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ANEXOS L. 88

RESUMEN

Este estudio evaluo el efecto de la aplicacion de biocarbon combinado con fertilizantes
organicos (lombricompost y gallinaza) y microorganismos benéficos (Bacillus subtilis
AB4410 y Trichoderma harzianum IMI 395248) sobre la productividad del pepino (Cucumis
sativus) y las capacidades de desarrollo y de resistencia contra la mosca blanca (Bemisia
tabaci) y dos bacterias patdgenas (Ralstonia solanacearum y Pseudomonas corrugata) en
plantas de tomate (Lycopersicon esculentum). Se encontraron interacciones entre el biocarbon
y los microorganismos inoculados, que tuvieron impactos diversos sobre las plantas en
funcion de los experimentos. La aplicacion de biocarbon combinada con la inoculacion de B.
subtilis incrementd de un 13% el crecimiento de las plantas de tomate fertilizadas con
lombricompost a lo largo de siete semanas de evaluacién, y aument6 un 27% el peso seco de
las plantas infectadas por P. corrugata. La inoculacion con T. harzianum y su combinacion
con B. subtilis permitieron, en presencia de biocarbon, aumentar un 48% y 33% el peso seco
de plantas de tomate fertilizadas con lombricompost. Se encontrd6 una disminucion
significativa del nimero de moscas blancas con la aplicacién de biocarbon en las plantas
inoculadas con B. subtilis y su combinacion con T. harzianum. La presencia de biocarbon en el
suelo disminuyé significativamente la incidencia de Ralstonia solanacearum a lo largo del
tiempo, con una mayor eficiencia en plantas fertilizadas con gallinaza. La co-inoculacion con
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T. harzianum y B. subtilis en plantas de pepino fertilizadas con gallinaza con biocarbon
aumento significativamente la produccion de frutos, alcanzando una productividad
estadisticamente igual a la fertilizacion sintética. La combinacion de gallinaza con biocarbon
fue particularmente eficiente y dio los mejores resultados de produccién de biomasa en plantas
de tomate infectadas por P. corrugata.

Palabras clave: biocarbon, fertilizantes organicos, gallinaza, lombricompost, control
bioldgico, Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, tomate, pepino, Ralstonia solanacearum,
Pseudomonas corrugata, mosca blanca.



SUMMARY

This study evaluated the effects of biochar application combined with organic
fertilizers (vermicompost and poultry manure) and beneficial microorganisms (Trichoderma
harzianum IMI 395248 and Bacillus subtilis AB 4410) on the productivity of cucumber and
the growth and resistance of tomato plants against whitefly (Bemisia tabaci) and two bacterial
pathogens (Ralstonia solanacearum y Pseudomonas corrugata). Interactions between biochar
and the inoculated microorganisms were found, showing different tendencies according to the
experiment. Biochar combined with the inoculation of B. subtilis enhanced growth of tomato
plants fertilized with vermicompost, with an average of 13% for the whole seven week
experiment period, and increased the shoot dry weight of plants by 27% when challenged with
P. corrugata. Inoculation of T. harzianum and combined inoculation of T. harzianum and B.
subtilis showed an increase of 48 and 33% in shoot dry weight when biochar was added to
soil. Decrease of the whitefly populations were observed in plants with biochar amended soil
was inoculated with B. subtilis, and the effect was increased with the co-inoculation with both
microorganisms. The addition of biochar amendments significantly decrease the incidence of
disease caused by R. solanacearum, and the best results were found in plants fertilized with
poultry manure. The combined inoculation of soil by T. harzianum and B. subtilis in cucumber
plants fertilized with poultry manure and biochar increased fruits production significantly,
showing results statistically similar to mineral fertilization. Plants fertilized with poultry
manure showed a good response to the biochar amendment and significant stimulation of
growth and biomass production.

Key words: biochar, organic fertilizers, poultry manure, vermicompost, biological
control, Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, tomato, cucumber, Ralstonia
solanacearum, Pseudomonas corrugata, whitefly.
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1 INTRODUCCION

El biocarbén, carb6n vegetal producido por combustion de materia organica bajo
condiciones de baja oxigenacion, llamada pirdlisis (Sohi et al. 2009), es objeto de mucha atencién
desde los altimos afios. Sus propiedades, tanto a nivel de mitigacion del cambio climéatico por la
inmovilizacion del carbono como en el mejoramiento del suelo, han sido motivo de numerosas

investigaciones.

Se ha demostrado que la aplicacion de biocarbédn a los suelos mejora la productividad de
los cultivos y calidad de las plantas, efectos atribuidos a los aumentos de capacidad de intercambio
cationico (CIC), pH, cantidad de materia orgénica, retencién de nutrientes, disminucion de la
lixiviacion y el desarrollo y diversificacion de las comunidades microbianas del suelo(Glaser et al.
2002; Lehmann et al. 2003; Steiner et al. 2004; Kolton et al. 2011). Sin embargo, pocos estudios se
enfocaron en las capacidades de biocarbén para inducir resistencia en plantas contra plagas y

enfermedades.

Elad et al. (2010) estudiaron el efecto de la aplicacion de biocarbdn sobre la induccion de
resistencia sistémica de plantas de tomate y chile dulce contra dos patégenos flngicos Botrytis
cinerea y Leveillula taurica y a una acaro (Polyphagotarsonemus latus Bank), y encontraron una
disminucién importante en la severidad de estas enfermedades y de los sintdmas provocados por P.
latus. Matsubara et al. (2002) observaron que la aplicacion de biocarb6n combinado a la
inoculacion de micorrizas arbusculares (Glomus sp.) indujeron una tolerancia creciente a Fusarium
oxysporum en funcion de la cantidad de enmiendas utilizadas. Otros trabajos enfocados en los
subproductos de la pir6lisis (chikusaku-eki, mokusaku-eki o vinagre de madera) demostraron las
propiedades de estos como fungicida, bactericida o repelente (Baimark y Niamsa 2009;
Chalermsan y Peerapan 2009), mientras que los efectos de los butenolides y otros compuestos
contenidos en el humo presentaron un efecto positivo marcado sobre la germinacion y la
produccion de materia seca de diferentes plantas (Van Staden et al. 2006; Steiner et al. 2008a;
Light et al. 2009).

Con base en las investigaciones descritas anteriormente, se puede hipotetizar que el
biocarb6n pueda inducir resistencia, tolerancia o supresividad por diferentes mecanismos tales
como: (1) una mayor retencion y distribucion de nutrientes a las plantas (2) una estimulacion
poblaciones microbianas del suelo que inducen mayor resistencia, y (3) el efecto fungicida,

bactericida y repelente de los compuestos resultando de la pirdlisis.

En adicién a su papel en la induccion de defensas, los microorganismos pueden acelerar la
activacion del biocarbon. Este material generalmente no induce cambios en el cultivo directamente

después de su aplicacion, pero requiere un tiempo de activacién de algunos meses a unos anos



(Steiner et al. 2007, Cheng y Lehmann 2009). En cambio, la Terra Preta, anthrosol que contiene
grandes cantidades de carbén que fue encontrado en sitios donde vivieron importantes poblaciones
precolombinas, tiene un efecto marcado y directo sobre las plantas, resultado de cientos de afios de
formacién y evolucién dando suelos ricos en matera organica, nutrientes y microorganismos
(Glaser et al. 2001, Lehmann 2009). Kim et al. (2007) encontraron en este tipo de suelo 25% mas
especies de bacterias que en un suelo de bosque primario cercano, haciendo hincapié al papel de la
diversidad y cantidad de microorganismos en las calidades de estos suelos. En base a esto se puede

hipotetizar que los microorganismos tienen un papel importante en la activacion del biocarbén.

Esta investigacién propuso evaluar la capacidad de crecimiento y de resistencia contra
plagas y enfermedades de plantas (tomate y pepino) sometidas a la aplicacién de biocarb6n en
asociacion con diferentes tipos de abono (gallinaza, lombricompost y fertilizante mineral) y
microorganismos (Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y la combinacion de las dos especies).
El estudio fue conformado por cuatro experimentos (los tres primeros en potes bajo invernadero y
el cuarto en una parcela experimental): en el primero, se evalu6 el crecimiento y produccién de
biomasa de plantas de tomate sometidas a 12 tratamientos: gallinaza sin y con biocarbon (G y GB),
lombricompost sin y con biocarbon (L y LB), lombricompost + Bacillus subtilis sin y con
biocarbén (S y SB), lombricompost + Trichoderma harzianum sin y con biocarbén (TR y TRB),
lombricompost + B. subtilis y T. harzianum sin y con biocarbén (TRS y TRSB) y los testigos a los
cuales no se aplicé ningun fertilizante sin y con biocarbén (T y B); en el segundo, se estudio el
comportamiento alimenticio de las mosca blanca (Bemisia tabaci) expuestas a plantas sometidas a
los mismos tratamientos que en el primer experimento; en el tercero, el efecto de 14 tratamientos
(los mismos tratamientos que el experimento anterior, a los cuales se afiadié dos tratamientos con
fertilizacion mineral, sin y con biocarbon') sobre plantas de tomate expuestas a la inoculacion de la
bacteria patdgena Pseudomonas corrugata (agente causante de la necrosis medular) fue
investigada; y en el cuarto experimento, se estudio el efecto de siete tratamientos (testigo, suelo +
biocarbén, fertilizacion mineral con y sin biocarbon, gallinaza con y sin biocarbon, gallinaza +
biocarb6n + T. harzianum + B. subtilis) sobre la productividad del pepino y la resistencia del

tomate a la marchitez bacterial (Ralstonia solanacearum).

! My MB respectivamente



1.1 Objetivos del estudio

1.1.1 Objetivo general
Estudiar el efecto de la aplicacién de biocarbon al suelo sobre las capacidades de

desarrollo y defensa contra plagas y enfermedades de las plantas.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Estudiar la capacidad de diferentes combinaciones de biocarbén con
microorganismos y fertilizantes organico y sintético para mejorar la produccion de las

plantas.

2. Estudiar el efecto de la aplicacion de biocarbon inoculado con microorganismos

benéficos sobre las capacidades de defensa de las plantas contra plagas y enfermedades.

3. Estudiar la combinacion de biocarb6n con diferentes tipos de fertilizantes
(gallinaza, lombricompost y fertilizante mineral) sobre las capacidades de defensa de las

plantas contra plagas y enfermedades.

1.2 Hipotesis del estudio
Las combinaciones de biocarbon con microorganismos y fertilizantes organicos

inducen una mayor produccién de las plantas.

La inoculacion de microorganismos al suelo en presencia de biocarbon induce una

mayor resistencia de las plantas contra plagas y enfermedades.

La combinacion de biocarbon con abonos organicos induce una mayor resistencia

de las plantas contra plagas y enfermedades.



2 MARCO CONCEPTUAL

2.1 Biocarbén

2.1.1 Origen

Terra Preta de Indio, o0 Amazonian Dark Earth, es un suelo de alta calidad encontrado en
varias regiones de la Cuenca Amazonica (Brasil, Bolivia y Ecuador), en sitios donde vivieron
importantes poblaciones precolombinas. Terra Preta significa “tierra negra” en portugués, debido a
su color oscuro que la diferencia de los suelos pobres (Ferralsoles y Acrisoles) caracteristicos de la
region (Lehmann 2009; Sohi et al. 2009). La Terra Preta fue descrita por la primera vez en los
paises del Occidente en 1874 por Charles F. Hartt, las investigaciones sobre sus propiedades Unicas
iniciaron solamente durante la mitad del siglo veinte, demostrando su alta fertilidad expresada por
una gran capacidad de retencion de nutrientes como el nitrégeno, fésforo, potasio y calcio, una
elevacion de la Capacidad de Intercambio Cationico (CIC) y del pH, pero también por su mayor
contenido en matera organica (Glaser 2001). Las investigaciones de Glaser et al. (2001) pusieron
en evidencia la alta concentracién en estos suelos de carbon vegetal (setenta veces mas que en los
suelos cercanos) resultado de la combustion incompleta de materiales organicos, factor clave en la
persistencia de la materia organica. A partir de estas observaciones, se dieron inicio investigaciones

sobre las propiedades del biocarbdn y sus posibles aplicaciones en la agricultura contemporanea.

En Asia, el carbon vegetal (principalmente procesado a partir de desechos del cultivo de
arroz, pero también de coco, palma de aceite y bambu) represent6 durante miles de afios uno de los
principales abonos utilizados por los agricultores. Es en Japén que fue descrito por la primera vez
el uso de carb6n en agricultura, en el libro “Nogyo Zensho (Enciclopedia de Agricultura)” escrito
en 1697 por Yasusada Miyazaki, en donde se lo describe como “abono de fuego” o “abono de
cenizas” (Ogawa y Okimori 2010). Se supone que su uso era igualmente comdn en Asia del Este,
como lo confirma un texto antiguo encontrado en China en el cual se cita su descripcion. La
utilizacion de carbon en la agricultura dataria del principio de la siembra de arroz en Asia,
ofreciendo una alternativa para la transformacion de su cascara que se descompone lentamente

debido a su alto contenido en silicio (Ogawa y Okimori 2010).

Las facultades del biocarbon descritas anteriormente han sido confirmadas por un gran
namero de investigaciones sobre el efecto de su aplicacion a deferentes tipos de suelos, bajo climas
diversificados y para la produccién de muchas variedades de plantas (Glaser et al. 2002; Chan et al.
2008; Graber et al. 2010; Major et al. 2010). Como se detalla a continuacion, se demostrd que la
aplicacion de biocarb6n al suelo mejora sus caracteristicas fisicas y quimicas, aumentando la
retencion de los nutrientes y favoreciendo la disponibilidad de estos para las plantas. También se
describe cambios taxonémicos en las comunidades de microorganismos y estimulacion de la

4



actividad microbiana del suelo en relacion con la presencia de biocarbdn, asi como la implicacion
de los microorganismos benéficos y abonos organicos en la promocién de crecimiento e induccion

de resistencia sistémica.

2.1.2. Efecto del biocarbon sobre la fertilidad y estructura del suelo

La incorporacién de biocarbdn al suelo aumenta su capacidad de fijacion e intercambio de
nutrientes impidiendo de esta manera su lixiviacion, fendmeno caracteristico de los suelos en los
trépicos expuestos a grandes cantidades de precipitacion (Lehmann et al. 2002). Los suelos
sometidos a la aplicacion de biocarb6n presentan una mayor fijacion y disponibilidad de
macronutrientes y micronutrientes como el fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca), zinc (Zn), cobre
(Cu), boro (B) y molibdeno (Mo) asociada con una mayor retencion (y entonces menor lixiviacion)
del nitrégeno (N) y la ausencia de lixiviacion de magnesio (Mg) y calcio (Ca). Estos cambios estan
generalmente acompafiado de un aumento del pH y una inmovilizacién de aluminio (Al) de la
solucién del suelo, proporcionando a las plantas una mayor disponibilidad de nutrientes, lo que
optimiza su desarrollo (Glaser et al. 2002; Lehmann et al. 2002; Lehmann et al. 2003; Steiner et al.
2008c; Major et al. 2009; Major et al. 2010). La mayor retencion de nutrientes se explica por un
incremento de la superficie de intercambio debido a la porosidad del biocarbén, una mayor CIC, un
aumento del ratio C:N y una menor pérdida de la materia organica (Glaser et al. 2002; Liang et al.
2006; Major et al. 2009). Es interesante especificar que el aumento de carbono en el suelo permite
un mayor secuestro del nitrégeno, disminuyendo de esta manera la lixiviacion y la desnitrificacion,
fuente de N, (gas de efecto invernadero importante), y asegurando la liberacion paulatina de este
para la planta (Steiner et al. 2008b; Deluca et al. 2009).

El mejoramiento de las propiedades quimicas y fisicas del suelo van a favorecer el
desarrollo 6ptimo de las plantas, lo que permite la obtencion de una mayor produccion y mejores
defensas contra plagas y enfermedades. Awmack y Leather (2002) demostraron que el
mejoramiento del estado fisioldégico de la planta afecta las estrategias de reproduccion de los
insectos herbivoros, particularmente la tasa de reproduccién, la fecundidad y el tamafio de los
huevos y la seleccién del area de oviposicion. Los afidos son particularmente sensibles a la calidad
de las plantas, presentando tasas de reproduccién mayores cuando la savia contiene alta
concentracion de aminoacidos (correspondiendo a un estado fisioldgico debil o perturbado). El
mejoramiento del estado fisiologico del vegetal induce generalmente la produccion de hembras
migratorias que se desplazan hacia el hospedero segundario, donde se reproduen asexualmente
hasta que la calidad del hospedero primario disminuya. La calidad y cantidad de nutrientes, de lo
cual depende la produccion de fenoles y lipidos presentes en las plantas, pueden tener una
influencia importante sobre las capacidades de dafio de los herbivoros, como lo fue demostrado

para Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) cuya porecentaje de eclosion de los huevos
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disminuy6 con la reduccion de esteroles en la dieta (Awmack y Leather 2002). Ademaés, una mejor
nutricion, especialmente la mayor disponibilidad en potasio (K), zinc (Zn) y boro (B), induce una
mayor resistencia y tolerancia de las plantas contra las plagas y enfermedades (Marschner 1997).
Esta tendencia se puede igualmente justificar por una menor cantidad de nitrogeno en el suelo y en
los tejidos de las plantas, lo que desfavorece el atague por herbivoros y patégenos (Marschner
1997; Altieri y Nicholls 2003).

El aumento de la relacion C:N de los suelos ocasionado por la aplicacion de biocarbon
genera una mayor concentracion en carbono de la planta, principalmente en forma de lignina y
celulosa, que forman una barrera que afecta a la capacidad de succion y la fertilidad de las plagas,
asi como la modificacion de compuestos contenidos en la savia, podria influir sobre la resistencia
de las plantas contra plagas y enfermedades. Se demostrd que la aplicacion de cantidades
importantes de nitrdgeno tienden a provocar la disminucion de la espesura de la cuticula de las
plantas, facilitando la nutricion de las plagas como la mosca blanca (Bemisia tabaci) y el pulgon
(Myzus persicae) cuyas poblaciones suelen aumentar (Jauset et al. 2000; Altieri y Nicholls 2003).
Dos propiedades del biocarbén podrian influir sobre este mecanismo: (1) su alta retencion de
nutrientes, particularmente del nitrégeno, que permite disminuir las aplicaciones y asi evitar una
sobredosis de este mismo elemento; (2) el aumento de las concentraciones en carbono del suelo,
resultado de la composicién del material y de la liberacion de compuestos como los grupos
carboxilos, presentes en la superficie del biocarbon, y que aumentan la concentracion del carbono

de las plantas y favorecen la produccion de lignina y celulosa.

2.1.3 Interacciones biocarbén- microorganismos

La incorporacién de biocarbon al suelo induce el desarrollo de una mayor diversidad de
microorganismos (Pietikdinen et al. 2000; Liang et al. 2010). Un aumento de la respiracién basal
del suelo, una mayor diversidad y crecimiento de las poblaciones de bacterias fueron observados en
suelos tratados con carbon vegetal en varios estudios (Steiner et al. 2004; Steiner et al. 2008c;
Major et al. 2009; O’neill et al. 2009). Estos suelos estimularon la colonizacion por micorrizas, el
gran namero de poros del biocarb6n constituyeron un hébitat de calidad para estos organismos
(Matsubara et al. 1995; Steiner et al. 2004; Warnock et al. 2007). También se demostré efectos
positivos sobre otros microorganismos benéficos como Rhizobium sp. (Beck 1991; Rondon et al.
2006), Trichoderma spp. (Elad et al. 2010; Graber et al. 2010), y otras bacterias implicadas en la
promocion del crecimiento e induccion de resistencia (como los actinomicetes entre otros) (Graber
et al. 2010; Kolton et al. 2011). Steiner et al. (2008a) sugiere que ciertas sustancias resultado del
proceso de pirdlisis que se encuentran en la superficie del biocarb6n (como el acido acético, acido
formico, los formaldehidos, el metanol y xyacetaldehidos), que en grandes cantidades pueden tener
efectos biosidas, sirven de sustrato (cantidades menores) de carbono y energia para los

microorganismos.



Los microorganismos tienen un papel primordial en la degradacion del biocarbon. La
metabolizacion por organismos heterétrofos es el principal mecanismo de descomposicion de este
material (Deluca et al. 2009). Osipowicz et al. (1996) demostraron la implicacion de seis hongos
(Poria vaporaria, Pholiota aurivella, Piptoporus betulinus, Fusarium culmorum, Marasmius
scorodonius y Laetiporus sulphureus) en el proceso de despolimerizacién de carb6n vegetal,
resultado de la accién de las enzimas secretadas por estos microorganismos. Los basidiomicetes
especializados en la descomposicion de madera y hojarasca parecen particularmente eficientes para
la degradacion del biocarbon (DeLuca et al. 2009), como lo demostraron Wengel et al. (2006) con
Schizophyllum commune, gue inoculado al biocarbén aumentd en un 11% la cantidad de carbono
(C) organico originario de este material en el medio, lo que es explicado por la degradacion de

moléculas de alto peso molecular por el hongo.

2.1.4 Los subproductos de pirdlisis

El proceso de pirdlisis genera sustancias residuales contenidas en el humo producido por la
combustidn, que se pueden recuperar por mecanismos de condensacion, lo cual forma un producto
llamado “vinagre de madera” o &cido pirolefioso. Esta sustancia demostrdé su eficacia como
fungicida, bactericida y repelente contra insectos por fumigacion, debido a sus concentraciones en
compuestos tales como el acido acético, los formaldehidos, el metanol y los fenoles (Baimark y
Niamsa 2009, Chalermsan y Peerapan 2009, Steiner et al. 2008a). Steiner et al. (2008a)
demostraron el aumento de actividad microbiana de estas sustancias presentes en la superficie del
biocarb6n. Ademas, Light et al. (2009) y Van Staden et al. (2006) encontraron que el alto
contenido en butenolidos del humo induce una mayor germinacion de las semillas, una mayor
produccion de hojas y raices, un tamafio de brotes mayor, asi como un mayor porcentaje de
sobrevivencia de diferentes plantas (tomate, frijol, ocra, maiz, entre otros). Fischer y Bienkowski
(1999) y Uvarov (2000) encontraron igualmente que los suelos expuestos al humo de produccion

de carbén vegetal en Polonia presentan una mayor biomasa microbiana.

Se puede suponer que las diferentes sustancias presentes en el humo se encuentran ademas
en la superficie y en los poros del biocarbdn. De esta manera, la aplicacion de carbon vegetal a los
cultivos podria inducir, por medio de estos compuestos, una mayor resistencia a plagas y
enfermedades gracias al mejoramiento del estado fisioldgico de las plantas o por su papel como
pesticida. Como lo sugiere Graberet al. (2010), es posible que estas sustancias puedan a la vez
servir de sustrato para algunos tipos de microorganismos mas resistentes, y tener un efecto

bactericida o fungicida contra otros grupos de microorganismos mas susceptibles.



2.2 Los abonos organicos

El precio alto de los fertilizantes sintéticos y la contaminacién de las aguas superficiales y
subterraneas por su lixiviacion comprometen la sostenibilidad de la agricultura moderna, y grandes
esfuerzos son necesarios para optimizar el reciclaje de los nutrientes y favorecer su permanencia en
el agrosistema. Los abonos organicos representan una de las alternativas para mejorar la

sostenibilidad y contribuir al buen equilibrio del sistema agricola (Benzing 2001).

Numerosos estudios demostraron el incremento del crecimiento y de la produccion
relativos a la aplicacion de abonos organicos, a veces con resultados superiores que los obtenidos
con fertilizacion sintética (Atiyeh et al. 2001; Mendoza-Netzahual et al. 2003; Carrera et al. 2007,
Demir et al. 2010). El efecto benéfico de estos fertilizantes se justifica, segin los estudios, por
varios factores tales como una disminucién de la densidad relativa resultando de un aumento de la
porosidad y de la aeracion del suelo, optimizacion de la retencidn del agua, un aumento del CIC,
una mayor mineralizacién debida a una alta actividad y biomasa microbiana y una alta actividad
enzimatica, supresion de patdégenos y produccion de sustancias reguladoras de crecimiento por
estos mismos microorganismos (Van Bruggen 1995; Atiyeh et al. 2001; Birkhofer et al. 2008;
Dominguez et al. 2010).

