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JIMENEZ T10PEZ, J.I. 1996. Evaluacién de inductores de
registencia a geminivirus y promotores del crecimiento en el
cultivo del tomate.

Palabras claves: Rizobacterias, fosfatos, ““bocashi

resglstencisa sistémica, induccidn, incculacidn, tomate,
geminivirus, HPemisia tabacl, virosis.

RESUMEN

Se evalud a nivel de invernadero el efecto de rizobacterias,
un fosfate ¥y  ““boecashi™ en la induceidn de resistencia
sistémica contra geminivirus v en la promociodn del crecimiento
de las plantas de tomate de mesa, wvar. Havlip de crecimiento
determinado.

Se eptablecids un dieefio completamente al azar con 4
repeticiones. Todos los tratamientos fueron Iinoculados con
geminivirue, & excepciodn del testigo abscluto, a los 24 dias
después de la germinacién (ddg). Los tratamientos en estudio
fueron tres rizobacterias aisladas de raices de plantas de
tomate colectadas en el campo: C5-10, LE-2 yv LE~1lZ v treg de la
coleccidon MIP-CATIE: Serratia marcescens, Bacillus oeereus vy
Peeudomonas ecepacia. La inoculacién de los microorganismos se
realizd de deos formas: al suelo v a la sgemilla al momento de la
siembra.

También se evalud un fosfato (KoHPC4) inocculade en la
segunda hoja apical a les 16 ddg. El abono organico “"bocashi’™
se mezcld con el suelo en una proporcion de 12 % v/v., De
incluyd dos testigos, uno absoluto vy uno relativo, ambos sin
ningin tratamiento v el primeroc sin virug y el segundo
inoculado con geminivirus.

Para infectar lag plantag con virus se utilizaron adultos de
moscas blancas gque se mantuvieron sobre plantas infectadas con
el mosalco amarillo del tomate dentro de otro invernadero. Para
1a deteccidn del geminivirus en las plantas se utilizé el
métode de hibridacidén de &dcidos nucleicos. Las peliculas de
deteccidn mostraron seflales de la presencia del virus en las
plantas de tomate inoculadas.

Se evalud la aAaltura, diametro de tallc y produccidn de
biomasa de la planta y la severidad de la enfermedad.

La cepa A30 de Bacillus cereus promovié el crecimiento y
redujo la severidad del mosaico amarillo cuando fue inoculada a
la semilla, no asi, cuando fue inoculaeda al sguelc. La aspersidn
del fosfato K92HPO4 sobre una hoja de la planta promovido el
crecimiento v redudo la severidad de la enfermedad. También
los tratamientos con el abono orgédnico ““bocashi”™” promovieron
sustancialmente el crecimiento de las plantas y disminuyeron el
dafio por la virosis.



JIMENEZ TQPEZ, J.I. 1996. Evaluation of resistance inducers to
geminivirus, and growth promoters in the cultivation of tomaio.

Eeywords: rhizobacteria, rhosphates, Thocashi, systemic
resistance, induction, inocculation, tomato, geminivirus,
Bemisia tabaci, virosis.

Summary

The effects of rhizobacteria., a phosphate and “~“bocashi™
were evaluated for induction of systemic resistance against
geminivirus and in the promotion of growth of the tomato

cultivar “"Hayslip' ™, of determinant growth.

A completely random design with four repetitlons w
egtablished. All treatments were inoculated 24 davse afte
germination with geminivirus with the exception of the absolut
control. The treatmentsg were three rhizobacteria szstrains
isolated from the roots of field collected tomato plants: C5-
10, LE-2Z2 and LE-12 and three of the MIP-CATIE collection:
Serratia marcescens, FRacillus cereus and FPseudomonas cepacia.
The inoculation was carried out twoe forms: to the soil and to
the seed at planting.

as
z'v
=

A phoephate (E2HPC4) was also evaluated, inococulating the

second apical leaf 16 days after germination. In the treatment
with the organic fertiliser "~ “bocashi”™ this was mixed with the
s0i1l to 12% of the total. Two controls were included. one

absoliute and one relative, neither with a treatment, the first
without virus and the second incculated with geminivirus.

To infect plants with virus adult whiteflies previocusly kept
on plants infected with the tomatoe yellow mosaic virus were
intreduced to the glass house. Nuclele acid hybridizacidn was
used to detect the geminivirus in plants. This technigue
detected the presence of the virus in inoculated tomato plants.

Height, s=ztem diameter, bicmass production and the s=severity
of the disease were evaluated.

The A30 strain of PBacillus cereus promoted growth and
reduced the severity of the tomato yellow moszalc virus when
inoculated to the seed., though not when inoculated to the soil.
The spraying of the phosphate KoHPO4 on one leaf of each plant
rromoted growth and reduced the severity of the disease. The
treatments with the organic fertiliser ““hocashi alzo
substantially promoted growth and reduced viral damage to the
rlants.
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I. INTRODUCCION

El tomate(Lycopersicon gsculentum) es el cultive horticola

més importante a nivel centroamericano, debido al Area sembrada
que es de aproximadamente 21,000 ha/afio, como también por el
valor de su produccidén que supera los US$H50 millones por afic.
Por la magnitud de su explotacidén este cultivo genera entrada
de divisas, es fuente de empleos y promueve una importante
actividad econdémica por el monto de insumos y horas/hombre
utilizados en su produccién, agroindustria y comercializacién.
Ademas, es fuente importante de vitaminas y de minerales, por
lo que tiene un alto valor nutricional (CATIE/MIP 1990).

La produccién de tomate en Centro América se destina
rrincipalmente al consumo fresco. Perc se ha incrementado su
uso en la industria de alimentos lo que ha provocado un aumento
en el é&rea sembrada. La mayor parte del &area cultivada en
Centro América se siembra en Guatemala (9.600 ha.) vy Honduras
(3.5C0 ha.) (CATIE/MIP 1980).

A pesar de que las explotaciones tomateras son intensivas vy
tecnificadas, los rendimlentos son bajos (12.75 tons/ha) en
comparacidén con Estados Unidos y Europa, donde se obtiene un
promedio de 25 ton/ha. Una de las causas de esta baja
produccidén es la incidencia de plagas, que en ocasiones
destruyen por completo el cultivo o reducen de manera
sustancial el rendimiento, haciendo de estas explotaciones una
actividad poco rentable(CATIE/MIP 1990).

El principal problema en la actualidad en el cultivo del
tomate, es la presencia de la mosca blanca Bemisia tabaci
(Gennadius) (Homoptera: Aleyrodidae) como vector de
geminivirus, los que provocan enormes pérdidas en el cultivo,
va que afectan el rendimiento y la calidad del fruto. Es comiin
observar, que las plantas se encuentren totalmente infectadas
al momento dé la cosecha (HilJje y Arboleda 1883).



Como reaccidén a los severos dafios proveocados por los virus
transmitidos por la mosca blanca, los productores en su afén de
asegurar la cosecha,han incrementado el uso de insecticildas
como medida casi exclusiva de control del vector. Whitaker
(1983) reporta que el consumo de plaguicidas en las regiones
mencs desarrolladas es cada vez mayor y se cree que al afio 2000
el tercer mundo representard el 35% de la demanda mundial de
plaguicidas. Los dafios graves gque esto provoca a la vida humana
v animal v al entorno ecoléglico hace necesario la blsqueda de
otras alternativas de manejo de los problemas agricolas. Una
alternativa prometedora es el uso del control bioldgico a
través de técnicas como la induccidén de resistencia sistémica a
enfermedades por microorganismos no patégenos, agentes
orgéanicos vy quimicos no to6xicos.

