
linealmente, los porcentajes de severidad del tratamiento S+Shanty se mantuvieron siempre por
encima del tratamiento S+Pony, obteniendo a los 63 dias después de trasplante los valores
méaximos de severidad de 75% para el tratamiento S+Shanty y 66.7% para el tratamiento

S+Pony.
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Figura 14. Comportamiento de la severidad de la enfermedad de dos cultivares de tomate
injertados en patrones tolerantes a una cepa de Ralstonia solanacearum bajos las condiciones
del Campus Agropecuario de la UNAN Leon.

El analisis de varianza determind que existe diferencia significativa (p = 0.0001; o. = 0.05; CV
=0.99; R?=64.90) entre los tratamientos evaluados y segin la prueba de comparacion de medias
de Tukey (Cuadro 11). Los tratamientos B+Pony y B+Shanty presentaron 0.0% de severidad
respectivamente en ambos tratamientos y son estadisticamente iguales, pero diferentes en
relacién al tratamiento S+Pony que presentd un promedio de severidad de 15.03% vy del

tratamiento S+Shanty que present6 el mayor porcentaje de severidad de 18.30%.

Cuadro 11. Comparacion de medias segun Tukey para la variable severidad de la enfermedad
de dos cultivares de tomate injertados en patrones tolerantes a una cepa de Ralstonia
solanacearum bajos las condiciones del Campus Agropecuario de la UNAN Leon.

Tratamiento Media
B+Shanty (Berenjena + Shanty) 0.0a
B+Pony (Berejena + Pony) 0.0a
S+Pony (Tomate INTA L7 +Pony) 15.03 b
S+Shanty (Tomate INTA L7 +Shanty) 18.30 c
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5.4.4. Areabajo la curva del progreso de la enfermedad

El analisis de varianza detect6 diferencias significativas (p = 0.0001; o = 0.05; CV=4745y
R2=0.98) entre tratamientos evaluados con respecto al area bajo la curva de progreso de
Rasltonia solanacearum (ABCPRS) (Cuadro 12). El valor del ABCPE del tratamiento S+Shanty
presento el mayor acumulado de la enfermedad con 2929%, el segundo tratamiento con mayor

ABCPE acumulado fue S+Pony con 829%. En el tratamiento de berenjena el ABCPE fue cero.

Cuadro 12. Area bajo de la curva del progreso de Rasltonia solanacearum de cultivares de
solanéceas injertados en dos portainjertos tolerante a la bacteria

Repeticion Media por Media
Tratamientos 1 5 3 Total ABCPRs tratamiento pordia  Tukey
ABCPRs ABCPRs
B+Pony 0 0 0 0 0 0.00 c
B+Shanty 0 0 0 0 0 0.00 c
S+Pony 942 829 612 2383 794 49.65 b
S+Shanty 954 1067 908 2929 976 61.02 a

Segun la prueba estadistica de Tukey se forman tres grupos con medias diferentes (Cuadro 12)
siendo el tratamiento S+Shanty el que presentd media de 61.02% significativamente diferente
en relacion al segundo grupo tratamientos S+Pony 49.65% Yy los tratamientos B+Pony y
B+Shanty forman el tercer grupo con media de 0%, la enfermedad no se desarroll6, aunque en

los tejidos habian presencia de la bacteria.

Al analizar las interacciones del ABCPRs entre el ddi x tratamiento el analisis de varianza
demostrd que existe diferencia significativa en la interaccion (p = 0.0001; « = 0.05) el desarrollo
de la enfermedad inicio en diferentes momentos, siendo los tratamientos S+Shanty y S+Pony
los primeros en iniciar la enfermedad, lo que ratifica que el portainjerto de tomate de INTA L7
puede presentar la enfermedad en baja incidencia a como se reporta en la primera etapa de esta

investigacion.
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Figura 15: Comportamiento del ABCPE de dos cultivares de tomate injertados en dos patrones
tolerantes a una cepa de Ralstonia solanacearum bajos las condiciones del Campus
Agropecuario de la UNAN Ledn.