La aplicacion de abonos organicos tales como excrementos animales y compost es la
estrategia mas documentada para aumentar la supresion de enfermedades del suelo (Alabouvette et
al. 2004). Se atribuye a los abonos organicos como el compost, lombricompost o la gallinaza, un
papel importante contra una gran diversidad de patégenos. Varios estudios demostraron la mayor
incidencia de enfermedades como Rhizoctonia solani, Verticilium dahliae, Phytophthora
cinnamomi, Pythium arrhenomanes (entre otros) en sistemas convencionales con fertilizacidn
mineral en comparacién con sistemas de bajo insumos y organicos (Van Bruggen 1995). Stone et
al. (2003) pusieron en evidencia las propiedades del compostaje de residuos originarios de fabricas
de papel sobre diferentes enfermedades tales como Pythium sp. y Phytophthora spp. (entre otras)
en plantas de caupi (Vigna unguiculata) y pepino (Cucumis sativus). Vallad et al. (2003)
demostraron el efecto similar de este compost sobre Pseudomonas syringae en plantas de tomate y
Arabidopsis thaliana. En ensayos a largo plazo, Birkhofer et al. (2008) encontraron una menor
incidencia de plagas (principalmente &fidos) y una mayor abundancia de nematodos bacteriéfagos,
lombrices, arafias y microorganismos en sistemas donde se aplic6 abonos orgéanicos en

comparacién con las parcelas donde se uso fertilizante minerales y herbicidas.

La eficiencia en la supresion de enfermedades de los abonos organicos tiene una
permanencia larga, como lo demostraron Saadi et al. (2010) quienes evaluaron la supresividad a
través del tiempo de un compost de bofiiga, tierra y residuos de plantas secas de tomate contra

Fusarium oxysporum en laboratorio, y verificaron la constante eficiencia de este durante al menos
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un afio. En el cultivo de tomate, el lombricompost permitié obtener plantas de mayor tamafio
(contenia reguladores de crecimiento), rendimiento, productos de mayor calidad, mayor resistencia
y supresividad contra enfermedades y plagas como Myzus persicae (Atiyeh et al. 2001; Gutierrez-
Miceli et al. 2007; Singh et al. 2008; Edwards et al. 2010). Considerando la alta capacidad de
fijacion de nutrientes del biocarbon, y su incidencia sobre la comunidad microbiana del suelo, el
tipo de fertilizacién constituye un factor clave en la fertilidad y permanencia del suelo a lo largo del
tiempo. La combinacién de las propiedades de induccién de resistencia de los abonos orgénicos y
del biocarbén con el efecto benéfico de estos sobre el ciclo de nutrientes, representa una
oportunidad de interés para el mejoramiento de la sostenibilidad de los sistemas de produccion

agricola.

2.3 Induccidn de resistencia

2.3.1 Aspectos generales

Las plantas poseen diferentes tipos de mecanismos permitiéndoles combatir a plagas y
enfermedades. Se pueden dividir en dos tipos: la resistencia basal, resultado de mecanismos
constitutivos o pre-existentes; y la resistencia inducida, resultado de mecanismos inducibles o post-

formados en respuesta al ataque del patégeno (Riveros 2010).

La resistencia basal implica un reconocimiento general, no especifico, del patégeno por la
planta, involucrando a receptores universales. Este fendmeno se caracteriza por la disminucion del
poder de infeccion de la enfermedad, el bloqueo de su establecimiento o su eliminacién gracias a la
presencia de barreras estructurales (fendmeno pasivo) o la produccidn de compuestos bioquimicos
(fendbmeno activo) (Walters y Heil 2007; Riveros 2010). Estos Gltimos pueden estar producidos de
manera activa, 0 pueden ser almacenados como precursores inactivados que estan activados por
enzimas producidas por la planta en respuesta al ataque del patégeno o al dafio fisico provocados

por insectos u otros a los tejidos vegetales (Riveros et al. 2010).

La resistencia de una planta contra un patdgeno o un insecto puede también ser inducida
por diferentes sefiales proveniente de microorganismos o del ambiente, permitiendo a esta
reconocer el agente extrafio y activar sus mecanismos de defensa (Walters y Heil 2007; Karban
2010; Riveros 2010). Este tipo de resistencia se califica de Resistencia Inducida (R1), y se puede
dividir en dos grupos principales: Resistencia Sistémica Adquirida (RSA, o SAR por sus siglas en
inglés) y Resistencia Sistematica Inducida (RSI, o SIR por sus siglas en inglés). Ambos RSA y RSI
resultan de mecanismos de activacion de resistencia que actan contra una inoculacién posterior o
potencial de un patégeno, y se transmiten a toda la planta (sistémicas) mediante la sefializacion y
transduccion de una célula a otra en los tejidos de la planta (Van Loon 1997; Riveros 2010). Esta
comunicacion inter-celular esta regulada por fitohormonas: el acido salicilico, en acido jasménico y
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el etileno. Estos compuestos, a més de ser reconocidos como reguladores del crecimiento, también
han demostrado activar grupos de genes relacionados con la defensa (Riveros 2010, Van Loon
1997). En respuesta, las células producen una gama de moléculas destinadas a impedir el desarrollo
del patégeno o el dafio causado por el insecto, como compuestos de bajo peso molecular (las
fitoalexinas), las proteinas relacionadas con la patogenicidad (proteinas PR) que incluyen las
quitinasas, glucanasas y taumatinasas y enzimas oxidativas como las peroxidasas, 0 mediante
mecanismos de lignificacion o de respuesta hipersensible (RH) provocando la muerte programada
de las células alrededor del patégeno (Harman et al. 2004; Riveros 2010). También se describe un
tercer grupo Ilamado Resistencia Local Inducida (RLI o LIR por sus siglas en inglés), que tiene la
particularidad de actuar exclusivamente de forma local y que, al contrario de la SAR, es especifica

a patogenos particulares (Riveros 2010).

La RSAy la RLI estan generalmente asociadas con la produccion de &cido salicilico (AS),
fitohormona cuya produccion coincide con la expresion de genes que codifican proteinas
relacionadas con la patogenicidad (proteinas RP) y que tiene un papel importante en la defensa de
las plantas contra enfermedades mediante la inhibicién del crecimiento del hongo, la liberacién de
moléculas que son inductores enddgenos de resistencia y el reforzamiento de las paredes celulares.
(Riveros et al. 2010, Walters et al 2007). En cuanto a la RSI, no involucra al AS o a las proteinas
PR, pero depende de vias metabdlicas reguladas por otras fitohormonas: el &cido jasmonico (AJ) y
el etileno (E) (Yan et al. 2002; Vallad y Goodman 2004). Sin embargo, a pesar que estas
asociaciones sean reportadas por numerosos autores, ciertos estudios demostraron que la RSI puede
ser vinculada con la produccion de AS (Vallad y Goodman 2004). Las diferencias entre RSA'y RSI

son relativamente oscuras y ciertos autores las consideran como sinénimos.

Los inductores de resistencia pueden ser abioticos (quimicos, fisicos 0 mecanicos) o
biéticos (como por el mismo patégeno o un microorganismo benéfico), los cuales son clasificados
en inductores enddgenos (moléculas implicadas en las defensas estdn producidas dentro de la
misma planta, en su parte intra e intercelular) y exdgenos (la molécula se libera externamente).
Ambos tipos de moléculas tienen el potencial de inducir la respuestas estructurales y bioquimicas
(Riveros et al. 2010).

El papel del biocarbon en la induccion de resistencia sistémica de las plantas ha sido poco
estudiado, y solo se describen dos estudios sobre el tema. Elad et al. (2010) observaron que la
aplicacion de 1 a 5% de biocarbon al sustrato de plantas de tomate y chile dulce disminuy6 los
dafios debido a dos patogenos foliares (Leveillula taurica y Botrytis cinérea) y a un acaro
(Polyphagotarsonemus latus), sin encontrar diferencias significativas entre las diferentes dosis de
aplicacion del biocarbdn. Los autores atribuyen al biocarb6n un papel de inductor de resistencia,

rechazando la posibilidad del efecto directo de sustancias presentes en la superficie de este material
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debido a la distancia fisica entre este y el patdgeno (la inoculacion se realiz6 en la parte vegetativa
de las plantas). También, Matsubara et al. (2002) demostraron que el biocarbon, en presencia de
micorrizas arbuscular (Glomus sp.), tiene un efecto supresivo sobre Fusarium oxysporum en
plantas de Asparagus officinalis. Estos estudios constituyen buenas bases para suponer un efecto

positivo del biocarbdn sobre las diferentes enfermedades y plagas estudiadas en este trabajo.

2.3.2  Los microorganismos antagonistas y promotores de crecimiento

Como se comenté anteriormente, el biocarbén constituye un sustrato ideal para el
desarrollo de microorganismos, tanto bacterianos como fangicos o micorricicos. Muchos de estos
microorganismos han sido utilizados en la agricultura, inoculados al sustrato o a las semillas antes
de la siembra por sus facultades para aumentar la productividad de los cultivos (DeLuca et al.
2009). Los grupos utilizados son diversos, ya sean las bacterias fijadoras de nitrdgeno simbiéticos o
no simbidticos, las rizobacterias promotoras de crecimiento como Bacilus spp., Pseudomona spp. o
Clostridium spp., hongos saprofitos como Trichoderma harzianum o micorrizas (Vinale et al.
2008; Deluca et al. 2009).

Muchos de estos grupos de microorganismos se ven beneficiados por la aplicacion de
carbdn vegetal, como lo observd Elad et al. (2010), quienes encontraron que las poblaciones de
Pseudomonas, actinomicetes y Trichoderma spp. incrementaron significativamente por la

aplicacion de biocarbon.

e Trichoderma spp.

Trichoderma spp. es el hongo antagonista més aislado, estudiado y comercializado como
biopesticida, biofertilizante y abono (Vinale et al. 2008), y representa a un 90% de las aplicaciones
de hongo antagonista de fitopatdgenos (Benitez et al. 2004). Este microorganismo puede
incrementar la productividad de los cultivos gracias a la induccion de resistencia que ejerce sobre
las plantas, la competicion para la absorcion de nutrientes y/o el espacio con los patégenos, pero
también tiene la capacidad de atacarse directamente a estos por la secrecion de enzimas liticas
(como endoquitinasas y exoquitinasas), de antibidticos o por acoplamiento y enrollo al hongo
patdgeno (Ezziyyani et al. 2004; Harman 2006; Roberti et al. 2008). Ya se demostr6 las facultades
de Trichoderma spp. para inducir resistencia sistémica o localizada contra una gama amplia de
pat6genos tales como hongos (de los géneros Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium, entre
otros), oomicetes (Phytophthora spp. entre otros), bacterias y virus, colonizando la superficie de las
raices y penetrando dentro del epidermis y el cértex (Ezziyyani et al. 2004, Harman 2006).
Ezziyyani et al. (2004) encontraron que la inoculacion de semillas de chile dulce (Capsicum
annuum L.) con Trichoderma harzianum permitio reducir en un 65% la incidencia de la “tristeza”,

causada por Phytophthora capsici. La induccién de resistencia puede resultar de la produccion de
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enzimas extracelulares o por la induccion de secrecion de compuestos secundarios tales como

fitoalexinas y terpenoides (Harman 2006).

Los hongos saprdfitos, que incluyen a Trichoderma spp., tienen un papel particularmente
importante en la persistencia y la transformacion del biocarb6n por la capacidade de las hifas para
colonizar los poros de biocarbdn y la alta capacidad de produccién de enzimas (DeLuca et al.
2009). Laborda et al. (1999) demostraron el papel de Trichoderma spp. y Penicillium spp. en la
despolimerizacién o solubilizacion del biocarbén, asociado a la secrecion de enzimas extracelulares

tales como peroxidasas, esterasas y fenoloxidasas.

e Bacillus spp.

Se evalu6 que 25% de las bacterias de la rizosfera tiene un efecto benéfico sobre el
crecimiento y las defensas de las plantas contra enfermedades (Walters y Heil 2007). El papel de
las bacterias promotoras del crecimiento como Bacillus spp, Pseudomona spp. Azospirillum,
Agrobacterium, Azotobacter, Arthrobacter, Alcaligenes, Rhizobium, Enterobacter, Burkholderia,
Beijerinckia, Klebsiella, Clostridium, Xanthomonas, Phyllobacteriumo y Paenibacillus spp. para el
control biolégico es reconocido y demostrado por numerosos estudios (Walters y Heil 2007;
Adesemoye et al. 2008). EI aumento de crecimiento y la induccion de resistencia en las plantas se
atribuyen a diferentes propiedades de estas bacterias como la solubilizacién de los minerales, el
suministro directo de nutrientes (en particular nitrogeno), la quelacion de los iones y a la
produccion de fitohormonas absorbidas por las raices de las plantas, la supresién de
microorganismos patégenos por competicion o secrecion de sustancias toxicas y sideroforos

(compuesto quelante de hierro) (Walters y Heil 2007; Herman et al. 2008).

El papel en el crecimiento y la induccidn de resistencia contra hongos, bacterias y virus de
Bacillus subtilis y otras especies del mismo género fue reportado por varios estudios (Adesemoye
et al. 2008; Melnick et al. 2008; Liu et al. 2009). Adesemoye et al. (2008) demostraron que la
inoculacion de B. subtilis permite el aumento de materia seca de 31% para el tomate (Lycopersicum
esculentum), 36% para la ocra (Abelmoschus esculentus) y 83% para la espinaca africana
(Amaranthus sp.) y un incremento de 80% de la germinacion de las semillas de todas las especies
en comparacién al testigo sin aplicacién. Kokalis—Burelle y sus colegas (2002) demostraron la
eficiencia de B. subtilis en el control de Phytophthora spp. sobre las plantas de tomate y chile
dulce. El efecto benéfico de la inoculacion de B. subtilis al sustrato de chile dulce fue reportado
por Herman et al. (2008) contra el a&fido Myzus persicae, las plantas presentaron tolerancia a la
plaga en presencia de la bacteria y los rendimientos fueron estadisticamente iguales a los de las

plantas tratadas con insecticida (imidacloprid).
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2.4 Tomate

Hortaliza de frutos mas importante de Costa Rica y de América Central, con una
produccién respectivamente de 45,479 y 3,218,720 MT toneladas en 2009 (Faostat 2009). El
tomate generalmente presenta una fuerte incidencia de las plagas y enfermedades, haciendo de las
cosechas menos rentables (Catie 1990). Particularmente sensible al ataque de microorganismos
patdgenos, el tomate se cultiva generalmente de manera convencional, lo que implica la aplicacion
de grandes cantidades de pesticidas. La busqueda de nuevas alternativas que permitan reducir el
uso de estos productos representa un reto de mayor importancia para disminuir la presion sobre el

ambiente y la salud de las poblaciones productoras y consumidoras de esta fruta.

2.4.1 Enfermedades

El tomate es una de las plantas comerciales méas afectadas por numerosos parasitos, ya sea
hongos, bacterias o virus. Diferentes partes de la planta pueden ser afectadas por una amplia gama
de patdégenos, interfiriendo con los mecanismos de la fotosintesis, absorcion y traslocacion de
nutrientes y agua, la formacién de los frutos o la maduracion de estos en postcosecha. Hongos,
bacterias y virus especificos 0 no, pueden desarrollarse en la superficie de las hojas, afectando el
proceso de fotosintesis, causando necrosis de los tejidos como antracnosis y manchas foliares. Los
mas frecuentes son Alternaria spp., Botrytis cinérea, Phytophthora infestans, Pseudomonas
siringae pv tomato, virus del mosaico amarillo del tomate, virus del mosaico de tabaco,

Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria, etc. (CATIE 1990).

En cuanto a los paréasitos que interfieren con los procesos de absorcion y translocacion de
los nutrientes y agua, se puede distinguir tres grupos de patégenos en funcién de los tejidos
afectados: los hongos que provocan la pudricién de la base del tallo de las plantulas, que ataca a un
amplio espectro de especies y de alta potencial patogénica y saprofitica (Pythium aphanidermatum,
Rhizoctonia solani, Phytophthora parasitica, P. capsici); los patégenos que infectan los tejidos
corticales bien formados del tallo y la raiz, incluyendo organismos que atacan una gran variedad de
especies (Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii, Erwinia carotovora); y los patdgenos que
causan el marchitamiento de las plantas debido a invasion de los haces vasculares (Fusarium

oxysporum var. lycorpersici, Pseudomonas solanacearum, verticilium alboatrum) (CATIE 1990).

e Pseudomonas corrugata

Agente causal principal de la enfermedad llamada “pudricién medular”, la bacteria P.
corrugata (Pseudomonadales: Pseudomonadaceae) se distribuye en todas la areas de siembra del
tomate del mundo, tanto en campo como bajo invernadero (Cirvilleri et al. 2008). EI tomate es su
principal huésped, pero el patdgeno puede igualmente atacar, con menor intensidad, el chile dulce

(Capsicum annuum), el crisantemo (Chrysanthemum spp.) y el geranio (Geranium spp.) (Bella et
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al. 2003). Frecuentemente, los primeros sintomas son la clorosis de las hojas jovenes, que aparecen
generalmente después de la madurez de los primeros frutos, y la formacion de lesiones necrdticas
en las hojas inferiores. Internamente, se observa una descoloracion marrén y/o una necrosis de la
cavidad medular y el colapso de este. Las plantas infectadas pueden igualmente desarrollar otros
sintomas como la aparicion de necrosis en el tallo, flujos de bacterias saliendo de heridas del tallo y
la formacion de raices adventicias. (Scarlett et al. 1978; Cirvilleri et al. 2008). Los principales
modos de dispersion son el agua de riego, las semillas y plantulas infectadas, los huéspedes
segundarios, el salpique, la manipulaciéon de las plantas, o por reciclaje de los nutrientes en
sistemas hidroponicos (Cirvilleri et al. 2008; Kidela et al. 2010). También se observo la
colonizacion endofitica de las raices de las plantas a partir de poblaciones naturalmente presentes
en el suelo (Bella et al. 2003).

Para el control de la enfermedad, se recomienda evitar el exceso de nitrogeno, las podas
excesivas y los dafios mecanicos, especialmente cuando el follaje estd humedo (Cirvilleri et al.
2008). La aplicaciobn compost podria igualmente ser una alternativa para disminuir la
susceptibilidad de las plantas a la enfermedad, como lo describieron Vallad et al. (2003), quienes
demostraron la induccion de resistencia del compost de residuos de produccion de papel en plantas
de Arabidopsis thaliana contra Pseudomonas syringae. Los autores atribuyen estos resultados a la
estimulacion de genes relacionados con la defensa por la via dependiente del acido salicilico, PR-1
y B-1,3-glucanasa, generalmente implicados en la resistencia sistémica adquirida (ver 2.3.1). El uso
de microorganismos antagonismos y de abonos organicos para reducir el impacto de la pudricion

medular, aunque poco documentada, representa una alternativa al uso de bactericidas.

2.4.2 Lamosca blanca (Bemisia tabaci)

B. tabaci (Homoptera: Aleyrodidae), llamado “Mosca blanca”, es un insecto plaga que
puede causar muchos dafios en el cultivo de tomate (Jaramillo et al. 2007). Inicialmente se
consideré como una plaga secundaria, pero se convirtio en la principal plaga agricola mundial y
constituye actualmente un problema de gran importancia en todo el continente americano. Esta
plaga causa dafios substanciales a las plantas por sus poblaciones desmesuradas, por promover el
hongo Cladosporium sp, o como vector de virus (geminovirus en el caso del tomate) (Catie 1996;
Hilje y Stansly 2008) (Hilje 1996, Hilje y Stansly 2008). Este insecto polifago se reproduce y
alimenta en mas de 600 especies de plantas diferentes perteneciendo a 74 familias, incluyendo 30
cultivos de importancia a través del mundo y es la causa de la pérdida de varios cientos de millones

de ddlares cada afio (Hilje y Stansly 2008).

La mosca blanca puede estar presente durante todo el ciclo de la planta, pero el periodo
critico de susceptibilidad de la planta al geminovirus son los 50-60 dias después de la germinacion

(Hilje y Stansly 2008). Para controlar a Bemisia tabaci, la aplicacion de pesticidas es la practica
14



maés utilizada en Costa Rica (Araya et al. 2005). En el estudio de Araya et al. (2005), 100% de los
agricultores consultados declararon recurrir al combate quimico, entre otros piretroides (100%),
organofosforados (87,5%), cloronicotilos (77,5%) y nereistoxinas (45,0%), lo que representa una
fuerte contaminacion del ambiente y un peligro importante para los agricultores. Pocos trabajos se
realizaron sobre el enfoque de control bioldgico del insecto, y la blsqueda de nuevas alternativas al
uso de agroquimicos es primordial para disminuir la incidencia de estos productos sobre el

ambiente y la salud humana.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion

El presente estudio se conformd por cuatro experimentos, tres de ellos se realizaron en los
invernaderos de la unidad de entomologia y control microbial del Centro Agronémico Tropical de
Investigacion y Ensefianza (CATIE), y el cuarto experimento se realizé en campo, en una parcela
montada en la misma institucion. EI CATIE se ubica en el cantén Turrialba, provincia de Cartago,
Costa Rica, a 9° 55” 21’ de Latitud Norte y 83° 39° 40”* de Longitud Oeste y a una altitud de 602
msnm. De acuerdo a los registros climaticos dela estacion meteoroldgica del CATIE, la precipitacion
anual promedio es de 2698 mm, la humedad relativa promedio de 88% y la temperatura promedio es
21,8°C, con un minimo de 18°C y un méaximo de 27,5°C. En los invernaderos, la temperatura promedio
fue de 28.03°C.

3.2 Evaluacion del crecimiento y de la produccion de biomasa de plantas
de tomate sometidas a la aplicacion de biocarbén combinado con
fertilizantes organicos y microorganismos benéficos

3.2.1 Material vegetativo y sustrato

Todas las plantulas utilizadas en la presente investigacion fueron compradas a un proveedor
local (Villaplants Costa Rica S.R.L., Cartago, Costa Rica). Las plantulas de tomate (Lycopersicon
esculentum) hibridos ‘“Montafia Plus”, fueron seleccionadas por ser utilizadas en forma frecuente en la
region, ademas de que al mantener un tamafio pequefio ofrecen mayores ventajas para su manejo. Un
total de 140 plantulas fueron trasplantadas, 30 a 40 dias después de la germinacion, en macetas de
plastico con una capacidad de 2 kg. Las plantas se mantuvieron bajo el invernadero durante todo el
periodo de evaluacion, a una temperatura promedio de 28°C. El riego se realiz6 por goteo tres veces al
dia, de esta manera se mantuvo un nivel adecuado de humedad del sustrato. Para efectos de control de
la mosca blanca (Bemisia tabaci), se realizo dos pulverizaciones de una suspension ajustada a 5x10’
conidios/ml del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana (ECOcontrol B45 PM en forma de polvo,
20% ingredientes activos) y se ubicaron trampas adherentes de color amarillo entre cada linea de

plantas.

El suelo utilizado en este experimento fue extraido del sector “Campo Gamma” ubicado en la
Finca Experimental del CATIE, Turrialba. Este fue seleccionado por su baja calidad, caracterizada por

un pH bajo, un contenido en nutrientes muy bajo y una textura arcillosa pronunciada (30.4% arena,
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21.7% limo, 47.9% arcilla). Para una mejor aeracion del sustrato, el suelo fue mezclado con cascara de
arroz (0.4% del peso de suelo) y se agregd 0.03% de cal viva para subir el pH. En el Cuadro 1 se

describen los diferentes tratamientos evaluados.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos utilizados en el experimento de crecimiento y produccion
de biomasa del tomate. Turrialba, Costa Rica, 2011.