Liun et al. (1892) vy Raupach et al. (1895) enconiraron que
cepas de rizobacterias, ademéds de promover el crecimiento,
activan los mecanismos de defensa natural presentes en las
plantas de pepino dandoles proteccidén contra el virus del
mosaico del pepino (CMV); similares resultados encontraron
Maurhofer et al. (1994) evaluando rizobacterias en plantas de
tabaco contra el virus de la necrosis (TNV).

Doubrava et al. (1988), Gottstein v Kue (1988) y Mucharromah
v Kue (1891), encontraron gque la aspersidén de foasfatos en
prlantas de pepino inducen resistencila sistémica en las plantas
contra el virus de la necrosis del tabaco (TNV). Reuveni et al.
(1993) demostraron que la aspersidén de sales de fosfatos en la
primera hoja verdadera de plantas de pepino promovieron el

crecimiento e indujeron resistencia sistémica en las plantas
contra el mildio polvoriento.
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LoS abonos organicos, ademés de mejorar la fertilidad v la
productividad de los suelos, contienen microorganismos
venéficos v aumentan la poblacidn y la actividad benéfica de la
microflora nativa (Higa y Wididana 1989). Los efectos benéficos
gue genera la incorporacién de abonos organicos al suelo ase
expresan en un crecimiento vigoroso de las plantas, lo que las
hace més resistentes a situaciones adversas.

Este trabajo tuvo como propbésito determinar la actividad de
1a8 bacterias de la rizosfera, las sales de fosfato y abonos
orgénicos, en la promocién del crecimiento e induccidn de
reasistencia sistémica contra geminivirus en lazs plantas de
tomate.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Descripcidn botanica del cultivo

El tomate (Lycopersicon esculentum) cultivadoe en la
actualidad se deriva de un ancestro gque aun se encuentra en
forma silvestre en los trépicos de Centro América y que se
conoce comuanmente como tomatillo" (L. esculentum  var.

cerasiforme). Ambos pertenecen a la famllia Solansceae., HEsta
famillia se reconoce facilmente en el campo por particulares

caracteristicas hoténicas. En forma caracteristica sus miembros
contienen alcaloides (en el caso del tomate, tomatina), cuyas
concentraclones varian dependiendo de 1lm especle y parte de la
planta (CATIE/MIP 1880).

2.1.1. Fenologia del cultivo

El  desarrollo de wuna variedad de tomate de hébito
determinado, en condiciones del trépico seco bajo vy con riego,
comienza con la plantula en el semillero, en donde se mantiene
por 20 a 25 dias. Luego del transplante, el tomate continGa en
su etapa vegetatlva por 30 a 35 dias més, y de losg H0 a 60 dias
(30 a 35 dias después del transplante), inicia la floracidn. La
etapa reproductiva, floracidén y fructificacidn, se extiende por
32 a 40 dias antes de la cosgecha, la cual se inicia de los 82 a
756 dias después del transplante. Bajo condiciones de buena
nutricidén y sanidad del cultivo, se realizan 8 o 7 cortes,
segin la variedad, durante un periodo de 20 a 25 dias. En este
caso el ciclo total del cultivo, desde el transplante hasta el
tltimo corte, oscila entre 82 y 100 dias (CATIE/MIP 1990Q).



2-2: El vector: Taxonomia, biologia y ecologia

Bemisia tabacl (Gennadius) (Homoptera: Aleyrodidae), mosca
blanca.

Se han reportado aproximadamente 1,200 especies de moscas
blancas (Bink-Moenen y Mound 1980). Por 1lo menos 30 especies
estdn en América Central, el Caribe y Colombia (Caballero

18€3). B. tabaci es la méds importante vy le gigue Trialeurodes
vaporariorum (Hilje y Arboleda 1993).

Los adultos de varias especies son similares, por lo que su
identificacldén a simple wvista podria no ser acertada. La
geparacidén de las especies se basa en las caracteristicas del
cuarto estadio ninfal (Bink-Moenen y Mound 1890).

B. tabaci tiene una gran complejidad genética: las ninfas
del cuarto estadio deesarrolladas sobre hojas pubescentes
también son pubescentes, mientras que las encontradas sobre
hojas glabras carecen de setas (Mound 1963). Tiene capacidad de
desarrollar resistencia a los insecticidas, debido a su corto
ciclo de vida y & la partenogénesis arrenotdéguics, que se
presenta ocasionalmente (Byrne v Bellows 1981). Existen wvarias
razas o bilotipos, asociladas con hospedantes especificos. En el
mundo existen muchos biotipos, de los cualez slete estéan en
América Central y el Caribe, denominados A, B, C, D, E, F, G vy
N (Brown 1993). HE1l biotipo B tiene més importencia, vy difiere
con el biotipo A en varios aspectos: tiene mayor fecundidad:
completa su desarrollo en el cultivo del tomate; ataca méas
cultivos, incluvendo cruciferas (coliflor y bréecoli), citricos
¥ papaya; e 1induce los sindromes de la ""hojda plateada”™ en
algunas cucurbitéceas y de la maduracién irregular en el tomate
(Brown 1893). Este biotipo fue descrito recientemente como
Bemisia argentifolil (Bellows et al. 1994).

Bemisia tabacl presenta una alta capacidad de adaptacién =a

nuevas zonas geograficas. Aungue H. tabaci histbdricamente ha



habitado regiones +tropicales y subtropicales, el biotipo B
tiene mayor tolerancia al frio vy ha extendido su ambito de
distribucidén a zZonas marcadamente ftempladas (Brown 1993).

Lo complejo del problema con B. tabaci se debe a dos
factores: sus altas poblaciones v la asociacién con
geminivirus. Los geminivirus son bastante dafiinos va que se

reproducen en el floema y se translocan en toda la planta
(Lastra 1993). Las densidades amltas dependen del potencial
reproductivo, el cual esta determinado por la fecundidad,

tiempo generacional v proporcidén de sexos (Hilje 1994).

Los datos sobre fecundidad (numero ge huevos por hembra) son

variables. Log valores reportados en algunas regiones fluctian
entre 72 y 127.5 tipicamente, dependiendo del hospedante, la
edad del follaje, la humedad relativa, e incluso del biotipo
{(Gerling et al. 1986).

La proporcidén de sexos, qgue es la relacidén entre el namero
de hembras y el nGmero machos en la progenie, es muy variable.
Las hembras tienen la capacidad para reproducirse sin
fertilizacidén, originando s6lo machos, lo gque se conoce como
rartenocgénesis arrenotdquica (Byrne v Bellow 19891).

La estabilidad de las temperaturas méximas en los tropicos
asi como la elevada humedad relativa permite a K. tabacl
reproducirse ininterrumpidamente vy presentar generaciones
superpuestas (Hilje et al. 1983).