En la Figura 15 se comparan los diferentes tratamientos en el tiempo dias después de inoculado
(ddi), se observé que en los primeros 31 ddi, la enfermedad no se presento, el comportamiento
fue similar en todos los tratamientos, sin embargo, a partir del dia 35 ddi los tratamientos que
tenian como portainjerto Tomate (S+Shanty y S+Pony) iniciaron la enfermedad con promedios
de ABCPRs para S+Shanty y S+Pony de 5.55; para los injertos con portainjertos de berenjena
presentaron un ABCPRs de cero durante el ensayo. EI comportamiento del ABCPE del
tratamiento S+Shanty fue superior durante todo el ciclo del ensayo, en relacién a los otros
tratamientos, al completar la toma de datos a los 63 ddi el tratamiento S+Shanty y S+ Pony
acularon medias de 288.89 y 261.10 respectivamente; entre ambos tratamientos

estadisticamente hay diferencias significativas.

En general la inoculacion de la bacteria Ralstonia solanacearum en los cultivares injertados en
dos portainjertos permitio verificar que el portainjerto de berenjena tolera la enfermedad en
condiciones de casa malla, esto no quiere decir que en suelos infestados por esta bacteria los
resultados de 0% de presencia sean iguales, pero puede ser una alternativa para disminuir los
efectos drésticos de la enfermedad de la marchitez bacteriana causada por Ralstonia

solanacearum.
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VI. CONCLUSIONES

La cepa de Ralstonia solanacearum utilizada en el estudio, se identificd y caracterizo

bioquimica como biovar Ill, raza I.

La variedad berenjena belleza negra presenta mayor tolerancia a la inoculacion artificial de la
bacteria Ralstonia solanacearum; la variedad INTA — L7 presenta una tolerancia intermedia a

la enfermedad; y la variedad INTA-L5 presenta baja tolerancia.

La variedad berenjena belleza negra como portainjerto de yemas de tomate de Pony express y
Shanty es compatible para las técnicas de injertacion evaluadas.

En los tratamientos cuyo portainjerto era berenjena, la incidencia se retardé en comparacion con

los otros tratamientos, mientras que la severidad fue cero en los tratamientos con portainjerto de

berenjena.
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VIl. RECOMENDACIONES

Utilizar en los sistemas de produccion de tomate, la injertacion como opcion de manejo para

disminuir la incidencia de la marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum.
Utilizar berenjena variedad belleza negra como patrén de injertacion de los hibridos de tomate
de alto rendimiento, para disminuir la incidencia de la marchitez bacteriana causada por

Ralstonia solanacearum.

Eliminar las raices adventicias que emiten las yemas injertadas y evitar los aporques excesivos

en campo para que las yemas injertadas no tengan contacto con el suelo.

Realizar evaluaciones economicas de un sistema de produccion de tomate injertados, bajo

condiciones de campo abierto y a un nivel minimo comercial.

Evaluar bajo otras condiciones ambientales (mayor humedad relativa, menor temperatura,

mayor precipitacion) el comportamiento de los portainjertos estudiados en esta investigacion.

Evaluar en los portainjertos el comportamiento de la incidencia y severidad de la marchitez
bacteriana utilizado diferentes cepas de Ralstonia solanacearum.
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IX. ANEXOS

Anexo 1: Puntos de recolectas de plantas con sintomas de marchitez bacteriano (Google earth,
2017).
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Anexo 3: Croquis de campo de la etapa | seleccion de porta injertos tolerantes a marchitez
bacteriana causada por Ralstonia solanacerum.
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Anexo 4: Disefio de campo de las repeticiones por tratamiento.
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Anexo 5: Disefio de campo de evaluacion de cultivares injertados en portainjertos tolerantes a
Rasltonia solanacearum, bajo las condiciones del Campus Agropecuario de la UNAN Leon.
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