Tratamiento Caodigo
Testigo T
Testigo + biocarb6n B
Gallinaza G
Gallinaza + biocarbon GB
Lombricompost L
Lombricompost + biocarbén LB
Lombricompost + Trichoderma harzianum TR
Lombricompost + T. harzianum + biocarb6n TRB
Lombricompost + Bacillus subtilis S
Lombricompost + B. subtilis + biocarbon SB
Lombricompost + T. harzianum + B. subtilis TRS
Lombricompost + T. harzianum + B. subtilis + biocarbon TRSB

El biocarbon utilizado fue procesado en la peninsula de Osa, en el sur-oeste de Costa Rica, a
partir de plantas de bambi (Bambusa vulgaris). Este material fue producido en tres hornos de 220
litros con una capacidad productiva de 15-20 kg cada uno. El proceso de pirdlisis inicio a una
temperatura de 300°C después de un periodo de combustién de 1 a 3 horas en funcién del grado de
humedad del bambu, y fue mantenido durante 45-75 minutos durante los cuales la temperatura alcanzé
450-500°C. La composicion quimica del biocarbén obtenido fue determinada en el Centro de
Investigaciones Agrondmicas (CIA) de la Universidad de Costa Rica (UCR), los resultados de este
analisis se presentan en la cuadro 2. El biocarbén fue molido y tamizado de tal forma que se obtuvieron
particulas finas con un tamafio maximo de 2 mm, permitiendo de esta manera una buena incorporacion
al suelo y la obtencion de un sustrato de mayor area de intercambio catidnico. El biocarbdn se aplico en

una dosis de 1% (peso sustrato).

El lombricompost utilizado fue comprado de la empresa Lombritica S.A., ubicada en Cartago,
Costa Rica, la cual provee un abono de calidad estandarizada en toda la region. EI abono fue aplicado
en una dosis igual al 25% del peso total del sustrato. La gallinaza fue comprada a un proveedor local
(granja avicola GR, Chitaria, Turrialba, CR), y se aplic6 a una dosis de 2% del peso del sustrato.

Ambos abonos fueron mezclados hasta obtener sustratos homogéneos. Los andlisis quimicos de estos
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abonos y del biocarbdn se presentan en el Cuadro 2. Andlisis de suelo de cada tratamiento fueron
realizados por el Laboratorio de Anélisis de Suelos, Tejidos Vegetal y Aguas del CATIE (ver Anexo
1).

Cuadro 2. Analisis quimico del biocarbon y de los fertilizantes organicos empleados en el experimento
de crecimiento y produccion de biomasa del tomate. Turrialba, Costa Rica, 2011.

Caracteristicas del biocarbon y los abonos

Biocarbon* Lombricompost** Gallinaza**
Elemento
guimico Unidad Valor Valor Valor
C % 60,6 12,5 20,9
N % 0.33 1 2
P % 0.02 0,24 1,4
K % 0.68 1,91 2,41
Ca % 0.13 0,75 12.35
Mg % 0.07 0,33 0,63
S % 0.07 _ _
Cu mg I* 1 108 102
Zn mg I'* 30 80 335
Mn mg I 378 1062 833
Fe mg I 383 4259 1556
B mg I 2 _ _
pH (H,0) unidad pH 8,06 _ _
* andlisis realizado en el Centro de Investigacién Agronémica (CIA) de la Universidad de Costa Rica
(UCR)

** analisis realizado en el Laboratorio de Anélisis de Suelos, Tejido Vegetal y Aguas del CATIE

3.2.2 Cultivo e inoculacion de los microorganismos benéficos

Dos cepas de microorganismos fueron utilizados en este estudio: (1) Bacillus subtilis AB4410, aislado
en pastizales de Cartago y mantenida en los Laboratorios de Control Microbial del CATIE, y (2)
Trichoderma harzianum IMI 395248, aislado por investigadores de CABI International en frutos de
Theobroma gileri (Sterculiaceae) en Ecuador. Las suspensiones de estos microorganismos se

prepararon en el laboratorio de control microbial del CATIE.
Trichoderma harzianum

El ascomicete T. harzianum se cultivd en platos petri de 25 ml conteniendo Agar Papa
Dextrosa (PDA) previamente autaclavado durante 40 minutos a 121°C. Después de un periodo de
crecimiento del micelio de 10 dias en cAmaras de crecimiento continuo, a una temperatura constante de
26.5°C, los platos fueron expuestos 12 dias a la luz solar con el objeto de inducir la produccion de
esporangios y esporas. Una vez que la esporulacion termind (presencia de una capa de color verde en la

superficie del micelio), los platos se almacenaron a una temperatura de 4°C.
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Una semana antes del trasplante, se prepar6 el inoculo a partir de un aislamiento almacenado
anteriormente. Se lavo los conidios presentes en la superficie del micelio con agua destilada y se
realizé un conteo con un hemocitémetro. La suspension se ajusté a 10° conidios/ml. Una dosis de 100
ml de la suspensién de T. harzianum se aplico directamente al sustrato (suelo + 25% de
lombricompost). Las macetas inoculadas se cubrieron con saran hasta el trasplante y fueron regadas
periddicamente para conservar un alto grado de humedad necesario para el buen desarrollo del

microorganismo.

Bacillus subtilis

La bacteria B. subtilis se cultivo en platos petri de 25 ml conteniendo Agar Nutritivo (3 g de
extractos de res Bacto, 5 g de Bacto peptone y 15 g de Bacto agar) previamente autoclavado durante 40
minutos a 121°C. Se realizaron rayados a partir del aislamiento de base y después de un periodo de

crecimiento de tres dias, los platos se conservaron en refrigeracion a 4°C.

Tres dias antes del trasplante, se prepard el inoculo a partir de un aislamiento fresco (rayado
realizado 3 dias antes). Se lavé la superficie del medio cubierto por las colonias de bacterias con agua
destilada y se realiz6 un conteo con un hemocitémetro. La suspension se ajusté a 10° conidios/ml. Una
dosis de 100 ml de la suspensién de B. subtilis se aplicd directamente al sustrato (suelo + 25% de
lombricompost). Las macetas inoculadas se cubrieron con saran hasta el trasplante y se conservé un

alto grado de humedad en las macetas necesario para el buen desarrollo de los microorganismos.

3.2.3 Disefio experimental

El experimento se realizd bajo un disefio en bloques completamente aleatorizados con lo cual
se elimind el efecto de la luz sobre las diferentes repeticiones debido a la orientacién del invernadero
segun la posicion del sol a lo largo del dia. Los 12 tratamientos (una planta por tratamiento) y 10
repeticiones se colocaron en las mesas de manera que formaron 10 bloques (un bloque = una

repeticion), tal como se presenta en la Figura 1.
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Figura 1: Disposicién de las macetas en funcion del movimiento del sol (izquierda) y disposicion de
las macetas en las mesas (derecha) dentro del invernadero para el experimento de crecimiento y
produccion de biomasa del tomate. Turrialba, Costa Rica, 2011.

3.2.4 Variables evaluadas

El efecto de los tratamientos sobre las plantas fue evaluado mediante tres variables de
respuesta: crecimiento, nimero de hojas y peso seco de la parte vegetativa. La altura de las plantas fue
medida semanalmente, desde el nivel del suelo hasta el meristema apical. Para compensar la
variabilidad inicial del tamafio de las plantulas, el crecimiento semanal de cada individuo se midi6 a
modo de porcentaje, el mismo que representa el cambio en relacién a la medida inicial de cada

individuo, segun la formula descrita y utilizada por Graber et al. (2010) que se presenta a continuacion:
C = (B/A)*100

En donde:

A=altura inicial de la planta

B=altura de la plantas a la semana dada

C=tasa de crecimiento calculada en porcentaje.

Para la evaluacion del peso seco, se seccion6 cada planta al nivel de la base del tallo, las partes
seccionadas se ubicaron en bolsas de papel debidamente rotuladas, y se llevaron al horno a una

temperatura de 70°C durante 72 horas.

3.2.5 Andlisis de los datos

Para determinar la influencia de los tratamientos sobre las variables de respuesta estudiadas

(crecimiento, produccion de hojas y produccién de biomasa), se realizd un analisis de varianza
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(ANOVA) con un disefio en blogues completos dispuestos al azar (para las variables produccién de
hojas y peso seco) y un disefio en parcelas divididas con un arreglo en bloques (para la variable
crecimiento), bajo la teoria de los modelos lineales mixtos. Los bloques fueron declarados en el

modelo como efecto aleatorio.

El modelo de ANOVA para las variables nUmero de hojas y peso seco utilizado en el presente

experimento se describe como:
Yij=HU+Ti+ Bj+¢gj

Yij: variable de respuesta del i-ésimo tratamiento en la j-ésimo bloque

M: media general

T;: efecto de la i-ésima aplicacion de fertilizante, microorganismo y biocarb6n

B;: efecto aleatorio del j-ésimo bloque

&;j: término de error que se distribuye normal independiente con media cero y varianza constante
En el caso de la variable de crecimiento, el modelo utilizado se describe como:

Yi=p + o+ v+ 0+ by + Cik + &ijk
Con

Yiu: variable de respuesta del i-esimo tratamiento, j-ésima semana después del trasplante (SDT)

y el k-ésimo blogue
|: media general
a i: efecto de la i-ésima aplicacion de fertilizante y biocarbon
y;: efecto de la j-ésima SDT

dj: efecto adicional (interaccion) para la combinacion de los niveles i de tratamiento y j de

tiempo

by, Ci.€ijk: efectos aleatorios de los bloques, de las parcelas dentro de los bloques y de los errores

experimentales

Se comprobaron los supuestos del ANOVA con graficos diagnésticos (cuantiles de los términos de

error, graficos de residuos y gréficos de residuos vs. predichos). Las variables cumplieron con el
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supuesto de Normalidad. Los datos de crecimiento fueron transformados a logaritmo natural con el fin
de corregir la heterogeneidad de varianza. Para el peso seco se ajustd una funcion de varianzas
heterogéneas; en este Ultimo caso, se evaluaron todas las funciones y se escogio el mejor ajuste segln
los criterios de Akaike (AIC) y de informacion Bayesiano (BIC) (ver Anexo 2). En las variables donde
existieron diferencias estadisticas entre los tratamientos, se realizaron comparaciones de medias LSD
Fisher (p < 0.05) con el fin de identificar estas diferencias. En el caso de la variable de crecimiento se
utiliz6 la prueba de comparacion de medias DGC (p< 0.05), esta prueba permite formacién de grupos

excluyentes y no transicién entre tratamientos.

3.3. Efecto de la combinacion de biocarbon con fertilizantes organicos y
microorganismos benéficos sobre el comportamiento alimenticio de la

mosca blanca (Bemisia tabaci)

3.3.1. Material vegetativo, cria e infestacion de mosca blanca

Las plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) hibridos “Montafia Plus” utilizadas en este
experimento fueron seleccionadas al azar del grupo de plantas utilizadas en el experimento descrito
anteriormente (ver 2.2). Las plantas de cuatro bloques (repeticiones) fueron extraidas luego de la
Gltima medicion de crecimiento y se ubicaron en un segundo invernadero (CATIE, Turrialba, Costa

Rica). Las plantas fueron regadas diariamente y mantenidas a una temperatura promedio de 28°C.

Los insectos utilizados se criaron en una camara ubicada bajo invernadero (CATIE, Turrialba)
y fueron alimentados con plantas de tomate (L. esculentum) y de berenjena (Solanum melongena). Se
seleccionaron 16 plantas de berenjena y cuatro de tomate con un alto volumen de infestacion por la
mosca blanca. Las plantas se trasladaron al invernadero experimental y se distribuyeron en forma
equidistante dentro de cuatro circulos de plantas de tomate a evaluar (una repeticién por circulo) tal
como se presenta en la Figura 2. Cada circulo, que representa un bloque, cuenta con un individuo de

cada tratamiento (12 en total, ver cuadro 1 del experimento anterior).
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Figura 2. Disefio del experimento de escogencia irrestricta representando cuatro circulos de macetas
(cuatro blogues de 12 tratamientos), al centro de los cuales se ubicaron cuatro plantas de berenjena 'y
una de tomate infestadas por moscas blancas. Turrialba, Costa Rica, 2011.

3.3.2. Variables evaluadas

Se realiz6 un conteo de los insectos hospedados en las plantas 1, 2, 8 y 15 dias después de la
infestacion (DDI), segin la metodologia utilizada por Bagnarello et al. (2009). Cada conteo se efectu6
por la mafiana, preferiblemente entre las 6h00 y 10h00, momento de menor actividad de los insectos
(Jovel et al. 2000). A los 15 DDI, se realizd cortes circulares de 3 hojas seleccionadas en forma
aleatoria en cada una de las plantas con un sacabocado de 3.3 cm de didmetro. Sobre cada circulo, se

contd el nimero de ninfas de todos los estadios de desarrollo a través de un estereoscopio.

3.3.3. Anadlisis de datos

Para determinar la influencia de los diferentes tratamientos sobre el nimero de adultos/planta y
nimero de ninfas/cm? (variables de respuesta), se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) bajo la
teoria de los modelos lineales mixtos con un disefio en blogues completos distribuidos al azar (para la
variable nimero de ninfas) y con un disefio en parcelas divididas con arreglo en bloques (en el caso de
la variable numero de adultos). Los bloques fueron declarados en el modelo como efecto aleatorio. En
el caso del conteo de insectos adultos, se declard el nimero de hojas de las plantas como covariable. El
modelo de ANOVA para la variable de respuesta nimero de ninfas/cm? utilizado en el presente
experimento se describe como:

Yij= U +Ti+Bj+ g

Donde:
Yj: variable de respuesta del i-ésimo tratamiento en la j-ésima repeticion
K: media general

T;: efecto de la i-ésima aplicacion de fertilizante, microorganismo y biocarbdn
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B;: efecto aleatorio del j-ésimo bloque
&ij: termino de error que se distribuye normal independiente con media cero y varianza constante

En el caso del nimero de adultos/planta, el modelo utilizado para el disefio en parcelas

divididas en un arreglo en bloques es:
Yip= o+ ait oyt 8+ b+ Ci + gk
Con

Yij: variable de respuesta del i-esimo tratamiento, j-ésima dia después de la infestacion (DDI) y el

k-ésimo bloque
H: media general
a . efecto de la i-ésima aplicacion de fertilizante y biocarbdn
v;- efecto del j-ésimo DDI
g efecto adicional (interaccion) para la combinacion de los niveles i de tratamiento y j de tiempo

by, Cik.<ij: efectos aleatorios de los bloques, de las parcelas dentro de los bloques y de los errores

experimentales

Se comprobaron los supuestos del ANOVA con graficos diagndsticos (cuantiles de los
términos de error, graficos de residuos y graficos de residuos vs. predichos). Para la variable de
respuesta numero de adultos/planta, que no cumplié con el supuesto de Normalidad, se realiz6 una
transformacion a raiz cuadrada. Ninguna de las dos variables cumplié el supuesto de varianzas
homogéneas, lo que implico la seleccion de modelos con una funcion de varianzas heterogéneas. Se
evaluaron todas las funciones y se escogio el mejor modelo, segin los criterios de Akaike (AIC) y del
criterio de informacion Bayesiano (BIC) (ver Anexos 4). En los casos que existieron diferencias
estadisticas entre los tratamientos, se realizaron comparaciones de media con la prueba LSD Fisher
(p<0.005).
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3.4. Induccién de resistencia sistémica y supresividad del biocarbon
combinado con fertilizantes organicos, fertilizantes sintéticos vy
microorganismos benéficos contra Pseudomonas corrugata en tomate
(Lycopersicon esculentum).

3.4.1. Material vegetativo y sustratos

En este experimento, se sembraron plantas de tomate (L. esculentum) hibrido “Montafia plus”.
Las plantulas de 3-4 hojas fueron trasplantadas en potes de 3 kg de capacidad conteniendo los
tratamientos a evaluar, y mantenidas bajo invernadero durante todo el experimento. EI lombricompost
se aplico a una dosis de 25% del peso del sustrato para cada maceta, y la gallinaza a una dosis de 2%
por maceta. El fertilizante mineral, receta N-P-K (10-30-10), fue aplicado a dos intervalos segun las
dosis recomendadas por el MAG: 5ga5 DDTy 20 g a20 DDT por planta. El biocarb6n de bambu fue
mezclado con los sustratos a una dosis del 1% del peso. Los diferentes tratamientos se presentan en el
Cuadro 4.

Cuadro 3. Presentacion de los tratamientos evaluados en el experimento de induccién de resistencia
sistémica y supresividad del biocarbon combinado con fertilizantes organicos, sintético y
microorganismos benéficos. Turrialba, Costa Rica.

Tratamiento Cadigo
Testigo T
Testigo + biocarbdn B
Fertilizacion mineral M
Fertilizacion mineral + biocarbén MB
Gallinaza G
Gallinaza + biocarbon GB
Lombricompost L
Lombricompost + biocarbén LB
Lombricompost + Trichoderma harzianum TR
Lombricompost + T. harzianum + biocarbén TRB
Lombricompost + Bacillus subtilis S
Lombricompost + B. subtilis + biocarbon SB
Lombricompost + T. harzianum + B. subtilis TRS
Lombricompost + T. harzianum + B. subtilis + biocarbon TRSB

El suelo utilizado (andlisis quimico presentado en Anexo 5), de textura franca (51% arena,
32.2% limo y 18.8% arcilla) fue extraido del sector de “Las Cabras”, ubicado en la finca comercial del
CATIE (Turrialba, Costa Rica). Este suelo fue tratado con Kilol LDF 100 11SL (concentracion de 2.5
ml/L) y mantenido en una capa fina bajo una lona de platico negro durante 30 dias para evitar toda
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contaminacién por bacterias patdgenas. El experimento se realizd en los invernaderos del CATIE

(Turrialba, CR) a una temperatura promedio de 28°C.
3.4.2  Cultivo de los microorganismos patdgenos y benéficos

La bacteria P. corrugata fue aislada de plantulas de tomate y chile enfermas. Muestras de las
hojas y del tallo que mostraron sintomas de infeccion fueron recolectadas, lavadas con una solucién de
cloro al 2%, y dispuestas en platos petri con medios Agar Nutritivo. Tres dias después, se observo el
desarrollo de la bacteria y se almacenaron los aislamientos a 4°C. El patégeno fue identificado por el
CIA (Centro de Investigaciones Agrondmicas de la Universidad de Costa Rica) a través de la
tecnologia Biolog (programa Micrologl 4.20.05), con 99% de probabilidad (ver Anexo 6). La
patogenicidad del microorganismo fue comprobada por la aparicion de manchas necréticas sobre hojas

de tomate sometidas a la inoculacién con atomizador de una suspension de 10° UFC/ml.

Los aislamientos de Pseudomonas corrugata se cultivaron en medios Agar Pseudomonas F
(Tripone 10 g, Proteose Peptone 10 g, Dipotasium Phosphate 1.5 g, Magnesium Sulfate 1.5 g y Agar
15 g), en platos petri de 20ml durante 3 dias. Los aislamientos fueron conservados a 4°C hasta su

utilizacién ulterior.

Los dos tipos microorganismos benéficos, Trichoderma harzianum IMI 395248 y Bacillus
subtilis AB4410, se cultivaron e inocularon segln la misma metodologia que en el primer experimento
descrito (ver 2.2.5).

3.4.3. Inoculacion de los microorganismos fitopatogenos

La bacteria P. corrugata se cultivé en un medio Agar Pseudomonas F en platos petri de 20ml y
se conservd durante 48h a temperatura constante de 26.5°C. Después de este periodo, se lavd la
superficie del medio con agua destilada y se filtrd con filtro Watman. Se efectudé un conteo con un
hemocitometro y se ajustd una suspension de 10" CFU/m, a la cual se agregd 0.05% de tween 80
(como coadyuvante). La inoculacion se hizo con un atomizador de plastico, sobre 3 foliolos de la
quinta, sexta y séptima hoja de cada planta. Debido al desarrollo lento de los sintomas, se realizé una
segunda inoculacion 6 dias después de la primera. Se atomizé una suspension ajustada a 2x10" CFU/ml
con 0.05% de Break Thru 100SL (BASF, coadyuvante) en la totalidad de la plantas, cubriendo la
superficie del sustrato con plastico para evitar la colonizacion de este por la bacteria. Las plantas que
no presentaron sintomas 6 dias después de la segunda inoculacion fueron expuestas a una tercera

inoculacion con una suspension de 2x10” CFU/ml.
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3.4.4. Variables evaluadas

La severidad de la enfermedad se evaludé utilizando la escala siguiente: 0=no sintoma; 1=de 1-
10% de la superficie de la hoja infectada; 2=11-25% de la superficie de la hoja infectada; 3=26-50% de
la hoja infectada; 4=51-75% de la superficie de la hoja infectada; y 5= mas de 75% de la hoja
infectada. Siete hojas fueron evaluadas por planta a partir de la base del tallo (las dos primera hojas no
fueron tomadas en cuenta). El primer conteo se realiz6 3 dias después de la segunda inoculacion, y se
repitio cada 6 dias hasta los 33 DDI.

3.4.5. Disefo experimental

El experimento se establecié segun un disefio en bloques completamente aleatorizado, para
eliminar el efecto de la luz sobre las diferentes repeticiones. Un total de 14 tratamientos (una planta por
tratamiento), fueron dispuestos al azar en mesas de manera que formen cinco bloques (un blogue = una

repeticibn=una mesa).
3.4.6. Analisis de los datos

Para determinar la influencia de los diferentes tratamientos sobre las variables de respuesta
peso seco de la parte vegetativa y radicular, nimero de frutos, y de actividad microbiana, se realiz6 un
analisis de varianza (ANOVA) con un disefio en bloques completos distribuidos al azar y bajo la teoria
de los modelos lineales mixtos. Los bloques fueron declarados en el modelo como efecto aleatorio. El

modelo de ANOVA para el presente experimento se describe como:

Yij= U +Ti+Bj+ g

Yij: severidad, variable de respuesta del i-ésimo tratamiento en la j-ésima repeticion

H: media general

T;: efecto de la i-ésima aplicacion de fertilizante, microorganismo y biocarbon

B;: efecto aleatorio del j-ésimo bloque

&i: término de error que se distribuye normal independiente con media cero y varianza constante

En el caso de la evaluacion de la incidencia de la necrosis medular en tomate, se realizd un

analisis de varianza (ANOVA) con un disefio en parcelas divididas en un arreglo en bloques. Los

33



bloques fueron declarados en el modelo como efecto aleatorio. EI modelo lineal mixto utilizado para el

disefio en parcelas divididas en un arreglo en blogues es:
Yij=p + o+ v+ O+ by + Cik + &ijk
Con
=1, 2;j=1,2;, k=1,..., nj

Yij: variable de respuesta del i-ésimo tratamiento, j-ésima dia después de la inoculacion de P.

corrugata (DDI) y el k-ésimo bloque

H: media general

a i: efecto de la i-ésima aplicacion de fertilizante y biocarbon
v;: efecto del j-ésimo DDI

o efecto adicional (interaccion) para la combinacion de los niveles i de tratamiento y j de

tiempo
by, Cik.&ijk: efectos aleatorios de los bloques, de las parcelas dentro de los bloques y de los errores

Se comprobaron los supuestos del ANOVA con graficos diagndsticos (cuantiles de los
términos de error, graficos de residuos y graficos de residuos vs. predichos. Todas las variables de
respuesta cumplieron con el supuesto de Normalidad, pero los datos de peso seco de la parte vegetativa
y radicular presentaron varianzas heterogénea. Para corregir este problema, se transformaron los datos
de peso seco a raiz cuadrada y se selecciond un modelo con una funcién de varianzas heterogéneas
para cada una de estas variables. Se evaluaron todas las funciones y se escogid el mejor modelo, segln
los criterios de Akaike (AIC) y del criterio de informacién Bayesiano (BIC) (ver Anexo 7). En caso de
que existan diferencias estadisticas entre los tratamientos, se realizaron comparaciones de medias
segln el método LSD (p<0.05).
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3.5 Experimento en campo: produccion y resistencia contra enfermedades
de plantas de pepino y tomate sometidas a la aplicacién de biocarbon
combinado con fertilizantes sintéticos, fertilizantes organicos vy
microorganismos benéficos

3.5.1. Material vegetativo, preparacion de la parcela y sustratos

Una parcela de 190 m? fue dividida en dos &reas de siembra, una en donde se sembré el tomate
(Lycopersicon esculentum) hibrido “Montafia plus” y en la otra, pepino (Cucumis sativus) hibrido
“Villa”. Previo al trasplante, se prepar6 el terreno junto a la Unidad de Fitoproteccion del CATIE
(Turrialba, Costa Rica), se dispuso 10 camas de siembra, mezcladas con suelo traido del sector “Las
Cabras” de la finca comercial del CATIE (Turrialba, CR), para disminuir las probabilidades de
contaminacion de las plantas por Ralstonia solanacearum (llamado marchitez bacterial o malla),
patdgeno presente en los suelos de la zona desde mucho tiempo. Se aplico a toda la parcela 60 t/ha de
compost (analisis disponible en Anexo 8) previamente preparado (compuesto de 86% bagasa, 9.5%
cachaza y 4,5% gallinaza), como fertilizante base para todos los tratamientos. Cada cama de siembra
tuvo una altura aproximada de 0.3 m y un ancho de 0.5 m. En total se establecieron 7 subparcelas de un
metro de largo en los cuales se aplicaron los diferentes tratamientos. Todas las lineas de siembra fueron
cubiertas con un techo de plastico tomatero para evitar el desarrollo de patégenos por exceso de
humedad. La temperatura promedio durante el experimento fue de 22.7°C, con un maximo de 29.7°C y
un minimo de 17.2°C (datos tomados en la estacion meteoroldgica del CATIE). En el Cuadro 3 se

presentan los tratamientos evaluados en este experimento.