Las ninfas de FB. tabaci son sedentarias, por lo que s6lc los
adultos se desplazan y transmiten wvirua (Byrne vy Houck
1988).Tanto los adultos como lag ninfas permanecen en el envés
de las hojas. La hembra prefiere ovipositar en el follaje
tierno de tomate, gque contiene bastantes azlcares y nitrégeno
(van Lenteren y Noldus 1980).
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Se ha demostrado la polifagia de B. tabaci vy la preferencia
por ciertas familias de hospedantes (Greathead 1986). Ademas de
hospedantes silvestres, ataca a 16 cultivos, pertenecientes en
su maycoria a las familias Convolvulacesae, Cucurbitacesae,
Leguminoceae, Malvaceae y Solanaceae (Hilje y Arboleda 1993).

En América Central y el Caribe los principales cultivos
atacados por la mosca blanca son el tomate, frijol (Phaseolus
vulgaria), berenjena (Solanum melongena), pepino (Cucumis
sativus), sandia (Citrullus lanatus), meldn (Cucumis melo),
rapa (Solanum tuberosum), tabaco (Nicotiana tabacum), algodén
(Gossypium hirsutum), sova (Glyveine max), kenaf (Hibiscus
cannabinus), okra (Hibiscus esculentus), ajonjoli (Sesamum
indicum), camote (Jpomoea batatas) y pimiento (Capsicum annum)
(Hilje y Arboleda 1993).

La mosca blanca tiene varios enemigos naturales entre los
que se encuentran los parasitoides pertenecientes azl orden
Hymenoptera de las familias: Aphelinidae y Platygasteridae v el
guperparasitoide Signiphora aleyrodis ( Hanson et al. 1994).

Como depredadores se reportan algunos coleépberce de 1a
familia Coccinellidae, neurdpteros de la familia Chrysopidae,
hemipteros de las familias Miridae y Lygaeidae, y dipteros de

la familia Dolichopodidae (Alvarez et al. 1993, Caballero 1993,
Serranc et al. 1993).

Z2.3. Geminivirus

El nombre geminivirus se deriva de su caracteristica de
doble particula (del latin gemini=gemelo). Estas particulas
isométricas miden aproximadamente de 18 a 20 nm vy se presentan
predominatemente en pares que miden aproximadamente 20x30 nm.
Los geminivirus aon marcadamente uniformes en otras
propiedades. Contienen una molécula de ADN de cadena simple con
un peso molecular de 0.7m0.9x106, cuya caracteristica es {Gnilca

rara ellos por el momento. La mayoria de virus de plantas



colectadas en Centro América (Gdlvez y Castafio, 1976) v en el
Caribe (Goodman et al. 1977). Goodman (1977) demostréd por
primera vez que las particulas virales gemelas del mosaico
dorado del frijol proveniente de Puerto Rico (bean golden
mosaic wvirus-PR) contenian una molécula simple de ADN. La
primera secuencia de nucledétidos de un geminivirus transmitido
por mosca blanca, el ““african cassava mosaic’® (ACMV), fue
publicada en 1983 por Stanley and Gay. Por el momento se han
publlcado por 1lo menos la secuencia de 14 geminivirus
diferentes (Ramirez y Maxwell 1884).

Segan el Comité Internacional de Taxonomia de Virue (ICTV),
de acuerdo al insecto vector, rango de hospederoe vy estructurs
del genoma, los geminivirus se dividen en tres subgrupos gque
congtituyen los géneros de lo gque hoy se conoce como la familia
Geminiviridae. Del subgrupc I forman parte los virus con genoma
monopartita gue infectan a monocotileddneas al ser transmitidos
ror saltahojas. Dentro del subgrupo 11 =se encuentran los virus
que también son transmitidos por saltahojas pero a
dicotiledbneas, en cambio, los virus que conforman el subgrupo
IIl presentan genoma bipartita. E1 rango de hoepederocs de cada
subgrupo no estd correlacionade con las secuencias  de
nucledtidos de las diferentes especies de geminivirus, por lo
que se propone considerar como ariterio de claslficacién dentro

de la familia Geminiviridae, a dichas secuencias (Ramiresz
1986).

2.3.1. Deteccidn de geminivirus mediante la hilbridacién de
dcidos nucleicos

Una técnica efectiva para el diagnéstico de los geminivirus
eg la hibridacién de Acidos nucleicos (Gilbertson et al. 1991).
La hibridacién molecular se basa en la condicidn monocatenaria
de dos bandas de &cidos nucleicos con una secuencia de bases
complementar;as que al reaccionar forman un hibrido
bicatenario. Los métodos de diagnéstico de viroldes y virus
estdn basados en 1la capacidad de hibridacidén de los &acidos
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nucleicos complementarios, por la cual, el &cido nucleico que
debe detectarse se fija a un soporte g6lido (filtro o membrana
de nitrocelulosa o nylon.) para que la sonda ( "probe ") en
solucidn pueda hibridarse sobre ese dcido nucleilco va fijado en
la membrana. Esta técnica detecta el 4cido nucleico viral por

el reconocimiento especifico de la correspondiente secuencia de
nacledtidos (Rivas Platero 18893).

2.3.2. Relaclon virus-vector

El winculo entre los virus y sus vectores no consiste
simplemente de una transmisién mecanica de lag particulas
virales. Algunos virug bastante infecclosos come e1 virus del
mosaico del tomate (IMV) y el virus x de la papa (PVX), son
eficientemente transmitidos por contacto o por ingectos
masticadores, como es el caso de los saltamontes y larvas de
lepidépteros. 5in embargo, los virus son por lo general
altamente especificos en su relacidén con un grupo taxonémico vy

en la mayoria de los casos su transmision depende de una sola
especie de insecto (Lastra 1893).

De acuerdo a la persistencia del virus en el vector v en la
habilidad de éste de transmitir la enfermedad, se han
caracterizado los siguientes tipos de transmisgidn viral: no
persistente, semipersistente y persgistente. Esta uAltima puede
ser clrculativa o propagativa (Lastra 1993).

Cuando el vector mantiene su capacidad infectiva a lo largo
de su vida o por un tiempo relativamente largo es del tilpo
rersistente y cuando las particulas virales solamente circulan
en el cuerpo del insecto, la transmisién se conoce como
rersistente circulativa. En cambio, en la  transmisién
persistente propagativa, las particulas virales tienen la
habilidad de infecter vy multiplicarse en las células del
insecto vector (Uzcategul y Lastra 1978). '
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liguefaciens actia como protectora ante infecciones causadas
poy Fusarium oxysporum fsp dianthi (Sneh et al. 1985).

Los microorganismos epifitos més comGnmente encontrados son
las bacterias Gram-negativas: Erwinia, Pseudomonas, Xantomonas

v Flavobacterias; y las Gram-positivas: Lactobacillus, Bacillus
vy Corynebacterium (Blakeman y Fokkema 1982).

Contraric a la creencia de que la presencia de bacterias en
el interior de los tejidos de las plantas se debia solamente a

condiciones patolégicas, se da la colonizacidén de bacterias
benéficas en el interior de los tejidos de las plantas, como es

el caso de las bacterias FRhizobium fijadoras de nitrdgeno en
leguminesas (Jacobs ef al. 1885).

2.4.1. Uso de rizobacterias en el control biloldgico

Investigaciones a travég de muchos afos han usado la

introduccidn de microorganismos para el control de enfermedades
del suelc en las plantas. Se han realizado numerosos estudios
con la utilizacidén de microorganismos no paréasitos en el
control bioldgico v estos trabajos han dejado evidencla de gue
la inoculacién con bacterias al suelo y a semillas promueven el
crecimiento en las plantas (Broadbent et al. 1877, Kloepper et
al. 1990, Kloepper y Schroth 1981).

La capacidad de colonizar raices eg especifica de algunas
cepas. No todas las Pseudomonas fluorescentes exhiben la
capaclidad de colonlzer las raices en el campo, en suelos gque
contienen microorganisesmos competitivos. A las bacterias de la
rizosfera que colonizan las raices se les conoce como
““rizobacterias”” (Schroth y Hancock 1982).

La teoria de “‘equilibric microbial’” sostiene que la
microflora de 1la rizosfera se encuentra en un estado de
equilibrio  dindmico tal que la poblacidn de algin
microorganismo introducido declina rapidamente después de su
inoculacién en el suelo. El oprimer informe  sobre la
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introduccidn de una bacteria especifica que podria superar el
““balance biolbégico”” de la rizosfera se produjo en 1980 con el
uso de la resistencla antibioética de algunas cepas de
Pseudomonas fluorescentes. Estas cepag alteraron la poblacién
nativa de hongos vy bacterias de la raiz y colonizaron las
raices de las plantas durante toda la etapa de crecimiento
(Kloepper et al. 1880).

Las rizobacterias pueden ejercer uno de los sigulientes tipos
de efectos en la planta hospedera: nocivo, neutral o benéfico.
Las vrizobacteriss benéficas son agquellss que promueven el
crecimiento en las plantas. Los efectos generales de las
rizobacterias benéficas son de dos tiposg: promocidén del
crecimiento de la planta y como agentes de control bioloégico
(Kloepper y Schroth 1881).

Investigaciones acerca del modo de accibén de las
rizobacterias han demostrado que ellas promueven el crecimiento
de la planta de dos maneras; una es en forma indirecta., ya que
las rizobacterias benéficas reducen la actividad de los hongos
v hacterias patégenos nativoes en el rizoplano. Tal promocidn
indirecta del crecimiento puede ser considerada como control
bioclégico, ain cuando esto no necesariamente estd asociado con

control de patdégenos pardsitos de la planta (Kloepper y Schroth
18981).

Algunas rizobacterias promueven directamente el crecimiento
de la planta, por la produccidén de metabollitos que estimulan el
crecimiento de la plante independientemente de la microflora
nativa del suelo. Fseudomonas putida, cepa GR12-2, promueve la
emergencia v el crecimiento de Brassica campestris. Cuando se
eatudidé en un ensayo con una enfermedad provocada por Pythium
en el suelo, GR12-2 mostrd actividad de control bioldégico. Esto
se debe supuestamente a que la rizobacteria, al acelerar las

tasas de crecimiento, hace gque las raices escapen a la
enfermedad (XKloepper st al. 1980).



14

Cepas especificas del grupo Pseudomonas fluorescens-putida
fueron usadas por Kloepper et al. (1980) como inbéculo en
semillas de cultivos para promover el crecimiento e incrementar
la produccién. Estas Pseudomonas expresaron la promoeién del
crecimiento de la planta y répidamente colonizaron las raices
de papa, remolacha azucarera y rabano. La promocién del
crecimiento por las rizobacterias se da por antagonismo contra

los hongos y bacterias perjudiciales gue se encuentran en el
rizoplano, pero la naturaleza de este antagonismo no ha sido

determinada. Segun este trabajo se encontrd evidenclia de gque la
promocidén del crecimiento por rizobacterias resulta por su

actividad de privar del hierro a la picroflora nativa. Las

rizobacterias generan la produccién extracelular de sideréforos
(agentes transportadores del hierro microbial) los cuales
aprovechan el Thierro ambientsal, cualidad gue e2 menos
disponible en la cierta microflora nativa (Kloepper et al.
1980).

Lin et al (18992), evaluaron la habilidad de cepas de
rizobacterias de inducir resistencia sistémica contra el virus
del mosalco del pepine (cucumber mosalc virus, CMV). Estas
cepas de rizobacterias gue promueven el crecimiento de las
plantas previamente demostraron su actividad de inducir
resistencia sistémica contra Colletotrichum orbiculare en
pepino. Se inocularon las semillas de pepino con dos cepag de
rizobacterias y las plantas fueron inoculadas con extractos de
CMV. El tratamiento con una cepa de rizobacteria resultdé en una
significativa disminucién en el porcentaje de sintomas
manifestados 7 dias después de haber sido Infectadas con CMV,
en relacidén a las plantas sin tratar. Una de las cepas no tuvo
efectos significativos sobre los sintomas. Loa autores
concluyeron que el mecanismo por el cual estas rizobacterias
rromotoras del crecimiento inducen resistencla sistémica contra
ratégenos fungosos y virus no es la produccidén de un metabolito

bacterial siho por otro mecanismo particular que atin no ha sido
determinado.
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En otro trabajo realizado por Raupach et al. (1995), cepas
de rizocbacterias promotoras del crecimiento, que previamente
habian demostrado actividad en la induccién de resistencia
sistémica contra otras enfermedades del ©pepino, fueron
evaluadas en su actividad de induclr resistencis sistémica
contra el virus del mosailceo (CMV) en pruebas de invernadero. La
inoculacién de las rizobacterias se hizo tanto al suelo como a
las semillas y el virus fué inoculado mecénicamente en los
cotiledones o en la primera hoja de plantas con 2 o 3 hojas
verdaderas. El virus se detectd mediante la prueba ELISA. La
reduccidén en la severidad de la enfermedad por la actividad de
las rizobacterias estuvo ligada a la forma en que se infectd a
la planta. En las plantas en las cuales se inoculd los
cotiledones no se presentaron los sintomas de la enfermedad vy
no se detectd el wvirus en las hojas no inoculadas. Al
contrario, cuando se inocularon con CMV las primeras hojas
verdaderas, en las plantas tratadas con rizobacterias dieminuyé
la severidad de la enfermedad, aunque los niveles de
acumulacion del virus fué similar a las plantas no tratadas. De
estos resultados se desprende que las rizobacterias, ademds de
su habilidad de promover el crecimiento, por su actividad de
induccién de resistencla sistémica se pueden constituir en una
forma de control biolégico.

Maurhofer et al. (1984), evaluando la cepa CHAO de
Pseudomonas  fluorescens en la induccién de resistencia
sistémlica en tabaco contra el virue de la necrosis (TNV),
encontraron que todas las plantas tratadas mostraban
resistencia en las hojas a la infecclidédn con TNV en la misma

magnitud que plantas previamente inmunizadas con TNV
(proteccldn cruzada).
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2.4.2. Uso de agentes quimicos no téxicos como inductores de

registencia sistémica

Doubrava et al. (1988), Gottsteln y xue (1989) y Mucharromah

v Kue (1991) mostraron gue la aspersidén de una hoja de plantas
de pepino con oxalato, KoHPC4, O K3PO4 le confiere al pepino
proteccidén sistémica contra antracnosis, después de haber sido

inoculado pon Colletotrichum lagenarium. La proteccidn se

expresd en la reduccidn del ntmero y dlameiro de lag legiones
en pruebas de laboratorio y de invernadero.

Los tratamientos con oxalato, asi como la inoculacién con C.
lagenarium 1¢ dan proteccidén al pepino contra C. cucumerimun,

Dydimella ppyonae, Sphaerotheca fuliginea cuando estos se
compararon con sus respectivos controles.