Cuadro 4. Descripcion de los tratamientos utilizados en el experimento de evaluacion en campo de la
produccion y resistencia contra enfermedades del pepino y tomate. Turrialba, Costa Rica, 2011.

Tratamiento Cddigo

Testigo T

Testigo + biocarbon B

Fertilizacion mineral M

Fertilizacion mineral + biocarb6n MB

Gallinaza G

Gallinaza + biocarbon GB

Gallinaza + biocarb6n + Bacillus subtilis + Trichoderma harzianum GB + microorg.

La gallinaza, aplicada en una dosis de 2 kg/m?, fue mezclada con el suelo de cada surco 8 dias
antes del trasplante. La fertilizacion quimica se realizé con granulados de férmula 10-30-10, y se aplicd
a una distancia entre 5y 10 cm del tallo, segun las dosis recomendadas por el Ministerio de Agricultura

y Ganaderia (MAG) para los dos tipos de planta. Para el tomate, se aplico 5 g/planta cinco dias después

35



del trasplante (DDT) y 20 g/planta a 20 DDT. Para el pepino se aplicé una sola dosis de 43 g/planta al
trasplante. El biocarbon de bamb( (Bambusa vulgaris), descrito en el punto 2.2.1, fue fragmentado en
pedazos de tamafios heterogéneos y aplicado a una dosis de 20 t/ha (1kg/sub-parcela) a los tratamientos

B, GB, GBM y SB una semana antes del trasplante.

Dos tipos de microorganismos se inocularon simultdneamente a los tratamientos GBM:
Trichoderma harzianum IMI 395248 y Bacillus subtilis AB4410. Una suspension se realiz6 segun la
misma metodologia que para los experimentos anteriores (ver 2.2.3), y se ajusto a una concentracion de
2x10° conidios/ml para T. harzianum y 2x10° cfu/ml para B. subtilis. La combinacién de las dos

preparaciones se aplicd a 50 ml/planta directamente después del trasplante a los tratamientos GBM.

3.5.2 Disefo experimental

Para cada tratamiento, aplicado a sub-parcelas de 0.5 m? se realizaron 5 repeticiones (bloques)
dispuestas en 5 lineas, lo que representa un total de 35 sub-parcelas (7 tratamientos x 5 bloques) para
cada tipo de planta, como representado en la Figura 3.Tres plantas de tomate y pepino se sembraron a
una distancia de 0.4 m entre ellas en cada sub-parcela de cada tratamiento, todas dispuestas segun un
disefio completamente aleatorizado en cada linea o blogque. Las sub-parcelas fueron dispuestas a una

distancia de 0.8 m entre ellas.

11,20 m
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| 3% AEE RN REX IRRRER YRR [

kRt 222 2% Ed

&> m T Hilera

FIT 222 %% qeR anR

% 4 3 z

0,8m Sub-parcela 04m
(tratamiento x)

\ Blogues

Figura 3. Esquema del disefio experimental del experimento de campo, representando la parcela
sembrada con plantas de tomate, donde cada tratamiento esta simbolizado por un color diferente.
Turrialba, Costa Rica, 2011.
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3.5.3. Manejo de los cultivos

Las plantulas de tomate y pepino de 30 a 40 dias fueron trasplantadas a una distancia de 0.4 m
entre ellas en cada sub-parcela (3 plantas/subparcela). Estas fueron amaradas constantemente, se
deshierbd a mano toda la parcela regularmente y las plantas de tomate fueron deshijadas (se sacaron los
chupones o hijos). El riego fue proporcionado por goteo, asegurando un aprovechamiento 6ptimo del
agua. Para disminuir el impacto de P. syringae sobre el cultivo de tomate, se realizaron tres
aplicaciones de Kilol LDF 100 11SL (concentracion de 2.5 ml/L) a todas las plantas. En el caso del
pepino, para el control de la vaquita (Diabrotica variegata y Diabrotica porracea, Coleoptera:
Chrysomelidae), se realizaron varias aplicaciones del controlador biolégico Beauveria bassiana
(suspension a concentracion de 5x10’ conidios/ml) en toda la parcela. También se realizd dos
atomizaciones con caldo bordelés (CuSQ,4) para el control del mildiu velloso (Pseuperonospora

cubensis).

3.5.4. Variables evaluadas

Debido que las plantas de tomates padecieron del ataque de P. syringae, no llegaron a
produccidén. Entonces se evaluo la incidencia (en % de plantas enfermas) de la enfermedad contando el

namero de plantas enfermas a diferentes intervalos de tiempo: dias 21, 31, 38, 44 y 53.

Para determinar la respuesta de las plantas de pepino a los diferentes tratamientos, se evalu6 la
produccion de frutos por sub-parcela. Se realizaron 4 cosechas de los frutos de cada sub-parcela que
fueron contados y pesados, y los resultados de estas dos variables fueron divididos por el nimero de

plantas vivas por sub-parcela.

Se realiz6 un muestreo de suelo con el fin de realizar analisis quimico y microbioldgico. Este
altimo consistio en la determinacion de la respiracion microbiana, biomasa microbiana y amonificacion
anaerobica. La respiracion microbiana se determind por fumigacién e incubacion en cloroformo
durante 48 horas. La extraccion se realiz6 en tiempo inicial y final con sulfato de potasio 0.5 N, y se
determind el carbono orgénico con el método Nelson-Sommers para extractos. La respiracion
microbiana se determind incubando las muestras en una solucién de NaOH 0.05 N en vasos Mason
herméticos durante 24 horas a 25°C. El equivalente CO, se determind por titulacién con HCL 0.05 N.
La amonificacion anaerdbica se determind incubando las muestras herméticamente durante 7 dias. La
extraccion se realizd en Ty y en T; con KCL 1 N. La determinacién del amonio se hizo por destilacion.

Las metodologias utilizadas estan descritas por Anderson y Ingram (1992).
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3.5.5. Andlisis de los datos

Para determinar la influencia de los diferentes tratamientos sobre la variable de respuesta
produccidn de frutos de pepino, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) con un disefio en bloques
completos distribuidos al azar y bajo la teoria de los modelos lineales mixtos. Los blogues fueron
declarados en el modelo como efecto aleatorio. EI modelo de ANOVA para el presente experimento se

describe como:

Yij= U +Ti+Bj+ g

Yj: variable de respuesta del i-ésimo tratamiento en la j-ésima repeticion

M: media general

T;: efecto de la i-ésima aplicacion de fertilizante, microorganismo y biocarb6n

B;: efecto aleatorio del j-ésimo bloque

&;j: término de error que se distribuye normal independiente con media cero y varianza constante

En el caso de la evaluacion de la incidencia de la marchitez bacterial, se realiz6 un analisis de
varianza (ANOVA) con un disefio en parcelas divididas en un arreglo en bloques. Los bloques fueron
declarados en el modelo como efecto aleatorio. EI modelo lineal mixto utilizado para el disefio en

parcelas divididas en un arreglo en blogues es:
Yig= @ + o+ yj+ 8+ by + Ci + €ijk
Con
i=1, 2;j=1,2; k=1,..., nj

Yiu: variable de respuesta del i-esimo tratamiento, j-ésima dia después de del trasplante (DDT) y

el k-ésimo blogue
|: media general
a ;: efecto de la i-ésima aplicacion de fertilizante y biocarbéon

v;: efecto del j-ésimo DDT
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dj: efecto adicional (interaccion) para la combinacion de los niveles i de tratamiento y j de

tiempo
by, Ciw.€ijk: efectos aleatorios de los bloques, de las parcelas dentro de los bloques y de los errores

Se comprobaron los supuestos del ANOVA con graficos diagnésticos (cuantiles de los
términos de error, gréficos de residuos y graficos de residuos vs. predichos). Ambas variables de
respuesta cumplieron con el supuesto de Normalidad, y solo la variable produccion de pepino presentd
una varianza heterogénea. Para corregir este problema, se selecciond un modelo con una funcion de
varianzas heterogéneas. Se evaluaron todas las funciones y se escogi6é el mejor modelo, segin los
criterios de Akaike (AIC) y del criterio de informacién Bayesiano (BIC) (ver Anexo 9). En caso de que
existan diferencias estadisticas entre los tratamientos, se realizaron comparaciones de medias segun el
método LSD (p<0.05).

4 RESULTADOS

4.1. Evaluacion del crecimiento y de la produccion de biomasa de plantas
de tomate sometidas a la aplicacion de biocarbén combinado con
fertilizantes organicos y microorganismos benéficos

En este experimento, las plantas de tomate sometidas a los diferentes tratamientos presentaron
diferencias significativas para las tres variables evaluadas: tasa de crecimiento (F=5.93, p<0.001),
namero de hojas (F=12.97, p<0.001) y peso seco de la parte vegetativa (F = 53.60, p < 0.001). Como
se presenta en las Figuras 4 y 5, los dos tipos de fertilizantes aplicados (gallinaza y lombricompost)

aumentaron significativamente el crecimiento, el nimero de hojas y el peso seco de las plantas.

En ausencia de inoculacion de microorganismos, no se encontrd efecto significativo del
biocarbdn sobre las plantas fertilizadas con lombricompost (tratamientos LB y L). En cuanto a los
tratamientos con gallinaza (GB y G, con y sin biocarbdn respectivamente), el crecimiento inicial fue
influido de manera negativa por el biocarbdn, obteniendo una disminucion significativa del 8% en la
segunda semana. Esta tendencia se invirtio después de la segunda semana, y el biocarbon aumento
significativamente el crecimiento al 6% y 5% en las semanas 6 y 8 respectivamente. A partir de la
segunda semana, los tratamientos G y GB presentaron promedios de crecimiento siempre inferiores a
los de los tratamientos L y LB. Las plantas sometidas a la aplicacion de gallinaza sin biocarbdn
mostraron un crecimiento significativamente inferior de 18%, 17% y 21% comparado con el

tratamiento L en las semanas 6,7 y 8, mientras que en presencia de biocarbon, la aplicacion del mismo
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abono disminuyd solamente el crecimiento durante la semana 7 (con resultados de 15% y 10%

inferiores a L y LB respectivamente) (ver Anexo 10).

En ausencia de fertilizacion, el tratamiento con biocarbdén solo (B) presentd una tendencia a
aumentar el crecimiento de las plantas comparado con el testigo absoluto (T), con un promedio de 10%
de incremento a través de las siete semanas. Sin embargo, la diferencia fue significativa solamente las
dos Gltimas semanas de evaluacién, con un aumento de 19% y 23% del crecimiento en la semana 7 y 8

respectivamente.

El efecto mas fuerte observado sobre el crecimiento de las plantas se observé con el
tratamiento lombricompost inoculado con Bacillus subtilis en presencia de biocarbén (SB). Este
tratamiento obtuvo constantemente los mejores resultados y aument6 el crecimiento de las plantas un
13% en promedio comparado con L, con un efecto significativo en la semana 4, 5, 6 y 8 y un
incremento de 22%, 14%, 9% y 9% respectivamente. En comparacion con el tratamiento S
(lombricompost + B. subtilis), la aplicacion de biocarbén aumentd un 17% el crecimiento en promedio
a través de las 7 semanas, presentando diferencias significativas las semanas 4, 5, 6 y 8 e incrementos
de 23%, 21%, 15% y 12% respectivamente. La inoculacién de B. subtilis sin presencia de biocarb6n en

el sustrato no presento efecto significativo en comparacién con L.

Respecto a los tratamientos inoculados con Trichoderma harzianum, no se encontr6 efecto
significativo sobre el crecimiento de las plantas hasta la sexta semana. Una disminucion del 14% y 9%
del crecimiento comparado con L y TRB (respectivamente) fue observada, mientras que este Gltimo no
presentd efecto significativo comparado con L. La combinacién de B. subtilis y T. harzanium no
presentd efecto significativo sobre el crecimiento de las plantas. Tampoco se encontraron diferencias

significativas con la aplicacion de biocarbén con estos microorganismos.
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Figura 4. Crecimiento promedio (expresado en porcentajes) en funcion de la semana después del
trasplante (SDT) de las plantas de tomate sometidas a los diferentes tratamientos. Los gréaficos
comparan los testigos con y sin biocarbén (a); la gallinaza con y sin biocarbdn (b); el lombricompost
con y sin biocarbén (c); lombricompost + inoculaciéon de B. subtilis con y sin biocarbén (d);
lombricompost + inoculacion de T. harzianum con y sin biocarbén (e); y lombricompost +
combinacion de T. harzianum y B. subtilis con y sin biocarbén (f). Letras distintas indican diferencias
estadisticas (p < 0.05).Turrialba, Costa Rica, 2011.

En la Figura 5 se presenta los graficos de produccién de peso seco y de produccion de hojas de

las plantas sometidas a los diferentes tratamientos. Ya sea en ausencia de fertilizacion o con
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fertilizantes no inoculados, no se encontrd efecto significativo de la aplicacién de biocarbdn sobre las

plantas para la produccion de biomasa y produccion de hojas.

En contraste con los resultados obtenidos para el crecimiento, la inoculacién de B. subtilis no
presentd efecto significativo sobre el peso seco, y el biocarbon no influy6é sobre este resultado. En
cuanto a la produccién de hojas, se observé una reduccion significativa del 20% de las hojas en
presencia de este microorganismo comparado con L, mientras que el tratamiento inoculado sin
biocarb6n no presentd diferencia significativa. Los dos tratamientos inoculados con B. subtilis no

presentaron diferencia significativa con el tratamiento LB.

La inoculacion del lombricompost con T. harzianum con y sin aplicacion de biocarb6on (TRB y
TR respectivamente) disminuyé significativamente la produccién de hojas de las plantas. Los
tratamientos TR y TRB presentaron una reduccion de la produccién de hojas de 26% y 21%
respectivamente comparado con el lombricompost no inoculado, sin presentar diferencia estadistica
entre ellos. Sin embargo, en presencia de biocarbén, la inoculacion de este microorganismo aumento
significativamente el peso seco de las plantas. La combinacidn de este microorganismo con biocarbén
y lombricompost incremento de 48%, 56% Yy de 35% el peso seco de las plantas en comparacion con el
lombricompost solo (L), el lombricompost inoculado con T. harzianum (TR) y el lombricompost con

biocarb6n (LB) respectivamente.

El lombricompost inoculado con la combinacion T. harzianum y B. subtilis sin biocarbon
(TRS) presentdé una menor produccion de hojas que el lombricompost solo (L), y la inoculacién no
tuvo efecto sobre el peso seco de las plantas. No obstante, en presencia de biocarbén, la inoculacion de
los dos microorganismos aumentd el peso seco de 33% y 27% en comparacién con L y TRS

respectivamente, y no tuvo efecto significativo sobre la produccion de hojas.
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Figura 5. Efecto del biocarbén sobre el peso seco (a) y el nimero de hojas (b) del tomate sometidas a
los diferentes tratamientos. Las diferencias estadisticas (p<0.05) estan simbolizadas por letras
distintas. Las barras de error representan los errores estandares. Turrialba, Costa Rica, 2011.

4.2. Efecto de la combinacion de biocarbon con fertilizantes organicos y
microorganismos benéficos sobre el comportamiento alimenticio de la
mosca blanca (Bemisia tabaci)

En este experimento, se diferencias entre los tratamientos sobre el nimero de ninfas
(F=2.73, p=0.0125) y el nimero de adultos de B. tabaci (F=262.18, p<0.001) presentes en las
plantas de tomate. Si no se observo influencia de la sola aplicacion de biocarbén a los
diferentes sustratos, la combinacion de este material con T. harzianum y B. subtilis tuvo un

efecto significativo sobre el nimero de insectos adultos contados en las plantas.

El nimero de moscas blancas contado a los dias de evaluacién sobre las plantas
sometidas a los diferentes tratamientos se presentan en la Figura 6. El dia 1, las diferencias
entre los tratamientos fueron minimas, solo se encontrd un numero de moscas blancas superior
a los testigos con y sin biocarbdén sobre las plantas abonadas con gallinaza (G). Los otros
tratamientos no presentaron diferencias con el testigo. A las 48 horas después de la

infestacion, los resultados fueron similares al dia anterior.

Ocho dias después de la infestacion, el nimero de adultos posados sobre las plantas fue
mucho mayor, y las diferencias entre los tratamientos fueron mas marcadas. En ausencia de
biocarbdn, las plantas abonadas con gallinaza (G) presentaron una mayor atraccion de las
moscas, el nimero de insectos posados siendo significativamente superior a todos los otros

tratamientos excepto GB. Aunque el nimero promedio adultos contados en las plantas con
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lombricompost y gallinaza fue inferior en presencia de biocarbdn en el sustrato, las diferencias
nunca alcanzaron niveles significativos. Todas las plantas abonadas con lombricompost e
inoculadas con los microorganismos (S, SB, TR, TRB, TRS, y TRSB), ya sea con 0 sin
biocarbon, presentaron un nimero significativamente menor de moscas que los tratamiento sin
inoculacién ni biocarbon (L), con una disminucién promedio del 61% de la poblacion de
insectos. La inoculacion del lombricompost con T. harzianum en presencia de biocarbon
(TRB) presentd la mayor disminucion de poblacion (68%) comparado con L. Solo el
tratamiento TRB dio una diferencia significativa con LB, con una disminucién de 55% de la
poblacion de moscas blancas presentes en las plantas. En ausencia de fertilizacion con y sin
biocarbén (B y T respectivamente), se conto significativamente menos moscas comparado con

todos los otros tratamientos.

Al dia 15, las plantas fertilizadas con gallinaza sin biocarb6n (G) presentaron un
numero de insectos adultos significativamente superior a todos los otros tratamientos excepto
GB. No se encontr6 diferencias significativas relativas a la presencia de biocarbon en el
sustrato, ya sea con fertilizantes organicos o sin fertilizacion. En ausencia de biocarbon, la
inoculacion con microorganismos benéficos del sustrato fertilizado son lombricompost no
disminuyd significativamente el ndmero de insectos adultos posados en las plantas. Sin
embrago, la inoculacién de Bacillus subtilis y de la combinacién B. subtilis y T. harzianum en
presencia de biocarbén (SB y TRSB respectivamente) fue acompafiada de una reduccion
significativa de 40% y 49% del numero de insectos contados en las plantas en comparacion

con L, y solo TRSB presentd un nimero de adultos significativamente inferior a LB.
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Figura 6. Numero promedio de adultos de B. tabaco posados en las plantas de tomate sometidas a la
aplicacién de biocarbon combinado con fertilizantes organicos y microorganismos antagonistas 1
DDI (a), 2 DDI (b), 8 DDI (c) y 15 DDI (d). Las diferencias estadisticas (p<0.05) estan simbolizadas
por letras diferentes. Las barras de errores representan los errores estandares. Turrialba, Costa Rica,

2011.

En cuanto al nimero de ninfas contado en la superficie de las hojas, no se encontr6 efecto

significativo de la presencia de biocarb6n para ningun tipo de fertilizacion ni de la inoculacion del

lombricompost con los microorganismos. Sin embargo, como se ilustra en el cuadro 5, los tratamientos

L y SB presentaron los mayor promedios de nimero de ninfas, y fueron los Unicos a presentar

resultados significativamente superiores al testigo absoluto (T).
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Cuadro 5. Promedio del nimero de ninfas contadas en tres discos circulares (3.3 cm de diametro) de
las hojas de plantas de tomate para los tratamientos evaluados. Las diferencias estadisticas (LSD,
p=0.05) estan representadas por letras distintas. Turrialba, Costa Rica, 2011.

Tratamiento™ Num. de ninfas/cm® Error
L 127 a 0.53
SB 0.97a 0.40
GB 0.70 ab 0.29
TRB 0.63 ab 0.26
S 0.61ab 0.25
TRSB 0.45 ab 0.18
TRS 0.41 ab 0.16
TR 0.37 ab 0.15
LB 0.32ab 0.13
B 0.12b 0.05
G 0.11b 0.04
T 0.11b 0.04

* T-B: suelo con y sin biocarbén; G-GB: gallinaza con y sin biocarbén ; L-LB :

lombricompost con y sin biocarbdn ; S-SB: lombricompost + Bacillus subtilis
con y sin biocarbon; TR-TRB: lombricompost + Trichoderma harzianum con y
sin biocarb6n; TRS-TRSB: lombricompost + T. harzianum + B. subtilis con y
sin biocarbon.

4.3 Induccién de resistencia sistemica y supresividad del biocarbon
combinado con fertilizantes orgéanicos, fertilizantes sintéticos y
microorganismos benéficos contra Pseudomonas corrugata en tomate

(Lycopersicon esculentum)

Los diferentes tipos de fertilizantes y microorganismos aplicados con y sin biocarbon en este
experimento influyeron de manera significativa sobre la produccion de biomasa foliar (F=32.55,
p<0.001) y radicular (F=113.88, p<0.001) de las plantas de tomate inoculadas con el patdégeno P.
corrugata. Como se ilustra en las Figuras 7 y 8, todas las plantas fertilizadas presentaron una
produccion de biomasa foliar y radicular significativamente superior al testigo absoluto (T, solo suelo).
Las plantas fertilizadas con gallinaza y biocarbon presentaron los valores promedios de biomasa mas

altos, con un incremento de 239% y 332% del peso seco de la parte vegetativa y radicular
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respectivamente comparado con el testigo absoluto. La aplicacion de gallinaza sin biocarbon (G) y
lombricompost con biocarb6n inoculado con Bacillus subtilis (SB) permitié una produccion de

biomasa vegetativa estadisticamente igual a GB.

Aunque la aplicacion de biocarbon aumentd el peso seco de la parte foliar de las plantas con
todos los tipos de fertilizacion, el efecto nunca fue significativo. Una tendencia positiva del biocarbén
fue encontrada por las pruebas de contrastes realizadas entre todos los tratamiento con y sin biocarbén
(F=5.05. p=0.0308), dichas pruebas mostraron un aumento significativo del 10% del peso seco de las
plantas con biocarbon. Las pruebas de contraste también demostraron la superioridad de los
tratamientos GB y SB, que aumentaron significativamente (F=137, p<0.0001) para GB y F=24.60,
p<0.0001 para SB) el peso seco de la parte vegetativa de las plantas comparado con los otros

tratamientos.

La combinacion de Bacillus subtilis y biocarb6n (SB) aumentd significativamente el peso seco
foliar de las plantas comparado con el lombricompost solo (L). La presencia de biocarbén en el sustrato
incrementd de 27% el peso seco de la parte vegetativa comparado con L. SB es el Gnico tratamiento
inoculado que aument6 significativamente la produccién de biomasa de las plantas comparado con L,

aunque todos presentaron valores promedio superiores a este.
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Figura 7. Produccién de biomasa foliar de plantas de tomates infectadas con P. corrugata en
presencia de biocarb6n combinado con fertilizantes minerales, organicos y microorganismos
benéficos. Letras distintas representan diferencias significativas (p<0.05) y las barras de errores los
errores estandares. Turrialba, Costa Rica, 2011.