Todos los quimicos que se probaron también protegieron al
pepino conbtra 1la mancha angular (Pseudomonas lachrymans) v
contra el virus de la necrosis del tabaco (TNV). El tratamiento

con K3P0s did proteccidn contra el virus del mosaico del pepino
(CMV).

Debido a la inconsistencia en la aplicacidén de las
soluciones guimlcas, el nivel de proteccidn varid de
experimento a experimento. Los tres guimicos también causaron
dafiog variables sobre la hoJja aasperjada. La mayor capacidad de
C. lagenarium que los quimicos probados de inducir resistencia
sistémica, suglere que el estres provocado por la infeccidn es
més efectivo para la induccidén. El mecanismo por el cual acttan
los quimicos restringiendeo la enfermedad es atn desconocido.

Los mecanismos de defensa de las plantas pueden ser
activados por infecciones causadas por varios patdégencg o por
el estres causado por quimicos. Este eastudio provee informacidén
rreliminar gue puede facilitar la aplicaci6n de tecnologia de
inmunizacién., usando compuestos gquimicos no toéxicos para la
profteccidn de plantas (Mucharromah y Kue 1891).
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Reuveni et al. (1983), encontraron que la aspersién de sales

de potasio (KpHPO4, KHoPO4, NagP207 y NaaP0s4) en el as de la
primera hoja verdadera de plantas de pepino 2 h después de la
inoculacidén con una suspensién conidial de  Sphaerotheca
fuliginea, indujo proteccidén sistémica contra el mildeo
polvoriento en las hojas 2 y 3. La induccién con KoHPO4 o
KHoPOy4 fué la mds efectiva, manifestandose con menos pastulas
de mildeo polvosc por planta al compararias con las plantas
asperjadas con agua. Una aspersidén de KpHPO4 sobre la hoja 1,
dos 0 cuatro dias después de la inoculacidn también estimulod el
crecimiento de Jla planta, a pesar de la inoculacién con el
patégeno. Las sales de fosfatos actian como fertilizantes
follares y como agentes inductores de resistencla sistémica en

las plantas.

Gottstelin vy Kuc”™ (19889), encontraron gque la resistencia a
antracnosis causada por Colletotrichum Ilagenarium puede ser
inducida por tratamientos aquimicos con fosfatos=. Mucharromah vy
Kuc” (18981), encontraron  que estos compuestos inducen
resistencia sistémica contra Sphaerotheca fuliginea.

Todos estos resultados respalidan la evidencia de que las
rlantas susceptibles poseen mecanismos de defensa y que éstos
pueden ser activados por infecciones atenuadas por varics
patdgenos o por un estrés provocado por la aplicacién de un
guimico. Esto se cree aue ez posible porque los guimicos
inductores pueden disparar un signoe el cual puede activar la
expresidon de los genes de defensa los cuales hacen que las

rlantas respondsn més desgpués de la 1nfeccidtn (Mucharromah vy
Kuc® 1881).

Bl traslado de la induccién de 1la hoja inducida a otras
rartes de la planta disminuye con el tlempo. Esteos resultados

respaldan la hipbdtesis de que la hoja inducida es la fuente de
los “signos“‘de registencia transmitidos (Dean y Kuc’  1886).
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2.4.3. Enmiendas orginicas

Los abonos orgénicos pueden ser de origen animal, vegetal v
mixtos. Las enmiendas orgdnicas aumentan los rendimientos
agricolas, mejoran la estructura del suelo y su fertilidad. Un
abono orgdnico debidamente descompuesto agrega nutrientes vy
humus al suelo y ademds mejora su capacidad de retencién de

agua, el drenaje y la alreacidn. También agrega v promueve el
aumento de la poblacién de microorganismos protectores y la
formacidn de antibidticos, hormonas v otras sustancias

beneficiosas gue protegen las plantas de enfermedades, insectos
vy nematodos dafiinog (BUN 1883).

Adiciones regulares e epmiendas organicas al suelo,

incluyendo residuos de cosgechas, estiéreol de animales, abonos
verdes y reslduos de compuestos orgénicos, aumentan la
fertilidad del suelo y la productividad. Las enmiendas
orgaénicas incrementan slgnificativamente &l nameroc de
microorganismos benéficos en el suelo. Por muchos afios los
clentificos han investigado los efectos benéficos de sus
actividades como la fijacién biolégica del nitrégeno, la
descomposiciodn de la materia organica, mineralizacidn,
nitrificacidén, antagonismo (contra patégenos del suelo) vy
fermentaclén (Higa y Wididana 18838).

La microflora benéfica del suelo tiene actividad en la
promocidn del crecimiento vy en la induccién de resilstencia
slstémica en las plantas contra patégenos y esa actividad se ve
favorecida por la incorporacién al suelo de sbonos orgdnlcos.

2.4 4. Mecanismos bioquimicos involucrados en la induccion de
registencia

La resistencia inducida se presenta en las plantas de
diferentes maneras v envuelve una serie compleja de procesos en
la planta aque se manifiestan después de la llegada del
patdgeno. Ademds la resistencia inducida puede ser locallizada o
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gistémica. El término que con frecuencia se les identifica es

resistencia local inducida y resistencia sistémica inducida,
respectivamente. Los procesos fisiolégicos involucrados pueden
ser considerados a varios niveles: a nivel ciltolégico observado
a través del microscopio como una respuesta hipersensitiva o
cambios en la estructura de la pared celular o en los niveles
bioquimicos y moleculares, por ejemplo, como una acumulaciodn
inducida de proteinas particulares o sus moléculas de ARN. La
acumulacién inducida de enzimas bileosintéticas puede resultar en
la produccién de matabolitos secundarios téxicos mientras otras
proteinas del huesped detienen el desarrollo del patbgeno
directamente, por ejemplo, por el fortalecimiento de la pared
celular. Un edjemplo de activacién inducida de proteinas pre-
existentes por patdégencs es la calosa sintetasa (Basra 1994).

Mientras los efectos patolégicos pueden ser considerados
como evidencia directa de induccidén de resistencia, algunos
datos bioguimicos son necesarios para concluir que la reduccién
observada en la severidad de las enfermedades son el resultado
de las reacciones de defensa del hospedero antes que de los
metabolitos antifungosos producidos pOY las bacterias
promotoras del crecimiento en las plantas (PGPR, siglas en
inglés). La resistencla en la clédsica inmuinidad de lag plantas
8e exXpresa como una reduccién del tamafio y nomerc de las
lesiones y en una menor esporulacién. En cucurbitdceas,
apresorios de Colletotrichum lagenarium penetraron mucho menos
en plantas de pepino inmunizedas gue en les plantees control
(Richmond et al. 1878). La inmunizacidén de tabaco, sin embargo,
muestra un desarrollc limitado del hongo dentro de las hodas
después de la penetracidén (Stolle et al. 1988).

En general, la inmunizacién por la sensibilizeciétn de las
plantas hace que éstas respondan répidsmente contra agentes
infecciosos. Tratamientos c¢on agentes inmunizadores activan
rapldamente miltiples mecanismos de resistencia a enfermedades
los cuales, en plantas susceptibles, estdn latentes o se
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expresan tardiamente para controlar la enfermedad. Estos
mecanismos incluyen la acumulacidén de antimicrobios gquimicos de
bajo pesc molecular como fitcalexinas (Tuzun et al. 1889} vy
biopolimeros protectores como lignina, calosa y glicoproteinas
ricas en hidroxiprolina (Hammerschmidt et al. 1982). También
hay incrementos en la actividad de enzimas dirigidas a la
produccién de los citados productos, e incrementos en la

cantidad de otros productos primarios tales como quitinasas, B
1,3-glucanasas, peroxidasas y otras proteinas relacionadas con

la patogénesis (Lawton et al. 1987).

Quitinasas ¥ P~1,3mgluoan&aas son blolégicamente activas
contra hongos yva gue hidrolizan polimeros de la pared celular,
v peroxidasas gque generan peroxidos y fenoles oxidantes,
importantes en la blosintesis de la lignina. Esta enzimas
también, probablemente, forman parte de los multicomponentes de
log efectivos mecanismos de la inmunizacién de plantas contra
enfermedades. Los multicomponentes naturales de los mecanismos
de defensa asoclados con inmunizacidén generan una resistencia
muy estable (Tuzun et al. 1885).

Varios estudios indican gque PGPR especificas pueden
estimular la produccién de compuestos bloquimicos asociados con
ias defensas del hospedero. Van Peer et al (18991) observaron un
incremento en la acumulacidn de fitoalexinas en plantas de
clavel tratadas con PGPR antes de la inoculacidén del patdgeno.
La colonizacién de las raices de las plantas por PGPR esta
asoclada con el incremento de la lignificacidn de tallos v
hojas en frijoles (Anderson et al. 1985) v en trigo (Frommel et
al. 1891).

Reportes de investigaciones en frijol demuestran aue la
inoculacién de las semillas o raices con una Dbacteria
particular puede provocar cambios en el sistema fisioldgico de
las plantas (Zdor et al. 1992). Recientes investigaciones con
PGPR asociadas a la induccidén de resistencia en pepino sugieren
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qU€ 1a respuesta bioguimica de la planta puede depender de la
inducecidén por la cepa de PGPR. Algunas induccilones por PGPR
estdan asocladas con el incremento de la actividad de la
peroxidasa similar & lo observado en los controles con
induccién clasica. Algunas cepas de PGPR inductoras estén
asociadas con el incremento de moléculas de ARN que codifican

la sintesis de quitinasas (Wel et al. 1882).

Maurhofer et al. (1994) encontraron que cepas CHAO de
Pseudomonas indujeron la sintesis de proteina PR y reasistencia
al virus de la necrosis del tabaco, pero tamblén encontraron
que hubo otras cepas que no tuvieron la capacidad de lograrlo.
Ellos también sefialan gque no puede ser excluida la posibilidad
de que los metabolitos microbiales sean atraidos por la planta
v 8ser transportados a los sitlos de infeccidn donde pueden
interactuar directamente con el patdégenc o pueden inducir
resistencia local.

2.5. Induccidn de resistencia en las solandceas

Para producir hortalizas libres de residuos quimicos vy
mejorar el medio ambiente, existe la necesidad de utilizar
alternativas, como métodos 1libres de contaminantes para el
control de enfermedades. Una de las técnicas mas prometedora
para la proteccidén de plantas es el método de induccién de
reslistencia. Este métode se basa en la estimulacién de los
mecanismos de defensa natural en los tejidos de las plantas vy
no en la supresidn directa del patégeno como occurre con la
aplicacidén de plaguicidas (Ozeretskovskaya 1895).

Cuando las plantas son sometidas & estrés, sus defensas
pueden ser suprimidas. Una amplia aplicacién de plaguicidas
quimicos clasicos para la protecci6n de plantas y mantener las
cogechas en el campo no puede reemplazar las defensas naturales
de las plantas. La induccidén de resistencia es frecuentemente
referida como inmunizacién, sensibilizacidn, vacunacion,
inmunidad adquirida y algunas veces proteccidn cruzada. En
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principio, todos estos términos denotan algin fendmenc que es

una activacién artificial de los mecanismos de defensa de las

plantes en el curso de su ontogénesis (Ozeretskovskaya 1995).

Existen varias maneras de inducir resistencia en plantas,
incluvendo las solandceas. Esto se puede lograr inoculando las

plantas con patdgenos o con patdgenos inactivados, tratamiento

con metabolitos microbiales, tratamiento con quimicos o
mediante la inoculacidn con rezas svirulentas v/0
microorganismos no patogénicos. Se conocen dos tipos de
resistencia inducida: local y sistémica. La resistencia

inducida local ge desarrolla dentro de un &grea limitada de

tejidos de plentas, i.e. en el sitlo de induccidén. La
resistencia sistémica inducida se desarrolla en los tejidos de
las plantes mas alld del sitio de induccidn (Ozeretskovekaya
1985).

La induccién de resistencia sistémica en plantag de papa es
ilustrada por el trabajo de Stromberg y Brishammar (1891),
cuando varias hojas bajeras de papa fueron infectadas con
esporas de Phytophthora infestans {razas 1, 3, 4, 7, 8) o con
P. cryptogea, un microorganismo no patogénico de papa alslado
del trigo. Infecciones localizadas en las hojas bajeras inducen
resistencia sistémica en hojas superiores gue resulta en 30-70
% de proteccién contra la enfermedad causada por FP. Infestans.
El microorganiemo no patégeno de la papa, P. cryptogea, induce
un grado de resistencia superior al de P, Infestans. La
infeccidn inicial de hojas bajeras produjo sefial sistémica que
indujo resistencia en las hojas superiores. La induccidn de
registencia local v sistémica en papa no solamente puede
lograrse por infecciones limitadas a patégenos o no-patogenos
sino también por tratamiento de los tejidos de las plantas con
compuestos quimicos producidos por microorganismos
(Ozeretskovskaya 1985).
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El termino ““ipductores Dbiogénicos ™’ usualmente denota
metabolitos producidos por microorganismos o© plantas, gque
inducen la produccién de fitoamlexinas en los tedldos de las
plantas. Sin embargo es bien conocido gue la resistencia de la
planta estd basada en una combinacién de respuestas de defensa
donde la acumulacién de fitoalexinas es solamente un
componente. Por esta razdén, la habilidad de un compuesto
particular para inducir la acumulacidén de fitoalexina en las
plantas no confirma definitivamente que este compuesto pueda
proteger los tejidos de la planta contra enfermedades por
induccidn de resistencia (Metlitskil y Ozeretskovskaya 1885).

La infeccidn del gen~N del tabaco con el virus del mosalco
del tabaco (TMV) resultd en induccién de resistencia local para
sigulentes inoculaciones con TMV. Asi también, la incculacidn
de una hoja con TMV generd resistencia que se expresd en otras
hodas no incculadas de la misma planta (Ross 1861).
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ITI. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar el efecto de los microorganismos presentes en la
rizosfera, un agente orgdnico y uno quimico como activadores de

los mecanismos de defensa y promotores del crecimiento en las
plantas.

3.2. Objetivos especificos

~Hvaluar la eficiencia de las rizobacterias como inductores
de resistencia sistémica a geminivirus y como promotoras gel

crecimiento en plantas de tomate.

~Estudiar el efecto del Bocashi y de KoHPO4 en la induccidn
de resglgtencia sistémica a geminivirus y en la promocidn del
crecimiento en las plantas de tomate.