En el caso del peso seco de las raices, la tendencia es diferente. Los tratamientos con gallinaza
y con fertilizacion mineral no presentaron diferencias significativas relativas a la presencia de

biocarbon, mientras que las plantas fertilizadas con lombricompost se vieron afectadas en forma
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negativapor la aplicacion de este material, y presentaron una disminucion de 23% del peso de LB
comparado con L. En forma general, el biocarbén combinado con gallinaza y fertilizante mineral
aumento levemente el peso promedio de las raices, mientras que la tendencia fue mas bien negativa en
combinacién con todos los tratamientos con lombricompost (excepto cuando fue inoculado con B.
subtilis).
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Figura 8. Produccion de biomasa radicular de plantas de tomates infectadas con P. corrugata en
presencia de biocarb6n combinado con fertilizantes minerales, orgénicos y microorganismos
benéficos. Letras distintas representan diferencias significativas (p<0.05) y las barras de errores los
errores estandares. Turrialba, Costa Rica, 2011.

La evaluacion de la severidad de la enfermedad no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos (F=1,91, p=0,061). Como se presenta en el Cuadro 6, las plantas fertilizadas con
lombricompost sin biocarbon se vieron mas afectadas por el patdgeno, presentando los mayores
promedios de severidad (en alternancia con el tratamiento TR). En cambio, los tratamientos inoculados
con B. subtilis en presencia de biocarbon presentaron un promedio de severidad inferior a todos los

otros tratamientos durante el experimento, superando a los tratamientos LB, MB y GB.

Cuadro 6. Severidad de la enfermedad causada por P. corrugata (necrosis medular) en plantas de
tomate en presencia de biocarbén combinado con fertilizantes organicos, fertilizantes sintéticos y
microorganismos benéficos. Las diferencias estadisticas estan simbolizadas por letras distintas.
Turrialba, Costa Rica, 2011.

Severidad de la enfermedad*

Tratamiento*** 9 DDI ** 15 DDI 21 DDI 27 DDI 33 DDI
L 1,7 +0,44 2,41 0,46 2,79 0,44 3,18 +0,44 3,39 0,44
TR 1,7 £0,44 2,64 +0,44 2,82 +0,44 3,04 +0,44 3,32 £0,44
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G 1 +0/41 1,25 +0/41 1,39 0,41 2,68 +0,41 2,96 +0,41

B 1,2 £0,38 154 +0,38 1,82 +0,38 2,54 +£0,38 2,86 0,38
TRB 13 £041 1,68 +0,41 1,93 +0/41 2,29 £041 2,79 £0,41
TRSB 1,9 £0,46 2,09 +0,46 2,39 +0,44 2,57 0,44 2,75 0,44
T 14 +0,41 153 +0/41 161 =041 2,29 £041 2,64 £041
M 1,7 0,41 2,04 £041 2,04 £041 2,32 +0,41 254 +041
S 11 £0/41 1,43 +0/41 157 =041 2,07 £041 2,5 +0,41
TRS 1,1 +0,38 1,32 £0,38 16 +0,38 2,07 +0,38 2,36 +0,38
GB 1 +0,38 1,32 +0,38 15 +0,38 1,86 +0,38 2,07 +0,38
MB 09 =041 1,14 +0,41 1,14 +0,41 164 £041 196 *041
LB 1,1 +0,38 1,25 +0,38 1,32 +0,38 1,61 +0,38 1,93 +0,38
SB 08 =041 1,03 +0,41 1,25 +0,41 1,54 041 1,72 £0,41

* 0 del &rea foliar infectado, expresado en una escala de 0 a 5 donde O=ausencia de sintomas; 1=1-10% del
area foliar infectado; 2=11-25% del &rea foliar infectado; 3=26-50% del area foliar infectado; 4=50-75% del
area foliar infectado; y 5= mas de 75% del area foliar infectado.

** DDI = dias después de la inoculacién

*** T-B: suelo con y sin biocarbon; G-GB: gallinaza con y sin biocarbon ; L-LB : lombricompost con y sin biocarbén ; S-
SB: lombricompost + Bacillus subtilis con y sin biocarb6n; TR-TRB: lombricompost + Trichoderma harzianum con y sin
biocarbon; TRS-TRSB: lombricompost + T. harzianum + B. subtilis con y sin biocarbdn.

4.4 Experimento en campo: produccion y resistencia contra enfermedades
de plantas de pepino y tomate sometidas a la aplicacion de biocarbon
combinado con fertilizantes sintéticos, fertilizantes organicos y
microorganismos benéficos

4.4.1 Produccién de pepino

En este experimento, se encontré un efecto significativo de los diferentes tratamientos
evaluados (F=3.51, p=0.0123). Como se muestra en la Figura 7, la fertilizacion mineral (M) sin
biocarb6n obtuvo la mayor produccién de frutos (78.8 t/ha), seguida por el tratamiento gallinaza +
biocarbon + microorganismos (GB + microorg.) (76.5 t/ha). Los tratamientos M y GB +
microorganismos fueron los Unicos que permitieron alcanzar rendimientos significativamente
superiores a los testigos sin y con biocarbén (T y B), con un aumento de los rendimientos de 32% y
28% comparado con T y de 22% y 19% con B respectivamente. La inoculaciéon de T. harzianum y B.
subtilis incrementd significativamente la produccion (+19%) comparado con GB. En contraste, la
aplicacion de fertilizantes sintéticos con biocarbon, gallinaza con biocarbén y gallinaza sola no tuvo

efecto significativo sobre la produccién de las plantas comparado con Ty B.
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biocarbén; GB + microorg. = gallinaza + biocarbon + T. harzianum + B. subtilis

Figura 9: Efecto del biocarbdn combinado con fertilizantes organicos, sintético y microorganismos
benéficos sobre el rendimiento del pepino. Las diferencias estadisticas (p<0.05) estan simbolizadas
por letras distintas y las barras de errores representan los errores estandares. Turrialba, Costa Rica,
2011.

2.4.2 Actividad microbiana del suelo

Los resultados de los andlisis microbiol6gicos del suelo, presentados en la Figura 10, no
mostraron diferencias significativas para las variables de respiracion microbiana (F=1.13, p=0.40),
biomasa microbiana (F=0.69, p=0.66) y amonificacion anaerobica (F=1.34, p=0.31). Los cocientes

metabdlicos tampoco presentaron diferencias estadisticas (F=0.35, p=0.90).
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Figura 10. Actividad microbiana de los sustratos con fertilizantes organicos, sintéticos y
microorganismos benéficos en la parcela de produccion de pepino. a) Biomasa microbiana; b)
Amonificacion anaerébica; ¢) Respiracién microbiana; d) Cociente metabélico. Turrialba, Costa Rica,
2011.

2.4.3 Resistencia a la marchitez bacterial (Pseudomonas syringae)

En este experimento, se encontraron diferencias significativas en la incidencia de la marchitez
bacterial entre las plantas de tomate expuestas a los tratamientos evaluados (F=14.43, p<0.001). Como
se muestra en la Figura 9, la presencia de biocarbdn en el sustrato disminuy¢ significativamente la
incidencia de la enfermedad durante todo el experimento, ya sea para las plantas fertilizada con
fertilizante sintético, con gallinaza o no fertilizadas, hasta la Gltima fecha de evaluacion a la cual la casi

totalidad del cultivo se vio afectado por la enfermedad. Todos los tratamientos con biocarbén,
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fertilizados o no, fueron estadisticamente similares durante el experimento, con una mayor eficiencia

en presencia de gallinaza.

En ausencia de fertilizacion, la aplicacion de biocarb6n disminuyé la incidencia de la
enfermedad en un 32% en promedio hasta los 44 DDT. A esta misma fecha, el 100% de las plantas
fertilizadas con N-P-K (M) presentaban sintomas de marchitamiento, frente a 47% para las plantas
fertilizadas con la misma receta en presencia de biocarbdn. El tratamiento M presentd la mayor
incidencia de la enfermedad, siempre estadisticamente similar a T, pero con un porcentaje de plantas

infectadas superiores a este a partir de 31 DDT hasta el fin del experimento.

Todos los tratamientos con gallinaza, que no presentaron sintomas de infeccion a la primera
fecha de evaluacion, disminuyeron la incidencia de la enfermedad comparado con el testigo (T) y a la
fertilizacion sintética (M) a lo largo del tiempo, con un efecto més marcado en presencia de biocarbon.
Contrariamente, a la sola aplicacion de gallinaza, cuyo efecto fue significativo solo hasta los 31 DDT.
La gallinaza combinada con biocarbdn disminuyd significativamente la incidencia de la enfermedad
comparado con T hasta los 44 DDT. A esta fecha, GB fue el tratamiento con la incidencia mas baja,
con resultados de 53% y 60% inferiores a M y T respectivamente. La inoculacion de T. harzianum
combinado con B. subtilis (GB + microorg) nunca tuvo efecto significativo sobre la incidencia de la
enfermedad comparado con GB o G, y no disminuy6 con tanta eficacia la incidencia de la enfermedad

como lo hizo GB (ver Figura 8c).
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T = testigo; B = biocarbén solo; M = fertilizacion mineral; MB = fertilizacién mineral + biocarb6n; G = gallinaza sola; GB
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Figura 11. Incidencia de la marchitez bacterial en funcién de los dias después del trasplante (DDT).
Los gréaficos ilustran el efecto del biocarb6on en ausencia de fertilizacion (a), combinado con
fertilizacion mineral (b) y con gallinaza y microorganismos benéficos (c). Las diferencias estadisticas
(p<0.05) estan representas con letras distinctas. Las baras de errores representan los errores
estandares. Turrialba, Costa Rica, 2011.
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5 DISCUSION

5.1 Evaluacién del crecimiento y de la produccion de biomasa de plantas
de tomate sometidas a la aplicacion de biocarbon combinado con
fertilizantes organicos y microorganismos benéficos

En este experimento, el lombricompost y la gallinaza con y sin biocarbdén aumentaron
significativamente el crecimiento, la produccion de hojas y el peso seco de las plantas comparado con
los testigos con y sin biocarbon. Numerosos estudios demostraron el efecto positivo de la aplicacion de
estos fertilizantes organicos sobre el crecimiento y la produccion de las plantas (Mendoza-Netzahual et
al. 2003; Arancon y Edwards 2005; Carrera et al. 2007; Gutierrez-Miceli et al. 2007; Dominguez et al.
2010b; Jaipaul et al. 2011). Estos resultados estdn generalmente asociados a un aumento del contenido
en nutrientes del sustrato (Atiyeh et al. 2001; Demir et al. 2010; Myint et al. 2011), un mejoramiento
de las propiedades fisicas del suelo (Marinari et al. 2000; Atiyeh et al. 2001; Ferreras et al. 2006), el
aumento de la actividad microbiana (Atiyeh et al. 2001; Dominguez et al. 2010b; Pramanik et al. 2010;
Pengthamkeerati et al. 2011; Pramanik y Chung 2011), un aporte de sustancias promotoras de
crecimiento (Dominguez et al. 2010b) y un efecto supresivo contra organismos patégenos (Van
Bruggen 1995; Aryantha et al. 2000; Dominguez et al. 2010a).

Los suelos fertilizados con gallinaza y lombricompost presentaron cantidades mayores de
macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg) y micronutrientes (Cu, Zn, y Fe), asi como un pH mas alto (ver
Anexo 1). El crecimiento inferior de las plantas abonadas con gallinaza comparado con las abonadas
con lombricompost, aunque nunca alcanzé un nivel significativo, asi como una mayor produccion de
hojas (en presencia de biocarb6n) y su mayor produccién de biomasa pueden explicarse por la
disponibilidad en nutrientes. En efecto, el sustrato fertilizado congallinaza presentd una concentracion
media en potasio, alta en fésforo y muy baja en nitrégeno, mientras el sustrato abonado con
lombricompost contenia una cantidad media de f6sforo, alta en potasio y concentraciones mas altas de
nitrégeno que el sustrato con gallinaza. El potasio tiene varias funciones importantes en la planta,
como el aumento de la absorcién de agua y nutrientes, aumento del crecimiento radicular, favorece la
produccion de celulosa, incrementa la produccion de varias enzimas y regula al menos 60 enzimas
diferentes involucrados en el crecimiento de las plantas (Prabhu et al. 2007). El alto contenido en este
elemento en los sustratos con lombricompost podria entonces explicar el mayor crecimiento de las
plantas. Sin embargo, altas dosis de potasio pueden interferir con la disponibilidad y la absorcion de
calcio, elemento esencial para la estructura de las paredes celulares, para el desarrollo 6ptimo de las

hojas y que puede estar presente en concentraciones muy altas en la planta (hasta 10% del peso seco)
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(Marschner 1997). La concentracion media del potasio en el sustrato abonado con gallinaza podria
haber favorecido la absorcién de calcio, elemento presente en cantidades similares en todos los
tratamientos de suelo del experimento, y que a la vez podria haber contribuido al aumento significativo
del peso seco de las plantas. EI contenido en nitrdgeno mas alto del sustrato con lombricompost podria
igualmente haber estimulado el crecimiento vertical de las plantas, mientras la concentracién baja de

este elemento en los suelos con gallinaza puede haberlo limitado.

El mejoramiento del contenido en nutrientes no justifica por completo los resultados positivos
de los abonos orgénicos sobre el estadio fisiologico de las plantas. Atiyeh et al. (2001) encontraron
resultados similares con la misma dosis de lombricompost (en este caso realizado a partir de
excrementos de puercos) en tomate, que los autores asociaron con una mayor concentracién en
nitrogenos de los tejidos, una mayor actividad del enzima deshidrogenasa (utilizado como parametro
de la actividad microbiana) y una mejora de las propiedades fisicas del suelo. El incremento de la
actividad microbiana y el cambio de la diversidad de las poblaciones de estos microorganismos fueron
observado consecuente a la aplicacion de lombricompost (Marinari et al. 2000; Pramanik y Chung
2011) y gallinaza (Aryantha et al. 2000; Pengthamkeerati et al. 2011). Una grande proporcion de los
microorganismos presentes en la rizosfera son capaces de producir fitohormonas y otros compuestos
estimuladores de crecimiento (Gutiérrez-Mafiero et al. 2001; Ryu et al. 2003; Dominguez et al.
2010b), que podrian haber influido de manera determinante en los resultados obtenidos. La aplicacion
de los fertilizantes organicos podria haber mejorado la textura arcillosa pronunciada del suelo utilizado,
aumentando de esta manera la oxigenacion del sustrato y disminuyendo su compactacion. En efecto, la
arcilla estd caracterizada por una granulometria de tamafio bajo (<0.002), lo que implica una alta
cantidad de micro-poros que retienen altas cantidades de agua pero presentan una aeracion inadecuada.
El aporte de materia organica a los suelos conteniendo altas cantidades de arcilla permite la aplicacion
de sus particulas y crea asi espacios donde queda retenido el aire (Troeh y Thompson 2005). La
presencia de oxigeno permite el desarrollo de microorganismos aerébicos, dentro de los cuales se
encuentran tanto microorganismos benéficos (rizobacteria promotoras de crecimiento, agentes de

biocontrol, etc.) y nocivos.

El efecto positivo del biocarbon sobre el crecimiento, la produccién de hojas y produccion de
biomasa fue reportado tanto en experimentos en potes bajo condiciones controladas (Chan et al. 2007;
Chan et al. 2008; Graber et al. 2010) como en el campo (Yamatol et al. 2006; Steiner et al. 2007;
Major et al. 2010) para diferentes especies, en particular para el tomate (Graber et al. 2010; Hossain et
al. 2010). En este experimento, las plantas que se desarrollaron en los sustratos fertilizados con
lombricompost sin inoculacién de microorganismos no presentaron diferencias significativas relativas

a la aplicacion de biocarbén para las variables evaluadas. Sin embargo, en presencia de gallinaza en el
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suelo, el biocarbdn aumento significativamente el crecimiento, aumentd levemente el nimero de hojas
(sin alcanzar diferencias significativas) pero no influyé sobre el peso seco de las plantas. El efecto
positivo del biocarbon sobre la transformacion de los nutrientes se atribuye generalmente a un aumento
del pH, de la capacidad de intercambio cationico asociado a una disminucion de la lixiviacidn, un
incremento de la retencion de agua, la aplicacion directa de nutrientes (contenidos en el biocarbdn),
cambios en grupos funcionales de la fauna microbiana del suelo y la absorcién de compuestos
fendlicos que pueden interferir en la transformacién de los nutrientes (Pietikdinen et al. 2000; Glaser et
al. 2002; Lehmann et al. 2003; Liang et al. 2006; Deluca et al. 2009). En este estudio, no se observo
modificaciones del pH con la aplicacién de este material y, como el experimento fue realizado en
macetas constantemente mantenido bajo capacidad al campo, no hubo lixiviacion de nutrientes.
Ademas, la naturaleza arcillosa (48%) del suelo utilizado favorecié la retencion del agua y de los
nutrientes, disminuyendo el impacto del biocarbén sobre estas caracteristicas. EI biocarbon tampoco
aportd una cantidad de nutrientes importante al sustrato y el contenido muy bajo de este en nitrogeno
(0.19% para el los tratamientos con lombricompost y 0.065% en promedio para los con gallinaza)
limitd el crecimiento de las plantas, lo que podria explicar la similitud de los resultados obtenidos entre
los tratamientos con y sin biocarbon fertilizados sin inoculacidn de microorganismos. El biocarbon esta
ampliamente reconocido por su papel en la retencion de nutrientes y su tendencia a impedir la

lixiviacion de estos (Glaser et al. 2002; Lehmann et al. 2003).

La ausencia de lixiviacion de los nutrientes podria entonces explicar la similitud entre los
tratamientos fertilizados sin inoculacion con y sin biocarbén para las variables estudiadas. Sin
embargo, en presencia de biocarbon, se observé un aumento significativo (aunque solo alcanzé 6%) del
crecimiento de las plantas fertilizadas con gallinaza. La presencia de biocarbén en el suelo con
gallinaza aumentd el contenido en C, K y P, lo que podria explicar los resultados encontrados.
Aumentos de las concentracion en C y K fueron igualmente observadas con la aplicacién de biocarbén
sin fertilizantes. En comparacién con los tratamientos con lombricompost, los sustratos con gallinaza
presentaban un porcentaje de carboné total sumamente inferior (0.73% contra 1.98% para el
lombricompost). Con la aplicacién de biocarbén, la tasa de carbdn total del suelo con gallinaza
aumentd de 98%, mientras este incremento fue solo de un 27% en presencia de lombricompost. Este
contraste fue aun mas fuerte en ausencia de fertilizacion, donde el aumento de carbono total del
sustrato con la aplicacién de biocarbon fue de 198%. El aumento de carbono es generalmente
relacionado con un incremento de la biomasa y respiracién microbiana (Pefia et al. 2004), lo que puede
tener consecuencias importante sobre la tasa de mineralizacion. Ademas, la alta porosidad del
biocarbon (ver méas adelante), que tiene una gran influencia en las funciones vitales del suelo como la

aeracion e hidrologia (Downie et al. 2009) y tiene la capacidad de disminuir la compactacion del suelo
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(Chan et al. 2007), podria haber mejorado la oxigenacién del suelo (Yanai et al. 2007) altamente
arcilloso favorable para una mayor desarrollo de las raices y de los microorganismos. Es probable que
este fendmeno fue menos marcado en el caso de la aplicacion de lombricompost, material que aport6

una mayor cantidad de materia organica al suelo y mejor6 de esta manera sus caracteristicas fisicas.

Varias investigaciones han demostrado el impacto del biocarbdn sobre las poblaciones de
microorganismos del suelo, aumentando tanto la diversidad como la actividad de estas (Pietikdinen et
al. 2000; Steiner et al. 2004; Elad et al. 2010; Lehmann et al. 2011). El efecto positivo de este material
fue reportado tanto para las comunidades de bacterias (Beck 1991; O’neill et al. 2009; Kolton et al.
2011) como de hongos (Graber et al. 2010) y de micorrizas (Ishii y Kadoya 1994; Matsubara et al.
2002; Warnock et al. 2007; Warnock et al. 2010). Glaber et al. (2010) y Elad et al. (2010) encontraron
un importante aumento de la abundancia de Trichoderma spp. con la aplicacion de la misma dosis de
biocarb6n que fue empleada en el presente experimento, haciendo hincapié sobre la afinidad de ese
microorganismo con los sustratos que lo contienen. La porosidad del biocarbon ofrece un hébitat
favorable para los microorganismos, protegiéndoles de los depredadores y de la desecacion(Thies y
Rillig 2009). Pero este material provee igualmente una fuente de carbono y de nutrientes minerales a la
fauna microbiana, y los compuestos residuos de la pirdlisis que se encuentran en su superficie pueden
servir como fuente de energia para el crecimiento y el metabolismo de esta (Steiner et al. 2004;
Warnock et al. 2007; Thies y Rillig 2009). El tipo de biocarbén utilizado en este experimento,
realizado a partir de bambu, podria haber influido de manera significativa sobre las poblaciones de
Bacillus y Trichoderma inoculadas en el suelo. El biocarbén de bambi estd compuesto de un gran
nimero de poros de tamafios muy diversos, la mayor parte de ellos con un didmetro de 10* a 1 pm
(YYoshizawa et al. 2005), pero que varian de 0.001 pum a 1000 pum (promedio=0.1 pum), dando un
habitat ideal tanto para las bacterias (que tiene un tamafio de 0.3 a 3 um) y los hongos (de 2 a 80 um)
(Thies y Rillig 2009). Los poros del biocarbdn de madera tienen un didmetro superior a los del bambd,
variando entre 10 y 3000 um (promedio=1495 um), y representa un habitat menos oportuno (Thies y
Rillig 2009).

Este experimento permitio poner en evidencia el efecto sinérgico de la combinacion de
biocarbon con Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis sobre el crecimiento y la produccion de
biomasa de las plantas. Mientras no se observé ningun efecto positivo de los microorganismos
aplicados al suelo sin biocarbon, la presencia de este material permitié “activar” los microorganismos,
cada uno actuando de manera diferente sobre las plantas. Es probable que el biocarbon, por su
estructura porosa o la naturaleza de los compuestos que se encuentran en su superficie, haya favorecido
el desarrollo y la persistencia de B. Subtilis y T. harzianum en el suelo. EI lombricompost utilizado en

este experimento no fue esterilizado, lo que implica la presencia de una comunidad importante de
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microorganismos en el sustrato (Atiyeh et al. 2001; Pramanik et al. 2010). Dentro de esta comunidad,
se puede encontrar cepas de microorganismos benéficos, como por ejemplo rizobacterias promotoras
de crecimiento (PGPR), hongos que favorecen el crecimiento, pero también microorganismos nocivos
gue no son patégenos pero pueden interferir con el buen desarrollo de las plantas (Harman et al. 2004;
Dominguez et al. 2010a). La microfauna presente en el sustrato podria haber afectado el crecimiento de
los microorganismos inoculados, como lo encontraron Bae et al. (2002), quienes observaron una
disminucién del crecimiento de las hifas de T. harzianum y una disminuciéon del biocontrol de
Sclerotinia sclerotiorum relativa a un contenido creciente del sustrato en biomasa microbiana. La
ausencia de efecto de B. subtilis y T. harzianum sin la aplicacion de biocarb6n podria resultar de un
fendbmeno similar, resultando de competitividad por los nutrientes y por el espacio o causado por
antibiosis producida por microorganismos presentes en el sustrato. Lo anterior podria haber impedido
cualquier efecto de positivo sobre las plantas (Boer et al. 2003). En cambio, el biocarbon, que
demostrd su capacidad para favorecer el desarrollo de los microorganismos, podria haber favorecido la

colonizacion del sustrato por T. harzianum permitiéndole jugar su papel de promotor de crecimiento.

Numerosos estudios demostraron el papel de promotor de crecimiento de B. subtilis para una
amplia gama de cultivos, fenémeno explicado por la produccion de fitohormonas (giberelinas, auxinas,
etileno, acido jasmonico entre otros), de compuestos volatiles (Bowen y Rovira 1999; Gutiérrez-
Mariero et al. 2001; Ryu et al. 2003), por la competicion de nutrientes o de espacio, sintesis de
compuestos tdxicos o fungicidas que atacan directamente a los patdgenos (San-Lang et al. 2002; Ping y
Boland 2004), o por la induccién de resistencia (Zhang et al. 2002; Kloepper et al. 2004). La
colonizacion de la rizosfera por Bacillus y su mantenimiento podria haber sido favorecido por la
aplicacién de biocarbén, que por su estructura porosa representa un habitat de calidad para el
establecimiento de tales bacterias (Thies y Rillig 2009). EI papel positivo del biocarbdn como sustrato
para microorganismos benéficos fue demostrado principalmente con rizobacterias fijadoras de
nitrégeno atmosférico y con micorrizas (Beck 1991; Ishii y Kadoya 1994; Rondon et al. 2006;
Warnock et al. 2007). Rondon et al. (2006) encontraron un aumento de 49% y 78% de la fijacion del
nitrégeno atmosférico por Rhizobium spp con la aplicacién de 30 y 60 g Kg™ de biocarbén, lo que
incrementd la biomasa foliar y la produccién de Phaseolus vulgaris (Rondon et al. 2006). Estos
resultados confirman los obtenidos por Beck, quien demostro la aptitud del biocarb6n a mantener altas

poblaciones de Rhizobium en el suelo (Beck 1991).

Un mejor aprovechamiento de los nutrientes asi que una mejor absorcién de agua podrian
explicar el mayor crecimiento en presencia de B. subtilis. En sus trabajos, Woitke et al. (2004a; 2004b)
evaluaron el efecto de la inoculacién de plantas de tomates por B. subtilis sobre el crecimiento, el

rendimiento y la resistencia a la mosca blanca bajo condiciones de estrés debido a diferentes grados de
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salinidad. La inoculacion de la rizobacteria fue acompariada de un aumento del crecimiento, del
contenido en agua de las hojas y de la cantidad de Nitrégeno (N) y Magnesio (Mg) presente en los
tejidos. El autor atribuye a la bacteria una funcion de mantenimiento de los flujos osméticos, y resalta
su papel en la absorcién de nutrientes. En el experimento con la mosca blanca, Woitke et al.(2004a)
reportaron una disminucion del ratio C/N des las hojas de las plantas de tomate, lo que concuerda con
sus observaciones anterior y apoya la hipotesis de mejoramiento de absorcidn de nitrégeno por las
plantas inoculadas. En nuestro estudio, el tratamiento SB presentd un peso fresco significativamente
superior a L, LBy S (22%, 28% y 57% respectivamente) (ver Anexo 1). Estos resultados coinciden
con los encontrados por Murphy et sus colegas, que demostraron el efecto de B. subtilis sobre el
crecimiento, el peso fresco, el nimero de flores y frutos y la resistencia del tomate contra el virus de la
mosaica del pepino (CMV, genus Cucumovirus) (Murphy et al. 2003). Ademas, en el presente estudio,
la inoculacion de la bacteria fue acompafiada, en presencia de biocarbon, de un incremento del
contenido en nitrégeno total del suelo (21% comparado con L y LB, y 28% comparado con S), lo que,
en las condiciones de baja contenido en este nutriente de los sustrato, podria haber influido
significativamente sobre el crecimiento de las plantas. EI aumento del contenido en nitrégeno
disponible por las plantas (en forma de nitrato y amonio) esta generalmente asociado a un incremento
de la produccion de fitohormonas, proteinas y acidos amines en los tejidos, y por consecuente influye
sobre todo el metabolismo de las plantas. En respuesta, se observa un incremento de la longitud del
tallo, un aumento del ratio tallo-raices en cuanto al peso seco y longitud, un aumento de la superficie

foliar y disminucién del espesor de las hojas (Marschner 1997).

Los anélisis de suelo inoculados con B. subtilis presentaron igualmente un aumento de 11% del
contenido en Potasio (K) y 7% del contenido en Fosforo (P). Se demostrd la capacidad de B. subtilis a
solubilizar los fosfatos (Rodriguez y Fraga 1999) y el potasio (Leaungvutiviroj et al. 2010), lo que
podria explicar el leve aumento de P y K encontrado en los sustratos inoculados con esta bacteria.
Estos incrementos en el contenido de nutrientes podrian haber jugado un papel importante en el
crecimiento de las plantas. Los cambios morfolégicos relativos al mejoramiento de la absorcion de
nutrientes en presencia de la rizobacteria y biocarbén podria explicar el incremento de crecimiento
vertical, sin por lo tanto aumentar significativamente la cantidad total de biomasa (orientacion hacia el

alargamiento de los tejidos y una reduccion del espesor de estos).

En el caso de Trichoderma, su accidn en presencia de biocarb6n tuvo un efecto diferente.
Aunque no se detectd ningun efecto positivo de este microorganismo o de su combinacion con B.
subtilis aplicado sin biocarbdn sobre ninguno de los parametros estudiados, su combinacién con este
material aumento significativamente el peso seco de las plantas sin tener efecto sobre su crecimiento

vertical. Un efecto similar fue encontrado con la combinacion de B. subtilis y T. harzianum en
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presencia de biocarbdn. Varios estudios demostraron el efecto de promocién de crecimiento de
diferentes especies por la inoculacion del sustrato con T. harzianum (Chang et al. 1986; Rudresh et al.
2005; Harman 2006; Fontenelle et al. 2011). El efecto positivo del hongo sobre la produccion de
biomasa puede alcanzar niveles altos, como en el caso de la investigacion de Fontenelle et al. (2011),
guienes encontraron aumentos de 100% a 900% del peso seco de plantas de tomates inoculados con
diferentes cepas de T. harzianum. Su combinacion con Bacillus subtilis también fue estudiada,
demostrando su eficacidad a veces mas importante que los microorganismo aplicados individualmente
(Yobo et al. 2001; Chaves et al. 2009). La promocion de crecimiento por Trichoderma esta
generalmente relacionada con la alteracion de las poblaciones de microorganismos patdgenos del suelo
por sintesis de compuestos toxicos o por competicion (Benitez et al. 2004), la solubilizacién de
nutrientes (Harman et al. 2004) o por la induccién de produccion de fitohormonas (Acido jasmdnico y
salicilico, auxinas, etc.) por las plantas, favoreciendo el crecimiento o las defensas de estas (Shoresh et
al. 2005; Contreras-Cornejo et al. 2009; Martinez-Medina et al. 2011). También se demostro la
capacidad de Trichoderma para mejorar la absorcidn de nitrégeno en condiciones de deficiencia del
sustrato, permitiendo a las plantas alcanzar su mayor rendimiento con una cantidad de fertilizantes
nitrogenados 40% inferior a plantas no inoculadas (Harman 2000; Harman et al. 2004; Rudresh et al.
2005). Diferentes estudios describieron un incremento de las concentraciones en nutrientes en el
sustrato con la inoculacién de Trichoderma harzianum u otras especies del mismo género en plantas
de diferentes especies (tomate, pepino, lupino blanco, pifidn de tempate, jatrofa, o pino rojo americano
entre otros), que fueron generalmente relacionados con un aumento de crecimiento y de produccién de
biomasa (Kleifeld y Chet 1992; Yedidia et al. 2001; Wu et al. 2003; Rudresh et al. 2005; De Santiago
et al. 2009). Rudresh et al. (2005) encontraron un efecto sinergético significativo de Trichoderma spp.
inoculado con Rhizobium sobre la absorcién de N y P, T. harzianum presentando resultados
significativamente superior a todos los otros tratamientos. Dado el contenido muy bajo en nitrégeno
del suelo, Trichoderma podria haber estimulado la absorcion de este nutriente por las plantas, lo que
podria explicar el aumento significativo de la biomasa de los tratamientos inoculados con este
microorganismo. La disponibilidad en carbono en el sustrato podria igualmente haber participado al
aumento de biomasa, este elemento siendo esencial para el desarrollo estructural de la planta. Como lo
demostré Monkemann y otros investigadores, Trichoderma sp. tiene la capacidad de solubilizar el
carbdn vegetal, y asi aumentar el contenido en carbono de la solucién del suelo (Holker et al. 1997;
Mdnkemann et al. 1997). Este fenémeno podria no solamente influir directamente sobre el crecimiento

de las plantas, pero también favorecer el desarrollo de las poblaciones de microorganismos del suelo.

El efecto menos marcado de la co-inoculacidn B. subtilis - T. harzianum podria resultar du un

fendbmeno de competencia entre los dos microorganismos, hipétesis apoyada por los resultados de la
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pruebas de antagonismo realizadas in vitro, donde B. subtilis disminuyd significativamente el
desarrollo de T. harzianum. Ambos T. harzianum y B. sutbtilis estdn asociados a la induccion de
sintesis de fitohormonas, la presencia de los dos microorganismos en grandes cantidades en el sustrato
podria entonces haber perturbado el metabolismo hormonal de la planta. Martinez-Medina et al.
(2010), quienes estudiaron el efecto hormonal de la combinacion de T. harzianum y micorrizas
arbusculares en plantas de melén (Cucumis melo cv. Giotto), encontraron que la co-inoculacion de los
dos microorganismos disminuy6 la produccion de &cido jasmoénico (AJ) y acido salicilico (AS) por la
planta comparado con Trichoderma aplicado solo, mientras ambos microorganismos presentaron
aumentos significativos de la produccién de estas fitohormonas. EI AS y AJ son compuestos
sintetizados por las plantas que tienen una doble funcién: reguladores de crecimiento y sefializadores
endogenos de autodefensa de las plantas contra plagas y patégenos (Riveros 2010). Los dos
microorganismos utilizados en este experimento, T. harzianum y B. subtilis, fueron relacionados con
la sintesis de ambos AS y AJ por las plantas, influyendo directamente sobre su metabolismo y
conduciendo a aumentos del crecimiento y mejoramiento de las defensas contra insectos herbivoros y
patégenos (Kloepper et al. 2004; Harman 2006). Sin embargo, la biosintesis del AJ puede interferir
sobre la produccion de AS y vice versa, reduciendo sus efectos sobre el metabolismo de las plantas
(Sendon et al. 2011). La activacion de diferentes rutas metabdlicas por los dos microorganismos
inoculados, y sus interacciones, podria entonces explicar el efecto positivo menos fuerte de la co-
inoculacion de T. harzianum y B. subtilis comparado con T. harzianum solo sobre la produccién de

biomasa de plantas.

5.2 Efecto de la combinacion de biocarbdn con fertilizantes organicos y
microorganismos benéficos sobre el comportamiento alimenticio de la
mosca blanca (Bemisia tabaci)

El presente experimento demostr6 la eficiencia de la combinacion de biocarb6n y los dos
microorganismos benéficos T. harzianum y B. subtilis sobre la resistencia de las plantas de tomate
contra B. tabaci. Como se sefialé anteriormente, se demostrd que la aplicacién de biocarbén al suelo
favorece el desarrollo de las poblaciones microbianas (Pietikdinen et al. 2000; Warnock et al. 2007;
Warnock et al. 2010), incluyendo microorganismos benéficos tales como bacterias fijadoras de
nitrdgeno (Beck 1991), actinomicetes, Trichoderma spp. (Graber et al. 2010) y micorrizas (Ishii y
Kadoya 1994; Matsubara et al. 1995; Matsubara et al. 2002). Matsubara et al. (2002) encontré que la
combinacién de micorrizas (Glomus sp.) con biocarbén permitié una disminucion del 97% de la
incidencia de Fusarium oxysporum en plantas de esparrago (Asparagus officinalis L., cv. Mary

Washington 500 W) comparado con el testigo, y fue el primer autor a hacer hincapié al papel del
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biocarb6n como material incrementando el efecto de agentes de induccion de resistencia. Los autores
de los trabajos realizados en el tema justifican este aumento de actividad microbiana a la estructura
porosa del biocarbén, y a la presencia de compuestos residuos del proceso de pir6lisis en su superficie
(Matsubara et al. 2002; Thies y Rillig 2009; Elad et al. 2010). La alta porosidad de este material
permite un aumento significativo se la superficie disponible para la colonizacién de microorganismos,
y los provee un habitat mas seguro, fuera del alcance de depredadores (Warnock et al. 2007). Como se
comentd anteriormente, el biocarbon de bambu, que fue utilizado en este estudio, contiene una alta
cantidad de poros de tamafios diversos (entre 0.001 um a 1000 um), permitiendo el desarrollo de todo
tipo de microorganismos y una mayor aeracion del sustrato (caracteristica importante considerando el
suelo altamente arcilloso utilizado en este experimento) (Thies y Rillig 2009). En cuanto a los residuos
del proceso de pirolisis presentes en la superficie del biocarbdn, incluyen compuestos solubles como
acidos, alcoholes, aldehidos, ketones y azucares, que son facilmente metabolizadas por los
microorganismos, y otros tipos de sustancia tales como hidrocarbonos aromaticos poli-ciclicos,
xilenoles, formaldehidos y otros carbonilos toxicos que pueden tener una actividad fungicida o
bactericida (Thies y Rillig 2009). Zackrisson y sus colegas (1996) demostraron que estos compuestos
sirven de fuente de energia para ciertos microorganismos, y otros autores sugieren que pueden tener un
efecto tdxico sobre otros grupos selectivos de bacterias u hongos (Elad et al. 2010; Graber et al. 2010).
Es probable que B. subtilis y T. harzianum hayan aprovechado de la presencia de biocarbon para
desarrollarse y ser mas competitivos contra los otros microorganismos presentes en el sustrato, y asi

poder actuar de diferentes maneras sobre el metabolismo de las plantas.

El efecto positivo de B. subtilis sobre la induccion de resistencia contra Bemisia tabaci fue
demostrado en varios estudios (Woitke et al. 2004a; Hanafi et al. 2007; Valenzuela-Soto et al. 2010).
Valensuela-Soto y sus colegas, quienes encontraron una disminucion de produccion de adultos en
plantas inoculadas con B. subtilis sin observar efecto sobre el nimero de ninfas como en el presente
estudio, estudiaron los mecanismos responsables de esta induccion de resistencia al nivel genético. Las
plantas inoculadas presentaron una sobre-expresion de los genes asociados con la ruta de sefializacion
del acido jasmonico (AJ) y/o de respuesta a heridas. Sin embargo, repitiendo el experimento con
tomate mutante spr2 incapaz de sintetizar AJ, encontraron que otras rutas de sefializacion condujeron a
una mayor resistencia de las plantas contra la mosca blanca, sobre-regulando genes fotosintéticos y
sub-regulando genes relacionados con la ruta de sefializacion del acido salicilico (AS). Se demostrd
que los insectos, que se alimentan del floema tienden a activar la ruta de sefializacion del AS,
induciendo la produccidn de proteinas PR (quitinasas, p-1,3-glucanasas, peroxidasas, quitosanasas) , lo
que puede inactivar las defensas dependientes del AJ (Thaler et al. 2002; De Vos et al. 2007; Zarate et

al. 2007; Valenzuela-Soto et al. 2010). Sin embargo, el trabajo de Valensuela-Soto y sus colegas
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(2010) mostré que la inoculacion B. subtilis es capaz de activar diferentes rutas de sefializacién
permitiendo la disminucion del AS y una estimulacion de produccion del AJ, lo que permite la

produccién de metabolitos toxicos para B. tabaci.

La diversidad de mecanismos que inducen resistencia contra insectos fitofagos podria explicar
el efecto sinérgico entre B. subtilis y T. harzianum en este experimento. En efecto, Trichoderma spp.
fue implicado tanto en la resistencia sistémica inducida (RSI) como en la resistencia sistematica
adquirida (RSA), involucrando tanto la ruta de sefializacion del AS como la del AJ/etileno (Harman et
al. 2004; Gailite et al. 2005; Shoresh et al. 2005; Martinez-Medina et al. 2011). Aunque no se
encontrd ningdn reporte de la induccion de resistencia contra insectos por Trichoderma en la literatura
consultada, este microorganismo ha sido mas estudiado por su papel en la induccién de resistencia
contra patgenos (Koike et al. 2001; Harman et al. 2004; Vinale et al. 2008; Abeysinghe 2009) o como
controlador biol6gico de los mismos (Elad 2000; Benitez et al. 2004; Verma et al. 2007), su aptitud a
inducir la produccion de AJ y etileno podria haber aumentado la produccion de compuestos toxicos,
reforzando la resistencia de la planta relativa a la presencia de B. subtilis en el sustrato contra los
insectos. La inoculacion combinada de varios microorganismos, incluyendo especies de Trichoderma y
Bacillus, fue relacionada con incrementos del crecimiento e induccién de resistencia contra patégenos
de plantas diversas (Nemec et al. 1996; Raupach y Kloepper 1998; Guetsky et al. 2002; Chaves et al.
2009; Latha et al. 2011). Por ejemplo, Yobo et al. (2001) encontraron un incremento de la resistencia
en plantas de pepino inoculados con T. harzianum y B. subtilis contra Rhizoctonia solani comparado
con la inoculacion de B. subtilis solo, lo que confirmd resultados similares obtenidos anteriormente con

plantas de tabaco (Nicotina tabacum) por Maketon et al. (2008).

Otros mecanismos podrian explicar el menor nimero de adultos de mosca blanca presentes en
las plantas inoculadas con B. subtilis y su combinacion con T. harzianum, como un mejor estadio
fisioldgico de las plantas (los tratamientos TRB y TRSB presentaron mayores pesos secos y SB mayor
crecimiento en el primer experimento), una optimizacion de la absorcion de nutrientes (ver 4.1), o la
modificacién de los metabolismos primario y segundario de la planta conduciendo a la inhibicién de la
sintesis de ciertos compuesto que estimulan la alimentacion de los fitéfagos. Este altimo fenémeno fue
descrito por Zehnder et al. (1997 a y b), quienes demostraron la alteracion por la inoculacién de
Bacillus pumilis de la ruta metab6lica para la sintesis de cucurbitacina, metabolito segundario
encontrado en plantas de la familia Cucurbitaceae, conocido por estimular la alimentacion de la vaquita
del pepino (Diabrotica undecimpunctata howardi Barber) (Zehnder et al. 1997a). En presencia de la
rizobacteria, las plantas de pepino presentaron una disminucion significativa de poblaciones del insecto
y una disminucién de la incidencia de la enfermedad transmitida por este insecto, Erwinia tracheiplila
(Zehnder et al. 1997b).
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En este experimento, no se observd ningun efecto significativo del biocarbdén sobre las
defensas de las plantas de tomate contra la mosca blanca para los tratamientos sin o con fertilizacion
(sin considerar los tratamientos inoculados con microorganismos benéficos). Elad y sus colegas (2010)
encontraron que el biocarbdn induce resistencia sistémica contra Botrytis cinerea y Leveillula taurica
en plantas de chile y tomate, asi como contra el acaro Polyphagotarsonemus latus Banks (llamada
arafia blanca) en plantas de chile, mientras que Matsubara et al. (2002) demostraron la aptitud del
biocarbdn a estimular la induccion de resistencia de plantas de esparrago (Asparagus officinalis L.)
contra Fusarium oxysporum con y sin presencia de micorrizas. Los autores atribuyen el efecto de
induccion de resistencia a diferentes factores, como la estimulacion y los cambios de grupos
funcionales de las poblaciones de microorganismos del suelo, dentro de los cuales algunos estan
conocidos por inducir resistencia sistémica en plantas (Trichoderma spp. entre otros), o a la presencia
de residuos de pirdlisis ricos en fenoles y docenas de otras moléculas (que pueden ser fitotdxicas en
grandes cantidades), que por su presencia podrian provocar un estrés de las plantas y asi inducir la
activacion de los mecanismos de defensas. Sin embargo, si los estudios descritos anteriormente
evaluaron la induccion de resistencia contra enfermedades y acaros, el efecto del biocarb6n sobre las
defensas de las plantas contra insectos no fue estudiado hasta la fecha. Ademas, la combinacién de

biocarbdn con los fertilizantes organicos utilizados en este experimento tampoco fue investigada.

La gallinaza y el lombricompost pueden inducir resistencia contra plagas mediante diferentes
cambios en las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo. Comparado con un suelo
fertilizado con fertilizante mineral, los suelos con fertilizantes organicos presentan generalmente una
menor compactacion y mayor aireacion, una menor cantidad de nitrégeno mineral, un CICE mayor,
una mayor mineralizacion asi como una mayor actividad y biomasa microbiana (Van Bruggen 1995;
Atiyeh et al. 2001; Steiner et al. 2004). La alta mineralizacion permite una liberacion mas lenta de los
nutrientes que la aplicacion de fertilizante mineral, poniendo los recursos a la disposicién de las plantas
a medida que esta los necesita, de esta manera evita una alta concentracion de nitrégeno en los tejidos
de las plantas (Van Bruggen 1995; Dominguez et al. 2010a), que tiende a estimular el desarrollo de las
poblaciones de mosca blanca (Jauset et al. 2000). EI aumento de la diversidad microbiana del suelo,
més alld de su papel en el ciclo de los nutrientes, permite la presencia de un rango méas amplio de
microorganismos benéficos como los agentes de biocontrol, que pueden incrementar las defensas de las
plantas contra plagas y enfermedades (Dominguez et al. 2010a). Como se comentd anteriormente, el
biocarbdn tiene un papel muy importante en los cambios de la comunidad microbiana del suelo, y los
cambios sobre las caracteristicas fisicas del suelo observados en presencia de este material son
comparables con obtenidos con la aplicacion de fertilizantes organicos (Chan et al. 2007). Sin

embargo, los cambios de grupos funcionales de los microorganismos del suelo son lentos, y es
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probable que la presencia de biocarbon en el sustrato no haya permitido un desarrollo suficientemente
importante de los microorganismos benéficos que pueden inducir resistencia contra Bemisia tabaci.
Esta hipotesis podria explicar los buenos resultados obtenidos con la inoculacién de B. subtilis y T.
harzianum en presencia de biocarbén que, inoculados en grandes cantidades en el sustrato, pueden
haber aprovechado de mejor forma del biocarbén para desarrollarse y actuar sobre las plantas. En
cuanto a la absorcion de nitrégenos por la planta, los andlisis de suelo no mostraron ningin efecto del
biocarbdn sobre la cantidad de nitrgeno total del suelo, y se supone que no tuvo un efecto mayor
sobre el ciclo de este nutriente en el sustrato, lo que podria igualmente explicar la ausencia de efecto de
este material en combinacion de fertilizantes organicos sobre el comportamiento alimentario de la

mosca blanca.

Los mecanismos de induccion de resistencias son complejos, y las investigaciones para
entender sus mecanismos requieren analisis bioquimicos especificos. Este experimento puso en
evidencia el papel positivo de T. harzianum y B. subtilis sobre la repelencia de la mosca blanca en
plantas de tomate, y una posible sinergia entre ellos, pero se desconocen los mecanismos responsables
de esta observacion. Si el biocarbén parece haber acentuado el efecto de repelencia a largo plazo,

también se desconocen los mecanismos implicados.

5.3 Induccion de resistencia sistéemica del biocarbon combinados con
fertilizantes organicos, fertilizantes sintéticos y microorganismos
benéficos contra Pseudomonas corrugata en tomate (Lycopersicon
esculentum)

Las respuestas de las plantas inoculadas con la bacteria patégena Pseudomonas corrugata a la
aplicacion de biocarbon fueron variables en funcién del tipo de fertilizante utilizado. Si los andlisis
estadisticos no permitieron encontrar diferencias significativas entre los diferentes tratamientos para la
severidad de la enfermedad, el biocarb6n tuvo un efecto positivo sobre la produccion de biomasa foliar
de las plantas fertilizadas con gallinaza y con lombricompost inoculado con B. subtilis. Las respuestas
de las plantas fueron diferentes comparado con el primer experimento (ver 4.1), donde el biocarbén no
tuvo efecto sobre el peso seco de la parte vegetativa de las plantas en presencia de estos fertilizantes. Si
el cambio de tipo de suelo (suelo pobre de textura arcillosa para el primer experimento a un suelo de
fertilidad mediana a textura franca para este) puede haber influido sobre las interacciones planta-
biocarbon, ofreciendo una mayor aeracion a las raices y permitiendo un mayor desarrollo de las
plantas, la susceptibilidad variable de las plantas a P. corrugata tiene sin duda una fuerte implicacion
en los resultados encontrados. En este caso, la separacion fisica del patdégeno y de los insumos

(fertilizantes, biocarbén y microorganismos benéficos) sugiere la implicacion de un fendmeno de
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induccion de resistencia por el biocarbdn en presencia de gallinaza y lombricompost inoculado con B.
subtilis. Estos resultados no permite atribuir al biocarbdn un papel de inductor de resistencia, fendmeno
demostrado por Elad y su equipo (2010), pero este material contribuye sin duda a optimizar el efecto

de la aplicacién de gallinaza y la inoculacién de B. subtilis.