IV. HIPOTESIS

Los microoorganismos presentes en la rizosfera de las

rlantas de tomate y el uso de agentes orgéanicos y quimicos no
activan los mecanismos de defensa natural de la planta, por lo
gue no le confieren resistencia contra los geminivirus, nil
promueven su crecimiento.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacioén de los experimentos

Los experimentos se realizaron en el 1laboratorio de
diagnostico MIP-CATIE y en un invernadero del Centro Agronémico
Tropical de Investigacién y Enseflanza (CATIE); Turrialba, Costa
Rica. La temperatura promedio anual es de 2100, con una maxima
promedioc de 26°C v una minima promedioc de 1BYC. El1 promedio
anual de la humedad relativa es de B7% y una radiacién solar
promedio de 16.4 Mj/omz {Jiménez 1994). Be hicleron lecturas de
la radiacion fotosintéticamente activa dentro del invernadero vy

se reportaron minimas de 105 y maximas de 456 umoles/mz.s

{Anexo 8).
5.2. Aislamiento de microorganismos de la rizmosiera

Se tomaron muestras de raices de plantas de tomate en un
campo de cultivo del cantdn de Grecia. Se mnuestred
aleatoriamente dentro del campo de cultiveo tratando, en cada
lugar de muestreo, de incluir plantas con la expresidn tipica
de la virosis y plantas libres de sintomas.

Se utilizaron dos formas para obtener la solucidn con los

microorganismos:

— Se removid la mayvor cantidad de suelo posible y se hizo un
lavado de las raices con agua destilada estéril para obtener
una solucidén con las peguefiasg particulas de suelo adheridas a
la superficie de las raices.

- Las raices se cortaron en trozos pequefios y se obtuvo de
cada planta una muestra de b5 g. Cada una de las muestras se
colocd en un erlenmeyer de 250 ml con B0 ml de agua destilada
estéril agiténdose por 45 min.
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De cada una de las dos soluciones obtenidas se tomd 1 ml y

ge colocd en un tubo de ensayo con 8 ml de agua destilada
estéril.

Posteriormente sSe procedid a realizar diluciones decimales

hasta 10“5, segin la técnica empleada por Leben (1881). De las

diluciones se tomaron 20 pl y se rayaron en platos de Petri

cuvo contenido era el medio nutritivo agar-nutriente {AN} para
el crecimiento de bacterias. Los platos de Petri se depositaron

en una incubadora a 26°C para favorecer el crecimiento de los
distintos mieroorganismos. Log aislamientos se seleccionaron
con base en sus diferencias morfoldgicas; estas se prefieren s
la forma del crecimiento de la bacteria en el medio, la cual
puede mostrar un crecimiento plano o en forma de peguefios
abultamientos, Vv al color de la cepa. Se purificaron en el
medio nubtritivo mencionado y se conservaron en viales a los que
se les coloctd, en forma inclinada, aceite mineral estéril, para
evitar 1la contaminacién y degeneracidn de las caracteristicas

de los microorganismos.

En el campo muestreado las plantas estaban totalmente
establecidas con una edad aproximada de 35 dias segin informe
del productor. Auvngue el productor hacia aplicaciones
pericdicas de insecticldas siempre se obaervaban en el campo
adultos de moscas blancas como tamblén plantas infectadas
mostrando sintomas externos de la virosis.

Las plantas y el suelo de la parte radicular fueron
transportades en una nevera con paguetes refrigerantes para
mantener frescas las muestras. Una vez en el laboratorio se
aislaron las rizobacterias segan los procedimientos
recomendados. Del lavado de raices se obtuvieron un menor
ntmero de diferentes colonias en comparacibén con las obtenidas
de las muestras de suelo, aproximadamente 20 v 60
regpectivamente. Por la evaluacidn visual de las
caracteristicas morfolégicas que presentaban las bacterias



27

alsladas de las raices de las plantas sge concluydé que también
astaban presentes en el grupo de bacterias ailsladas del suelo
clrocundante a laeg raices de las mismas plantas.

Las diferentes colonias que permitieron ser diferenciadas
claramente por sus caracteristicas morfoldgicas se pusieron a
crecer en el medio de cultivo Agar nutriente-Agua. Cada una de
las cepas se transfirieron a platos de petri varias veces

hasta obtener un crecimiento puro de cada una de ellas. Con el
fin de ser evaluadas en este estudio se seleccionaron tres

cepag, LE-2 de color crema, LE-12 de color rojo y C5-10 de
color amarillo.

5.3. Prueba de induccidn de resistencia

5.3.1. Vectores.

Colonias no viruliferas de B, tabaci se mantuvieron en
plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) en la casa de
mallas a temperatura ambiente (21°C en promedioc). Inicialmente
se introdujeron moscas Dblancas portadoras de geminilvirus
colectadas en el campo vy las plantas de tomate en la casa de
mallas eran sustituidas constantemente de tal manera de

mantener siempre plantas jbévenes.
5.3.2. Manejo de vectores.

Las moscas blancas (B. tabaci) =e manipularon con
aspiradores, gque consisten de tubos de goma con dos orificios
en un extremo en los que se conectan dos pequefias mangueras una
de lae cuales sirve para aspirar, succlonando por medio de 1la
boca la mosca blanca que s8e encuentra en el extremo de la otra
manguera.
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5.3.3. Tratamiento con *- bocashi””

En este tratamiento el sustrato sobre el cual se sembraron
las gemillas de tomate fue una mezcla entre suelo esterilizado
vy el abono orgdénico ““bocashi” como tratamiento en estudio. El
"“bocashi”” se mezcld con el suelo en una proporcidén de 12X%
v/v. En el tratamiento con “"bocasghi™ las semillas no se

inocularon con microorganismos.
5.3.4. Plantas utilizadas

ge cultivaron plantas de tomate de la variedad Hayslip en
recipientes plasticos de aproximadamente Z1 cm de didmetro y 20
cm de profundidad. El sustrato gque se utilizd fue suelo, el
cual se =sometid a un tratamiento con Dazomet para ser
desinfectado.

5.3.5. Inoculaciétn de microorganismos

Los microorganismos que se utilizaron en este experimento
fueron: Serratia marcescens, Pseudomonas cepacia, y Bacillus
cereus pertenecilentes a la coleccldn del laboratorio MIP-CATIE.
Estos microorganismos, en estudios previos realizados por
Okumoto (1892), Gonzdlez et al. (19968) vy Rodriguez Osorno
(1995), han mostrado actividad en el control bioldgico. También
se aislaron bacterias de las muestras de plantas de tomate
colectadas en el campo, de las cuales se seleccionaron tres
alslamientos (CS-10, LE-2 Y LE~-12) para ser utilizados en este
estudio, por lo que se utilizaron un total de seis cepas.

Los microorganismos se evaluaron en dos experimentos por
gseparado, en donde se utllizaron los mismos tratamientos pero
en cada uno de ellos se empled un método diferente de
inoculaciétn de los microorganismos, con el propbésito de
observar cuadl método ofrece los mejores resultados. Los métodos
de inoculaci@n utilizadog fueron los sigulentes:
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Expefimento # 1. Inoculacién al suelo al momento de la

siembra.