El efecto positivo de la gallinaza en la resistencia de las plantas contra patdgenos fue
demostrada por varias investigaciones, la mayor parte de estas estudiaron la supresion de patégenos del
suelo (Aryantha et al. 2000; Mendoza-Netzahual et al. 2003; Islam y Toyota 2004) y pocas evaluaron
la induccidn de resistencia sistémica (Lyimo et al. 2011). EI mejoramiento de la estructura del suelo, ya
sea por el aumento de la porosidad y disminucidn de la densidad (Marinari et al. 2000; Jaipaul et al.
2011), los cambios en la composicion taxondmica de la comunidad microbiana del suelo
(Pengthamkeerati et al. 2011) y la estimulacion de la actividad microbiana que permite un aumento de
la mineralizacién y sus consecuencias sobre el ciclo de nutrientes (Demir et al. 2010) son los
principales cambios generados por la aplicacién de gallinaza, a los cuales se atribuye el aumento de
productividad y de resistencia de las plantas. Los cambios de grupos funcionales de las poblaciones de
microorganismos del suelo son particularmente importantes para el control de las enfermedades de las
plantas. Islam y Toyota (2004) encontraron un aumento significativo de la incidencia de Ralstonia
solanacearum en plantas de tomate con la aplicacion de gallinaza esterilizada comparado con gallinaza
no esterilizada, y Aryantha y su equipo (2000) encontraron resultados similares contra Phytophthora
cinnamomi en plantas de Lupinus albus. Estos resultados sugieren que el antagonismo de los
microorganismos presentes en el sustrato es un factor mas significativo que los cambios en la quimica
y el nivel de nutrientes del suelo. Press y sus colegas (1996) encontraron un aumento de la cantidad de
bacteria Gram negativo en suelos fertilizados con gallinaza, grupo taxondmico que cuenta con un 70%
bacterias endofiticas que favorecen el crecimiento de las plantas y representan un buen indicador de la
calidad del suelo (Bowen y Rovira 1999). Estos cambios se traducen por una alta actividad enzimatica
del suelo, a través de deshidrogenasas, peroxidasas o $-glucosidasas, que son sintetizados mayormente
por microorganismos antagonistas (Islam y Toyota 2004; Pengthamkeerati et al. 2011). Estas enzimas
no solamente se encuentran en mayor cantidad en el suelo, pero también en los tejidos foliares de las
plantas, como lo demostraron Zhang et al. (1996), quienes encontraron una mayor actividad de las
peroxidasas en las hojas de plantas de pepino fertilizadas con compost, asociado con una mayor

resistencia contra Pythium ultimum y P. aphanidermatum.

Si la actividad microbiana juega un papel primordial en el desarrollo y resistencia de las
plantas fertilizadas con abonos organicos, es muy probable que el aumento de biomasa de las plantas
fertilizadas con gallinaza en respuesta a la aplicacién de biocarbdn observado en este estudio resulte de

cambios en esta misma comunidad de microorganismos. Se demostr6 que la aplicacion de biocarb6n al
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suelo aumenta la actividad microbiana (Steiner et al. 2004) y provoca cambios taxondémicos
importantes en las poblaciones de microorganismos del suelo (Graber et al. 2010; Kolton et al. 2011).
Varios tipos de microorganismos benéficos, como Trichoderma spp. (Elad et al. 2010; Graber et al.
2010), micorrizas (Warnock et al. 2010), Rhizobium spp. (Beck 1991), y otras bacterias involucradas
en la induccién de resistencia sisttmica y control biol6gico (Proteobacteria, Actinobacteria,
Chitinophaga, etc.) (Kolton et al. 2011) se vieron beneficiados por la presencia de biocarb6n en el
sustrato, lo que segun los autores explica al menos parcialmente el mayor crecimiento y resistencia de
las plantas en presencia de este material. Es probable que la aplicacion de biocarbén al suelo fertilizado
con gallinaza haya permitido estimular el desarrollo de ciertos grupos especificos de microorganismos
benéficos ya favorecidos por la presencia de gallinaza, optimizando de esta manera el efecto de estos

sobre las plantas.

El efecto positivo de la combinacion de biocarbdn con Bacillus subtilis sobre el desarrollo y la
resistencia de las plantas de tomate fue demostrado en los dos experimentos anteriores, y fue
confirmado en este. Sin embargo, se demostro el efecto de esta combinacion sobre el crecimiento y la
resistencia contra la mosca blanca en los experimentos anteriores, el presente experimento permitid
encontrar un aumento del peso seco foliar de las plantas, lo que sugiere un comportamiento distinto de
estas en presencia del patégeno P. corrugata. El papel de B. subtilis en la promocién de crecimiento,
induccion de resistencia y control bioldgico esta bien documentado (Kloepper et al. 2004; Woitke et al.
2004b; Hanafi et al. 2007; Maketon et al. 2008; Valenzuela-Soto et al. 2010). Los mecanismos
responsables de estos fendmenos, que a menudo son complementarios, son: el incremento de la
absorcion y solubilizacién de los nutrientes (Rodriguez y Fraga 1999; Woitke et al. 2004b;
Leaungvutiviroj et al. 2010), la produccién de fitohormonas o la activacion de genes de las plantas
responsables de la sintesis de estas (giberelinas, auxinas, etileno, acido jasménico entre otros), la
sintesis de compuestos volatiles (Bowen y Rovira 1999; Gutiérrez-Mafiero et al. 2001; Ryu et al. 2003)
y/o competicion y produccion de compuestos tdxicos atacando directamente los patégenos u otros
microorganismos nefastos para el buen desarrollo de las plantas (San-Lang et al. 2002; Ping y Boland
2004). Se demostré que B. subtilis mejora la resistencia de las plantas contra una gran variedad de
patogenos del suelo, como P. capsici en chile dulce y Thielaviopsis basicola en citrus (Nemec et al.
1996; Jiang et al. 2006), Ralstonia solanacearum en tomate (Lemessa y Zeller 2007; Wei et al. 2011),
Aspergillus niger en mani (Podile y Prakash 1996; Sailaja et al. 1998) y Erwinia carotovora en
Arabidopsis (Ryu et al. 2004), pero también contra patdgenos foliares como Phytophthora capsici en
cacao (Melnick et al. 2008), Colletotrichum orbiculare y Pseudomonas syringae en pepino (Raupach y
Kloepper 1998) y contra insectos plagas como la mosca blanca en tomate (Hanafi et al. 2007,

Valenzuela-Soto et al. 2010). Si para los patégenos y plagas foliares, la induccion de resistencia
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sistémica esta generalmente involucrada (debido a la separacion fisica entre la rizobacteria y el
patdgeno), los fendbmenos responsables de la resistencia de las plantas contra patdgenos del suelo se
atribuyen tanto a la ISR (Sailaja et al. 1998) como al biocontrol directo del microorganismo benéfico

(por sintesis de compuestos toxicos o competencia) (Podile y Prakash 1996).

Se demostr6 que el biocarbén favorece el desarrollo de varios microorganismos benéficos
como bacterias fijadoras de nitrégeno (Beck 1991; Rondon et al. 2006) y micorrizas (Matsubara et al.
1995; Warnock et al. 2007), que aprovechan de la estructura porosa y del alto contenido en compuestos
residuos del proceso de pirdlisis caracteristicos de este material. Es probable que la presencia de
biocarbon en el sustrato haya favorecido el desarrollo de B. subtilis, optimizando de esta manera su
efecto sobre las plantas. El trabajo de Matsubara y sus colegas (2002) mostrd una tendencia parecida.
En este estudio, la plantas de esparrago presentaron, en presencia de biocarbon, una incidencia de
Fusarium oxysporum de 43.6% inferior al testigo, mientras que esta diferencia alcanzd 89.6% en
presencia de Glomus sp. (micorriza). EI mismo tipo de estimulacién de microorganismos benéficos por
el biocarbdn fue demostrado por Rondon y su equipo (2006), quienes encontraron un aumento
significativo de la absorcion de nitrogeno atmosférico (por Rhizobium sp.) en plantas de vainica
(Phaseolus vulgaris) en presencia de este material. Los resultados encontrados en el presente
experimento hacen hincapié a la importancia del efecto sinérgico entre el biocarb6n y B. subtilis sobre

la capacidad de produccion de biomasa de las plantas de tomate infectadas por P. corrugata.

5.4 Experimento en campo: produccion y resistencia contra enfermedades
de plantas de pepino y tomate sometidas a la aplicacion de biocarbon
combinado con fertilizantes sintéticos, fertilizantes organicos vy
microorganismos benéficos

En este experimento, la combinacién de biocarbon con gallinaza y microorganismos
antagonistas Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis aumento significativamente la produccién de
Cucumis sativus, con una eficacidad comparable a la fertilizacién sintética. La similitud estadistica de
la produccidn de las plantas sin aplicacion de fertilizantes con las sometidas a la aplicacion de gallinaza
con y sin biocarb6n demuestra el papel positivo de los microorganismos aplicados. Como fue
demostrado en el Experimento 1y 2, y de acuerdo con la literatura en el tema (Matsubara et al. 1995;
Matsubara et al. 2002; Rondon et al. 2006; Warnock et al. 2010), el biocarbén puede favorecer el
desarrollo de microorganismos benéficos, y de esta manera aumentar la produccion y la resistencia de
las plantas contra patgenos e insectos. En este experimento, la ausencia de tratamiento inoculado con

microorganismos Y sin biocarbdn no permitié corroborar estos resultados.
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La inoculacion de T. harzianum y B. subtilis podria haber actuado de diferentes maneras sobre
las plantas: (1) aumento de la absorcion de nutrientes por las plantas o mayor mineralizacion; (2)
produccién compuestos estimuladores de crecimiento (fitohormonas, compuesto volatiles, entre otros);
(3) induccion de resistencia sistémica contra plagas y enfermedades presentes en la parcela (mildiu
lanosos, vaquitas y chinche patén); y/o (4) por parasitismo, produccion de antibidticos y de enzimas
liticas, o competicion con las poblaciones microbianas del suelo.

El papel de T. harzianum y B. subtilis en la promocion de crecimiento, induccién de resistencia
y antagonismo estd bien documentado, actuando sobre una amplia gama de cultivos a través de
procesos diversos (San-Lang et al. 2002; Benitez et al. 2004; Harman et al. 2004; Kloepper et al. 2004;
Vinale et al. 2008; Contreras-Cornejo et al. 2009; Liu et al. 2009). Yedidia et al. (2001) demostraron el
efecto positivo de la inoculacion del pepino con T. harzianum en sistema hidropdnico y en potes, y las
plantas inoculadas presentaron un incremento de la tasa de germinacion, del crecimiento de la parte
vegetativa, del area y longitud radicular, del area foliar y de la biomasa. Los autores relacionaron estos
resultados con un aumento significativo del contenido en macro y micro-nutrientes (P, Cu, Fe, Zn, Mn
y Na) de la parte foliar y radicular, con algunas diferencias en funcion del tipo de sustrato. El
experimento en sistema hidropénico, donde las raices de todos los tratamientos estaban en contacto con
la misma concentracion en nutrientes minerales y la ausencia de organismos patégenos en el sustrato,
permitié a los autores confirmar que T. harzianum aumentd la absorcion de nutrientes en la planta.
Aumentos del contenido en nutrientes como P, N y Fe de diferentes especies de plantas (tomate, lupino
blanco, pifion de tempate, jatrofa, o pino rojo americano entre otros) se observé después de la
inoculacion del suelo con T. harzianum u otras especies del mismo género (Kleifeld y Chet 1992; Wu
et al. 2003; Rudresh et al. 2005; De Santiago et al. 2009). Especies de Trichoderma fueron igualmente
relacionadas con un aumento de la mineralizacion (Wu et al. 2003). Incrementos de la absorcion de
nutrientes (en particular N y K) por las plantas relativos a la inoculacién con Bacillus fueron
igualmente sefialados para diferentes cultivos, sola (Woitke et al. 2004a; Basak y Biswas 2009) o
combinada con T. harzianum (Li et al. 1992; Rudresh et al. 2005; Yobo et al. 2009). Si Trichoderma y
Bacillus podrian haber mejorado la produccion de las plantas por un aumento de la absorcion de
nutrientes, estas estdn igualmente asociadas a la promocidn del crecimiento por produccién de
fitohormonas (AJ y giberelinas, entre otros) (Gutiérrez-Mafiero et al. 2001; Kloepper et al. 2004) y de
compuestos volatiles (Ghisalberti y Sivasithamparam 1991; Ryu et al. 2003; Ping y Boland 2004; Ryu
et al. 2004).

Durante el experimento, se observé una presencia importante de plagas como la vaquita
(Diabrotica variegata y Diabrotica porracea, Coleoptera: Chrysomelidae), el chinche patén o pata de
hoja (Leptoglossus zonatus,  Hemiptera: Coreidae), y de la  enfermedad mildiu velloso

(Pseudoperonospora cubensis). Debido al aumento importante de las poblaciones de plagas y de la
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severidad de la enfermedad, consecuentes con el desarrollo vegetativo de las plantas y el no uso de
plaguicida (solo se realizaron dos aplicaciones de una suspension del hongo entomopatgeno
Beauveria Bassiana y una atomizacion de caldo bordelés), se supone que el dafio ocasionado a las
plantas debe haber influido de manera significativa sobre los rendimientos. La induccion de resistencia
por los microorganismos inoculado con gallinaza podria explicar el aumento de rendimiento de las
plantas comparado con la misma fertilizacion sin inoculacién. Una mayor resistencia de las plantas de
pepino inoculadas con Bacillus pumilis contra la vaquita fue observado por Zehnder y sus colegas
(1997b), quienes encontraron una disminucion de la sintesis de cucurtinacina en las plantas inoculadas,
estimulante alimenticio del insecto. La rizobacteria B. subtilis, asi como otras especies del mismo
género y sus combinaciones, mostraron una tendencia a inducir resistencia contra diferentes patégenos
del pepino (Colletotrichum orbiculare, Pseudomonas syringae pv. Lachrymans y Erwinia
tracheiphila), e incrementaron los rendimientos (Raupach y Kloepper 1998). Un efecto de
antagonismo pronunciado de Bacillus sp. cepa Z-X-3 y Z-X-10 contra P. cubensis fue igualmente
encontrado in vitro por Li et al. (2003), el mismo alcanzd un control de 46 y 44% respectivamente. El
hongo antagonista T. harzianum (producto comercial T39) fue eficiente para el control de P. cubensis
(Elad 2000), asi como otros bio-preparados comerciales a base de Trichoderma sp. y Bacillus sp.
combinados con otros RPCP (Tri-EB-90) y Bacillus pumilis (Sonata ©) (Kofoet y Fischer 2007;
Cawoy et al. 2011). La inoculacion combinada de B. subtilis y T. harzianum realizada en este
experimento, que demostré un efecto cinegético positivo sobre el crecimiento (Yobo et al. 2001;
Rudresh et al. 2005), la IRS el biocontrol de patdégenos de diferentes plantas (Nemec et al. 1996;
Raupach y Kloepper 1998; Guetsky et al. 2002; Chaves et al. 2009; Latha et al. 2011) y sobre la
resistencia de plantas de tomate contra la mosca blanca (ver experimento anterior), podria haber jugado
un papel preponderante en el mejoramiento de la productividad del pepino.

La ausencia de efecto del biocarbdn sobre la productividad del pepino en este experimento
podria resultar de la aplicacién de compost (bagasa, cachaza y gallinaza) a toda la parcela previa al
establecimiento de las parcelitas experimentales. Este abono aportd grandes cantidades de materia
organica y de nutrientes, lo que implica un mejoramiento importante de las propiedades fisico-
quimicas del suelo (Marinari et al. 2000). Se demostré que estos cambios generados por la aplicacion
de fertilizantes organicos estdn relacionados con perturbaciones importantes en la comunidad
microbiana del suelo, implicando un aumento de la diversidad y cantidad de microorganismos (Press et
al. 1996; Marinari et al. 2000; Schonfeld et al. 2003). Press et al. (1996) encontraron que la
combinacion de residuos orgénicos con fertilizante mineral favorece el desarrollo de bacterias gram
positivo, mientras que su combinacion con gallinaza estimula las poblaciones de bacterias gram
negativo (grupo taxondmico incluyendo numerosos bacterias promotoras de crecimiento y

biocontroladoras), ambos relacionados con un aumento del contenido en nutrientes del sustrato. Es
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probable que la aplicacion de biocarbén haya tenido menos impacto sobre las propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas del suelo debido a la perturbacion de estas propiedades por la aplicacion de
compost. Los mecanismos involucrados en la modificacion de la comunidad microbiana del suelo por
el biocarbdn no estan bien entendidos, y la falta de investigacion sobre la combinacién de biocarb6n
con fertilizantes organicos complica la interpretacion de los resultados encontrados en este
experimento.

En la parcela experimental de tomate, la presencia de biocarbdn en el sustrato disminuy6
significativamente la incidencia de la marchitez bacterial (Ralstonia solonacearum) a lo largo del
tiempo comparado con el testigo, tanto en ausencia de fertilizaciobn como con fertilizante mineral y
gallinaza. La implicacion del biocarbdn en la resistencia de las plantas contra microorganismos
patdgenos fue poco estudiada hasta ahora. Elad et al.(2010) encontraron un disminucién significativa
de la severidad de las enfermedades causadas por Botrytis cinerea y Leveillula taurica (dos patégenos
fangicos foliares) en plantas de tomate y chile dulce en presencia de biocarbon en el suelo. Debido a la
ausencia de contacto entre los patégenos y el biocarbdn, los autores implicaron un posible efecto de
induccion de resistencia sistémica de este material sobre las plantas. Sin embargo, R. solanacearum
siendo una bacteria de suelo, un efecto supresivo directo de biocarbdén podria justificar los resultados
obtenidos. Tal efecto fue encontrado contra Fusarium oxysporum en plantas de esparrago, donde las
plantas inoculadas con micorrizas presentaron una mayor resistencia en presencia de biocarbon en el
sustrato (Matsubara et al. 2002). El efecto de IRS y supresivo del biocarbdn contra los patdgenos esta
generalmente atribuido a: (1) un cambio y aumento de las poblaciones microbianas del suelo; y (2) ala
naturaleza de los compuestos organicos residuos del proceso de pir6lisis presentes en la superficie del
material, que tiene un potencial de estimular el crecimiento y aumentar la resistencia de las plantas
contra plagas y patdgenos.

Como se discutioé anteriormente, se ha demostrado que la aplicacién de biocarbdn tiene un
impacto significativo sobre las poblaciones de microorganismos del suelo. Aumentos de la respiracion
(Steiner et al. 2004; Steiner et al. 2008) y de la biomasa microbiana (Liang et al. 2010), asi como
cambios en las comunidades de bacterias y hongos del suelo (Graber et al. 2010; Kolton et al. 2011)
fueron encontrados en presencia de biocarbén. Kolton et al. (2011) demostraron que la aplicacién de
biocarbon al suelo incrementa significativamente la abundancia de ciertos géneros de bacterias como
las cepas de Flavobacterium, Chitinophaga y Cellvibio, que son conocidos por su habilidad a digerir la
quitina y sus capacidad de biocontrol e induccion de resistencia (Niroshini Gunasinghe y Karunaratne
2009). Graber y sus colegas (2010) encontraron un aumento en la abundancia de bacterias generales,
actinomicetes y hongos como las levaduras y Trichoderma spp. en el suelo sometido a la aplicacion de
biocarbon, e identificaron 22 especies de bacterias asociadas a este material que mostraron eficiencia

en el control biol6gicos de diferentes patdgenos. Numerosos estudios demostraron la eficiencia de
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diferentes microorganismos del suelo en el biocontrol de Ralsonia solanacearum (Lemessa y Zeller
2007; Masunaka et al. 2009; Li et al. 2010; Nguyen y Ranamukhaarachchi 2010; Boukaew et al.
2011). La mayor parte de los agentes antagonistas que tuvieron efecto contra la enfermedad fueron
bacterias, como actinomicetes (en particular Streptomyces spp.)(Tan et al. 2006; Lemessa y Zeller
2007; Boukaew et al. 2011), Proteobacterias (Acinetobacter sp. y Enterobacter sp.)(Xue et al. 2009;
Nguyen y Ranamukhaarachchi 2010), y otras como Bacillus subtilis, B. megaterium, Paenibacterium
polymixa y Pseudomonads fluorescentes (Lemessa y Zeller 2007; Algam et al. 2010; Wei et al. 2011).
La supresion de la enfermedad también se encontr6 con la inoculacion de los hongos Trichoderma
harzianum (con un efecto eficiente solo en presencia de B. subtilis) y Pichia guillermondii (Maketon et
al. 2008; Nguyen y Ranamukhaarachchi 2010), asi como con el oomicete Pythium oligandrum
(Masunaka et al. 2009). R. solanacearum es susceptible a una gran variedad de microorganismos
antagonistas, por lo que es probable que ciertas de las cepas favorecidas por la aplicacion de biocarbon
hayan tenido un efecto de biocontrol significativo contra este patdgeno.

La presencia de pequefias cantidades de compuestos tdxicos en la superficie del biocarbén
resultando del proceso de pirélisis puede explicar, conjunto con el mejoramiento de las caracteristicas
fisicas del suelo la perturbaciéon de la comunidad microbiana del suelo descrita arriba. Se ha
demostrado que estos compuestos pueden a la vez servir de fuente de carbono para el desarrollo de
ciertos microorganismos, y en contraste tener un efecto fungicida y bactericida contra grupos selectivos
de microorganismos (Thies y Rillig 2009; Kolton et al. 2011). Graber et al. (2010) sugieren que ciertos
microorganismos benéficos que presentan la capacidad de producir antibiéticos o substancias organicas
volatiles, y que son mas resistentes a la presencia de antibidticos en el suelo (Laskaris et al. 2010),
puedan aprovechar de los compuestos organicos asociados al biocarbon para desarrollarse y promover
el crecimiento y la resistencia de las plantas contra patdgenos. También se demostrd que el vinagre de
madera, producto residuo del proceso de pir6lisis, tiene un efecto fungicida y bactericida contra un
amplio rango de patdgenos, dentro de los cuales se encuentran Rhizoctonia solani, Sclerotium oryzae,
Helminthosporium mayis, Pythium sp., Colletotrichum gloeosporioides, Xanthomonas campestris pv.
Citri y Erwinia carotovora pv. Carotovora (Baimark y Niamsa 2009; Chalermsan y Peerapan 2009;
Velmurugan et al. 2009). Huang et al. (2005) demostraron que dos compuestos (fenoles y guaiacoles)
aislados del vinagre de madera tienen un fuerte efecto anti-microbiano contra Ralstonia solanacearum
y tres otros patogenos (Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum, y Pythium splendens).

El desarrollo de R. solanacearum podria entonces haber sido atrasado por la presencia de estos
compuestos bactericidas en el sustrato con biocarbon, con un efecto insuficiente para lograr a eliminar
el patdgeno. ElI metabolismo de las plantas podria estar directamente afectado por la presencia de
compuestos organicos asociados al biocarbon en el sustrato, y que actian en forma directa sobre el

crecimiento y la resistencia, como lo sugiere Graber et al. (2010). La presencia de pequefias dosis de
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substancias fitotdxicas en la rizésfera puede inducir respuestas metabdlicas importantes de las plantas
(fendmeno denominado hormesis) como una mayor resistencia contra enfermedades, mayor
crecimiento y produccion (Prithiviraj et al. 2007; Calabrese y Blain 2009). Se demostré que los
extractos de humo generado por la produccion de carbon pueden estimular la germinacién de diferentes
plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas (Adkins y Peters 2001), y van Staden et al. (2006)
encontraron un aumento de la cantidad de raices, de biomasa foliar, de sobrevivencia y del tamafio de
plantas de maiz sometidas a la aplicacién butenolides (compuesto contenidos en el humo). Las
caracteristicas bioquimicas del biocarbon tienen entonces un papel clave en el control de
microorganismos patogenos del suelo, y mas investigaciones son necesarias para entender los
mecanismos implicados. .

Un efecto supresivo de la gallinaza fue encontrado en este experimento, con méas intensidad en
presencia de biocarbon sin inoculacion de microorganismos benéficos. La supresion de enfermedades
causadas por diferentes patdgenos del suelo fue encontrada con la aplicacion de este fertilizante
organico (Aryantha et al. 2000; Islam y Toyota 2004). Islam y Toyota (2004) encontraron una
disminucion significativa de la incidencia de la marchitez bacterial con la aplicacion de gallinaza al
suelo, asi como una disminucién de unidades formadoras de colonias (UFC) del patdégeno en el
sustrato, lo que relacionaron con un aumento de la actividad microbiana y una mayor diversidad de
bacterias y hongos. La implicacidn de los microorganismos en estos resultados fue demostrada por la
disminucion significativa de la supresividad de este fertilizante una vez esterilizado. Aumentos de la
respiracién y biomasa microbiana relativos a la aplicacion de gallinaza, y cambios en la diversidad de
la comunidad de microorganismos del suelo fueron reportados por numerosos estudios (Steiner et al.
2004; Gaind y Nain 2010; Pengthamkeerati et al. 2011). Press y sus colegas (1996) encontraron que la
combinacién de residuos organicos con gallinaza estimula el desarrollo de las bacterias Gram negativo,
gue incluyen a bacterias promotoras de crecimiento y a agentes de biocontrol. El biocarbdn, que tiende
a favorecer el desarrollo de microorganismos benéficos en el suelo, podria haber estimulado el
desarrollo de bacterias 0 hongos con aptitudes de biocontrol sobre R. solanacearum, y asi detener el
desarrollo del patégeno mas tiempo y con mas eficiencia que los otros tratamientos.

La inoculacion de microorganismos benéficos B. subtilis y T. harzianum al sustrato no tuvo
efecto significativo sobre la incidencia de la enfermedad comparado con el mismo sustrato no
inoculado, y su control fue menos eficiente a lo largo del tiempo. Estos resultados contrastan con los
encontrados por Maketon et al. (2008), quienes demostraron el efecto sinérgico de la combinacion de
estas dos especies sobre la supresividad del patdgeno. Las aptitudes de biocontrol y el comportamiento
de los microorganismos pueden ser muy variables entre las diferentes cepas de una misma especie
(Beker y Dickman 1993), la cepas utilizadas en el presente experimento podria no presentar aptitudes

para el biocontrol de R. solanacearum. Ademas, si un gran nimero de estudios demostraron la aptitud
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de T. harzianum y B. subtilis para el control bioldgico y la induccién de resistencia contra una gran
variedad de patégenos (Harman et al. 2004; Kloepper et al. 2004; Harman 2006; Jiang et al. 2006;
Cawoy et al. 2011), el control de la marchitez bacterial por estos microorganismos fue poco estudiada
y ciertos resultados muestran ausencia de efecto (Maketon et al. 2008; Boukaew et al. 2011). El
control menos eficiente de la enfermedad con la inoculacion combinada de B. subtilis y T. harzianum
podria resultar de la perturbacion importante la comunidad de microorganismos del sustrato, tanto por
la produccion de compuestos tdxicos como por competicion, disminuyendo el impacto de las cepas

activas contra R. solanacearum estimuladas por la presencia del biocarbén en el sustrato.

6 CONCLUSIONES

El efecto de la aplicacién de biocarb6n al suelo sobre el desarrollo y la resistencia de las
plantas fue variable segun el tipo de fertilizante utilizado. Las plantas fertilizadas con gallinaza
presentaron generalmente una buena respuesta a la presencia de biocarbdn en el sustrato, lo que
aumentd la produccion de biomasa y retardd el desarrollo de la marchitez bacterial en el tomate. En
contraste, combinado con lombricompost, el biocarb6n no tuvo ningln efecto positivo sobre el
desarrollo vy resistencia de las plantas, y al contrario mostrd una tendencia a disminuir la produccion de

raices.

Se encontré una interaccion clara entre el biocarb6n y los microorganismos benéficos
inoculados. La sinergia entre el biocarbdn, T. harzianum y/o B. subtilis se expresé por una mayor
productividad del pepino, asi como una mayor produccion de biomasa y mayor resistencia contra la
mosca blanca en el tomate. Se supone que el biocarb6n constituye un sustrato de calidad para estos

microorganismos que, en ausencia de este material, no presentaron ningun efecto sobre las plantas.

La combinaciéon de biocarb6n con B. subtilis fue particularmente eficiente, con efectos
positivos sobre el crecimiento del tomate, la produccion de biomasa foliar en plantas infectadas por
Pseudomonas corrugata, y la resistencia contra Bemisia tabaci. Estos resultados sugieren una buena
compatibilidad entre el biocarbén y las bacterias promotoras de crecimiento, lo que podria constituir un

avance considerable en el manejo sostenible de los cultivos. .

Un efecto claro de supresividad del biocarbon fue encontrado contra la propagacion del agente
causante de la marchitez bacterial en el tomate (Ralstonia solanacearum), que fue significativo
independientemente del tipo de fertilizacién aplicado. Si la sola presencia de biocarb6n en el suelo no
permitié evitar la muerte de las plantas, él retardé significativamente el desarrollo de la enfermedad.

La combinacion de este material con fertilizantes organicos, microorganismos antagonistas, extractos
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de plantas o productos de sintesis podria entonces representar una opcién para un manejo integrado de

Ralstonia solanacearum.

7 RECOMENDACIONES

Los resultados encontrados en este estudio hacen hincapié a la implicacion de los
microorganismos en la relacion planta-biocarbén. El entendimiento de los mecanismos responsables de
los cambios observados en el desarrollo y la resistencia de las plantas con la aplicacion de biocarbon y
fertilizantes organicos requiere la evaluacién de un mayor nimero de pardmetros quimicos y
microbioldgicos. El estudio del efecto del biocarbdn sobre el metabolismo de las plantas (produccion
de fitohormonas y de compuestos relacionados con la defensa, absorcion de nutrientes) y los diferentes
grupos funcionales de microorganismos presentes en el suelo son diferentes pistas que podrian

conducir a una mejor comprension del efecto del biocarbon en la rizésfera.

Mas estudios sobre la induccién de resistencia contra plagas y enfermedades y la supresividad
del biocarbdn son necesarios. Las investigaciones realizadas hasta la fecha se enfocaron generalmente
en el papel de este material en el ciclo de nutrientes y sus repercusiones sobre la productividad y el
crecimiento de las plantas, sin profundizar en el estadio sanitario de las plantas. La evaluacion de la
aplicacion de biocarbon sobre la resistencia de las plantas contra patdgenos foliares, del suelo e

insectos dafiinos son temas prometedores.

La combinacién de biocarb6n con fertilizantes organicos requiere igualmente mas
investigaciones. La comprension del efecto variable del biocarbdn en funcién del abono utilizado es
esencial para optimizar su uso en la agricultura. La evaluacién de los cambios en las propiedades
fisicas y microbiolégicas del suelo en relacién a la aplicacion de biocarbén combinado con fertilizantes
organicos, sintéticos, biofertilizantes, biofermentados, Microorganismos de Monatafia (MM), y otros

tipos de enmiendas podria conducir a descubrimientos interesantes.

Los dos tipos de microorganismos (T. harzianum y B. subtilis) inoculados en este experimento
fueron aislados a partir de plantas de diferentes especies que las evaluadas. La inoculacion de bacterias,
hongos o micorrizas conocidos por su efecto positivo sobre el tipo plantas estudiadas, o aislados de la
rizosfera de estas mismas especies, podria mostrar una respuesta mas fuerte a la aplicacion de

biocarbon.

La metodologia utilizada para la evaluacion de resistencia contra la mosca blanca, que consiste
en una prueba de escogencia irrestricta con cuatro conteos repartidos sobre un periodo de dos semanas,

no es la mas apta para satisfacer los objetivos de esta investigacion. Para tener una mejor idea del
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efecto del biocarbon sobre la dindmica de los insectos fitdfagos, la evaluacién deberia ser repartida
sobre un periodo mas largo, a partir del trasplante hasta la produccién, con un mayor nimero de plantas
y utilizando algin modo de control de las poblaciones (extractos de plantas o microorganismos

entomopatdgenos) para evitar la sobre-poblacion de las plagas.

Las respuestas de las plantas a la aplicacion de fertilizantes u otros insumos bajo un ambiente
controlado no son siempre representativas de la situacion en el campo. Diferentes factores como el
manejo, el clima o la presencia de enfermedades y plagas pueden inducir cambios importantes en el
metabolismo de las plantas, y que pueden mostrar comportamientos distintos bajo invernadero. El
conocimiento del efecto del biocarbdn sobre la productividad y de la resistencia de las plantas requiere
entonces mayor investigacion en campo, bajo las mismas condiciones de manejo que las empleadas por

los productores locales.

Los procesos de mejoramiento de la calidad del suelo son lentos y la evolucion de la
productividad del sistema en relaciéon a un cambio de manejo se manifiesta generalmente de manera
creciente a lo largo del tiempo. Investigaciones a largo plazo son entonces necesarias para conocer el
efecto del biocarb6n combinado con fertilizantes organicos a escala de la finca y asi comparar su

sostenibilidad con sistemas convencionales.
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Anexo 1. Analisis quimicos de los sustratos sometidos a los diferentes Tratamientos utilizados en el
experimento de evaluacion del crecimiento y produccion de biomasa del tomate.

Trat. pH Acidez Ca Mg K P Cu Zn Mn Fe N C
——————————————————————— mg/l--------------
—————————————— cmol(+)/1----------
% %

551 0,19 153 050 0,08 9,5 8 09 122 32 004 045

558 0,11 19 062 0,29 9,5 18 10 154 33 0,04 134

732 0,07 426 134 454 125 33 24 79 127 0,19 1,98
LB 732 0,09 425 134 446 135 33 20 80 133 0,19 251
G 6,47 0,08 423 084 025 266 25 31 121 35 0,06 0,73
GB 6,17 0,07 424 09 0,46 30,7 25 33 152 33 0,07 143
S 722 006 470 152 434 139 36 24 70 118 0,18 1,88
SB 733 0,06 487 163 4,80 149 38 26 7,7 135 0,23 282
TR 746 0,06 471 152 471 151 37 22 89 135 0,20 2,04
TRB 739 0,08 462 153 4,97 140 37 23 7,0 115 0,20 2,71
TRS 749 0,07 470 150 4,67 148 37 24 78 119 0,20 2,06
TRSB 74 006 426 139 443 128 34 21 68 104 0,20 2,60

Anexo 2. Transformacion de los datos para cumplir con los supuestos del experimento de crecimiento
y produccion de biomasa del tomate.

modelo y varldent varExp varPower varConstPower

AlC BIC AIC BIC AlC BIC AIC BIC AlC BIC

Tasa crecimiento  1272.78 1310.33 1277.16 1344.21 1269.59 1309.82 1270.24 1310.47 127224 1315.15
NOmero de Hojas 450.23 487.78  460.27 527.32 45223 49246 45223 49246 45423 497.14

Peso seco 201.97 22414 20127 24085  197.34 22109 19312 21687 19512  220.46
Variable Normalidad Homogeneidad de varianza
Crecimiento Correcta Transformacion logaritmica (In) de los
datos
Produccién de hojas Correcta Correcta
Peso seco Correcta Funcion de varianza potencia corrida

por una constante (VarPower)
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Anexo 3. Caracteristicas de crecimiento no tomadas en cuenta en la evaluacion del efecto del
biocarbén combinado con fertilizantes organicos y microorganismos benéficos sobre el crecimiento y
produccion de biomasa del tomate.

Tratamiento Diametro (mm) Peso fresco (g) Numero de flores
G 917 +0.27 a 138,12 +6,03 a 20 +1,35 a
GB 9.05 +0.27 a 133,82 +6,68 a 195 +135 a
SB 830 +023 b 70,39 +£2,07 b 13,1 +1,12 bc
TRSB 821 +027 b 5787 +£327 ¢ 146 +0,72 b
TRB 806 +0.17 b 46,86 +3,27 de 113 +112 cd
L 790 +023 b 5765 +2,07 c 122 +0,72 ¢
S 7.78 +037 b 4484  £3,27 e 12 +1,12 cd
TR 775 +017 b 47 +2,07 de 6,9 +1,12 e
LB 773  +£017 b 5495 +327 cd 11,7 +135 «cd
TRS 765 +027 b 4111  +327 e 9,6 +0,72

B 6.25 +0.27 c 1784 +0,78 f 3,9 +0,72

T 571 +0.10 d 1352 +£091 ¢ 0,5 +0,72 ¢
F 48.07 226.57 63,41

p <0,001 <0,001 <0,001

Anexo 4. Transformacion de los datos para la evaluacién de la resistencia de plantas de tomate contra
la mosca blanca.

Modelo y varldent varExp varPower varConstPower

Variable AIC BIC AIC BIC AIC BIC AIC BIC AIC BIC

Ninfasiem® 9759  119.76 73.70 11329 66.23 8998 64.17 8792 66.17 9151
Adultos/pl. 885.35 1039.42 873.50 1060.16 870.07 1027.10 867.97 1025.00 869.97 1029.96

Variable NORMALIDAD Varianzas homogéneas
Numero de adultos/planta Transformacion de la variable  Funcién de varianza potencia
a Raiz cuadrada (VarPower)
NGmero de ninfas/cm? Correcta Funcioén de varianza potencia
(VarPower)
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Anexo 5. Andlisis quimico del suelo utilizado en el experimento de induccidn de resistencia de la
combinacién del biocarbdn con fertilizantes organicos y microorganismos benéficos en plantas de

tomate

Elemento guimico Unidad Valor
Ca cmol(+)/I 6,30
Mg cmol(+)/1 1,43
K cmol(+)/1 0,51
P mg/| 8,0

Cu mg/I 13,8
Zn mg/I 3,6

Mn mg/I 23

Fe mg/I 191
N % 0,34
C % 3,64
pH Unidad pH 5,13
Acidez cmol(+)/I 0,52

Anexo 6. Salida de identificacion de la bacteria Pseudomonas corrugata.

Especie PROB SIM DIST TIPO
GN-NENT

1 Pseudomonas corrugata 99 0,61 596 OXI+
2 Pseudomonas Fluorescens biotipo G 1 0,003 7,67 GN-NENT
GN-NENT

3 Pseudomonas synxantha 0 0,001 8,25 OXI+
4 Pseudomonas syringar pv tagetis 0 8,72 GN-NENT
GN-NENT

5 Pseudomonas putida biotipo B 0 8,9 OXI+
GN-NENT

6 Pseudomonas asplenii 0 9,11 OXlI+
GN-NENT

7 Ralstonia picketti 0 9,17 OXlI+
8 Pseudomonas Fluorescens biotipo C 0 9,63 GN-NENT
GN-NENT

9 Pseudomonas marginalis 0 9,66 OXI+
GN-NENT

10 Ralstonia solacearum 0 10,24 OXI+

Identificacion realizada por el Centro de Investigacién Agrondémica (CIA) de la UCR,

San José, Costa Rica.

Anexo 7. Transformacion de los datos de peso seco de la parte foliar y radicular de las plantas
de tomate en el experimento de induccion de resistencia contra P. corrugata.
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modelo y varldent varExp varPower  varConstPower varldent ag. *
Variable AIC BIC AIC AIC BIC AlC BIC AIC BIC AIC  BIC
Pes0 SeCo 039 26.23 13.84 1.40 29.69 1.40 29.68 3.29 33.23 - -

foliar

Pesoseco 5219 7350 55.62
radicular

4950 7215 - -

39.09 65.74

* modelo varldent donde la varianza esta corregida por la formacién de grupos de Tratamientos

Variable NORMALIDAD Varianzas homogéneas

Peso seco foliar Correcta Transformacion logaritmica
(In) de los datos

Peso seco radicular Correcta

Transformacion a raiz
cuadrada de los datos

Funcién de varianza identidad
(varldent) con agrupamiento
de tratamientos

Anexo 8. Analisis quimico abono empleado en el experimento de campo para el pepino y tomate

Elemento quimico Unidad Valor
Ca % 5,89
Mg % 0,50
K % 1,42
P % 2,18
N % 2,39
C % 24,25
Cu mg/kg 117
Zn mg/kg 180
Mn mg/kg 1443
Fe mag/kg 17188
Humedad % 254
Anexo 9. Modelos experimento campo
modelo y varldent vareExp varPower  varConstPower varldent ag. *
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Variable AIC BIC AIC BIC AIC BIC AIC BIC AIC BIC AIC  BIC

Incidencia
de la 1390.0 1501.8 1391.4 1520.9 1392.0 1506.7 1383.6 1498.3 1385.5 1503.2 - -
marchitez
bacterial
Producci6
n del 77.0 89.0 76.6 96.6 78.98 92.3 79.0 92.3 - - 69.5 84.1

pepino

* modelo varldent donde la varianza esta corregida por la formacién de grupos de Tratamientos

Variable Normalidad Varianzas homogéneas

Incidencia de la marchitez Correcta Correcta

bacterial

Produccion de frutos del Correcta Funcién de varianza identidad

pepino (varldent) con agrupamiento
de tratamientos por rangos
varianzas

Anexo 10. Cuadro resultados crecimiento semanal del tomate: cuadro de resultados de la comparacion

de medias (DGC, p<0.05) para la ANOVA realizada bajo disefio en parcelas divididas en bloques (2)
cuadro de resultados reunidos por semana de evaluacién (b).

Medias
TRAT SEMANA Crecimiento E.E.
SB 7 6.79 005 A
L 7 6.70 0.05 B
SB 6 6.69 0.05 B
S 7 6.67 0.05 B
TRSB 7 6.65 0.05 B
LB 7 6.64 0.05 B
TRB 7 6.62 0.05 B
TRS 7 6.60 0.05 B
L 6 6.58 0.05 B
SB 5 6.55 0.05 B
S 6 6.54 0.05 B
TRSB 6 6.53 0.05 B
LB 6 6.52 0.05 B
TR 7 6.52 0.05 B
TRB 6 6.52 0.05 B
GB 7 651 0.05 B
TRS 6 6.51 0.05 B
G 7 6.46 0.05 C
L 5 6.46 0.05 C
B 7 6.45 0.05 C

y
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Crecimiento (%)*

Tratamiento semana 1

SB

L

S
TRSB
LB
TRB
TRS
TR
GB

oy}

semana 2 semana 3 semana 4 semana 5 semana 6 semana 7
164,0 a 3049 a 459,4 a 601,8 a 699,2 a 804,3 a 888,9 a
1514 a 257,2 a 376,2 b 5285 b 639,1 b 7205 a 8124 b
1514 a 262,4 a 3724 b 4977 b 607,9 b 692,3 a 788,4 b
162,4 a 2929 a 4034 b 5285 b 607,9 b 6854 a 7728 b
1742 a 267,7 a 3724 b 4977 b 6140 b 678,6 a 7651 b
169,0 a 2959 a 4034 b 5129 b 601,8 b 678,6 a 7499 b
160,8 a 275,9 a 3954 b 5129 b 5959 b 671,8 a 7351 b
169,0 a 292,9 a 3954 b 4927 b 566,8 b 620,2 b 678,6 b
156,0 a 2398 b 3472 b 4782 b 555,6 b 6140 b 6718 b
164,0 a 259,8 a 350,7 b 4549 b 5232 ¢ 5959 b 639,1 c
1384 b 2192 b 3173 ¢ 424,1 ¢ 507,8 ¢ 5725 b 632,7 ¢
1316 b 198,3 b 284,3 ¢ 376,2 ¢ 4459 ¢ 483,0 ¢ 512,9 d
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Anexo 11. Analisis quimico del suelo para cada tratamiento en el experimento de productividad del
pepino

) pH Acidez Ca Mg K P Cu Zn Mn Fe N C
Tratamiento
(H,0) - cmol(+)/1----=-----  —m-mmmmee- mg/l------------- (%) (%)
T 6,82 0,05 1388 3,74 055 248 13 12 16 130 0,53 5,39
B 6,53 0,07 11,70 3,06 0,80 169 15 9 18 142 0,31 4,19
G 6,81 0,05 1341 3,62 0,81 257 14 12 15 120 0,42 4,29
GB 6,85 0,05 1126 3,24 09 200 15 9 13 111 0,29 3,86
GBM 6,82 0,05 12,68 3,30 0,96 278 14 12 14 119 0,40 4,87
M 6,43 0,06 1185 3,61 0,69 235 14 9 22 139 045 4,63
MB 6,75 0,05 12,00 3,06 0,71 229 14 9 14 128 0,34 4,56

Anexo 12. Cuadro de comparacion de medias (LSD, p<0.05) del namero de adultos posados en
plantas de tomate sometidas a la aplicacion de biocarb6n combinado con fertilizantes organicos y
microorganismos benéficos.

Medias del
ndmero de
Tratamiento DDI adultos E.E.
G 15 27.37 1.82 A
GB 15 25.81 240 A B
G 8 22.53 1.82 B C
L 15 20.87 1.73 B CD
LB 15 20.20 1.69 CDE
GB 8 19.72 2.40 CDEF
TRS 15 19.58 1.68 CDEF
TR 15 18.13 1.47 CDEF
L 8 17.29 1.73 D EF
S 15 17.04 1.76 D EF
TRB 15 16.71 1.65 D EF
SB 15 16.15 1.50 EF
TRSB 15 14.93 1.54 F G
LB 8 14.44 1.69 F G
SB 8 12.06 1.50 G H
TRSB 8 11.05 1.54 G H I
TRS 8 11.02 1.68 G H I
TR 8 10.69 1.47 G H I
S 8 10.53 1.76 G H I
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Anexo 13. Cuadro de comparacion de medias (LSD, p<0.05) de incidencia de la marchitez bacterial en

tomate.

Medias de

incidencia
TRAT DDT (%) E.E.
T 53  100.00 10.75 A
M 53  100.00 10.75 A
M 44 100.00 10.75 A
GBM 53 93.33 10.75 A B
G 53 93.33 1075 A B
M 38 93.33 10.75 A B
B 53 93.33 1075 A B
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Anexo 14. Cuadro resultados incidencia marchitez bacterial

Incidencia de la enfermedad (%)

21 DDT 31 DDT 38 DDT 44 DDT 53 DDT
TRatamiento valor error valor error valor error valor error valor error
M 26,67 a 10,39 66,67 a 10,39 9333 @ 10,39 100 a 10,39 100 a 10,39
T 40 ab 9,64 60 a 9,64 80 ab 9,64 93,33 ab 9,64 100 a 9,64
B 6,67 ab 11,87 26,67 bc 11,87 4 C 1187 60 C 1187 93,33 a 11,87
MB 13,33 b 9,66 26,67 bc 9,66 40 C 9,66 46,67 C 9,66 86,67 a 9,66
G 0 b 13,46 6,67 c 13,46 53,33 bc 13,46 66,67 bc 13,46 9333 a 13,46
GB 0 b 9,29 13,33 bc 9,29 2667 C 9,29 40 c 9,29 80 a 929
GBM 0 b 8,92 6,67 ¢ 8,92 53,33 bc 8,92 60 c 8,92 93,33 a 892
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Anexo 15. Peso seco de la parte vegetativa y radicular de las plantas de tomate en presencia de
biocarbon, fertilizantes mineral, organicos y microorganismos benéficos. Turrialba, Costa Rica, 2011.

Peso seco (Q)

Tratamiento * Parte vegetativa Raices

GB 2822 + 1,03 a 6,30 + 0,0361 a
SB 23,34 + 1,05 ab 4,75 + 0,0676 ab
G 23,10 + 1,13 abc 5,86 + 0,0004 a
MB 21,98 + 1,02 bc 3,61 + 0,0144 b
S 20,09 + 1,03 bc 4,67 £ 0,0676 ab
M 20,09 + 1,06 bc 3,31 + 0,0049 b
LB 20,09 + 1,07 bc 3,72 + 0,0049 b
TRB 19,89 + 1,07 bc 3,20 + 0,0049 b
TRSB 19,49 + 1,11 bc 4,04 + 0,0361 ab
TRS 19,30 + 1,06 c 4,28 + 0,0144 ab
TR 19,30 + 1,06 c 3,96 + 0,0361 ab
L 18,36 + 1,07 c 4,84 + 0,0049 a
B 8,41 + 1,09 d 1,74 + 0,0361 c
T 8,33 + 1,06 d 1,46 + 0,0004 c

* T-B: suelo con y sin biocarbdn; G-GB: gallinaza con y sin biocarbén ;
lombricompost con y sin biocarbon ; S-SB: lombricompost + Bacillus subtilis con 'y

L-LB:

sin biocarbdn; TR-TRB: lombricompost + Trichoderma harzianum cony sin
biocarbén; TRS-TRSB: lombricompost + T. harzianum + B. subtilis con y sin

biocarbon.
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