Colonias gimples fueron depositadas en 8 ml de extracto de
levadura vy se puslieron a c¢recer durante la noche =a 2700,

agitéandose a 150 rpm. Al siguiente dia, 200 pl de todas las
diluciones se colocaron en platos con agar-nutriente y se
incubaron por 48 h a 27°C. La bacteria se removié de los platos
con 20 ml de agua destilada estéril; las suspensiones s¢
centrifugaron, y con los pellets obtenidos se volvié a formar
una suspensidén con 20 ml de agua destilada estéril e
inmediatamente se inocularon al suelo (Maurhofer et al. 1984).
Después se depositaron aproximadamente 5 semilias por macetero,
debidamente espacladas entre si.

Experimento # 2. Inoculacidon a las semillas al momento de la

siembra.

Las bacterias fueron incubadas en caldo de soyva (TSB) con

agitacién de 150 rpm a 28°C por 24 h. Los cultivos fueron
centrifugados a 5,000 x g& por 10 min, ¥ el sobrenadante se
descartd. Los pellets de Dbacterias se meésclaron con las
pemillas de tomate, utilimando aproximadamente 10 unldades
formadoras de colonias (UFC) por cgemilla antes de sembrarse
(Liu et al. 18995).

5.3.6. Aplicacién del agente quimico

La aplicacidén se hizo en plantas con una edad entre 16 y 18
dias. Una solucién acuosa o suspensién del aquimico (KzHPO4) se
prepar6 a un pH de 6.0 a 7.0. se asperjdé el envés de las hojas
1 v 2 con 1-2 ml de 1la solucién o suspensién (50 mM). Para
evitar la contaminacién de otras partes de la planta, se cubrild
con una bolsa plédstica perforada el resto de la misma. Las
plantas creciendo en el invernadero fueron inoculadas con el
virus 7 dias después de haber sido asperjadas con el guimico
(Gottstein y Kuc, 1989).
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5.3.7. Transmisidn del virus

Como fuente de inb6culo, se mantuvieron en el invernadero,
plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) infectadas con el
virus del mosaico amarillo del tomate (TYMV) que comGnmente
ataca a las plantaciones tomateras en Costa Rica.

Para las pruebas de transmisidén, se utilizaron 3 insectos
viruliferos por planta. Esta condicidn fue comprobada por Rivas
Platero et al. (1986) mediante wuna prueva de hibridacidn
molecular de los insectos. Los vectores se colocaron sobre la
hoja en cilindros plasticos de 2.5 cm de alto v 2.5 cm de
didmetro, con el fondo de esponja (descubierto), para permitir
la transpiracién de la hoja vy no causar la muerte del vector vy
la parte superior cubierta con c¢edazo; estos cilindros se
sujetaron a las hojas de las plantas con prensas metdalicas
(Rivas Platero 1883).

La transmisidén del virus se realizdé a los 30 dias después de
la inoculacidn de los microorganismos, es decir, a los 24 dias
después de la germinacidn (24 ddg). Se permitidé un tiempo de 4
h para la alimentacidn-adguisicion del virus, aproximadamente
20 h para el pericdo de latencia y un periodo de 48 h para la
alimentacidén-inoculacidén. Después de la transmisidn, se espero
un intervalo de 15 dias (45 ddg) para la observacidn visual de
los sintomas caracteristicos de 1la virosis y estimar la
severidad (Uzcidtegul y Lastra 1878, Rom et al. 1983).

Para controlar las moscas blancas gue se esgcaparon al
momento de retirar las jaulas utilizadas para la inoculacidn de
virus s8e hizo, inmediatamente después, una aplicacidn de
insecticida. Los adultos de moscas blancas utilizadas
ovopositaron por lo gque en el transcurso del experimento fue
necesario la aplicacién de insecticida para combatir la
presencia de moscas blancas.
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5_4. Variables de respuesta y analisis estadistico
5.4.1. Altura

A& intervalos de 5 dias se mididé la altura de todas las

plantas, desde la base hasta la yenma aplcal, con una cinta
métrica graduada en centimetros.

5.4.2. Didmetro

Las lecturas de didmetro se tomaron, al igual que las de

altura, a intervalos de 5 dias, utilizando para é&€sto un vernier
graduado en milimetros.

5.4.3. Evaluacidn de la severidad de zintomas

Los sintomas visibles de la virosis se empezaron a evaluar
15 dias después de haber hecho la inoculacién con el
geminivirus, hacléndose evaluaciones a intervalos de 5 dias. La
severidad fue evaluada mediante la siguiente escala (Rom et
al., 1883):

1 = leve amarillamiento de los margenes de log foliolos
de la hoja apical;

2 = amarillamiento de la punta de los folioclos:

3 = amarillamiento de la hoja, disminucidén del tamafio de
la hoja, achaparramiento de la planta, v
retorcimiento hacla arriba de las hojas (rizado):

4 = amarillamlento de la hojda, sustancial reduccidn del
tamafic de los foliolos, severo rizado de la hoja, ¥y
achaparramiento de la planta; v

5 = achaparramiento muy severo de la planta, ramas
erectas, hojas con foliolos muy pequefios exhibiendo

severa clorosis intervenal.
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5~4~4u Produccion de biomasa

Se registré el peso fresco de todas las plantas al momento
de cosecharlas (65 ddg), posteriormente se depositaron en
bolsas de papel y se sometieron a una temperatura de 70°C
durante $ dias, al final de los cuales, se pesaron para obtener
el peso seco.

5.4.5. Deteccidén del geminivirus

A) Toma de muestras foliares

Utilizando tubos Eppendorf de 1.5 ml se tomaron dos discos
de aproximadamente 5 pp de didmetro y un peso promedio de 0.026
g2 (Rivas Platero et al. 189858). Las muestras siempre se bomaron
de la hoja apical muestreando dos foliolcs, tomando un disco
ror foliclo a los 5, 15, 20, 25, 30 y 35 dias después de la
incculacidn con el virus (ddi). Las muestras se llevaron al
laboratorio de biotecnologia del CATIE en donde se prepararon
las membranas para su posterior hibridacidén en el laboratorio

del Centro de Investigacién en Blologia Celular y Molecular
(CIBCM) de la Universidad de Costa Rica (UCR).

B) Preparacion de las muestras.

A los discos de hojas contenidos en los tubos Eppendorf se

les agregdé 135 M1 de 10x sgsec (B00 ml 20x ssc/l) como
amortliguador de extraccién ( Abad y Moyer 1982). Se maceraron
con plistilos Kontes. Los extractos se centrifugaron a 10,000

rem durante 1 min. Del sobrenadante se tomaron 3 pl y se
colocaron sobre la cuadricula respectiva de una membrana nylon
(PhotoGeneR), humedecida previamente en 10x sec durante 3 min.
Las membranas se secaron a temperatura amblente sobre papel 3
MM por 15 min. Al secarse se hornearon al vacio a 80°C durante
45 min, para fijar el ADN viral a la membrana. Mientras las
membranas eran enviadas al laboratorio del CIBCM de la UCR, se
conservaron en camaras secas con silica gel.
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C) Las condiciones de ©prehibridacién, hibridacién vy
deteccidn del geminivirus se realizaron de acuerdo a la

metodologia sugerida por Rivas-Platero et al. (1885).

5.5. Disefio experimental

Se egtablecieron 5 repeticiones de 5 plantas cada una para
cada tratamiento en un disefio completamente sl azar. En cada

macetero se depositaron b semillas. Después de 10 dias de haber
germinado se dejd una sola planta por macetero, eliminando el
resto.

5.6. Tratamientos

Se  gvaluaron 10 +tratamientos v ge incluyd 2 testigos,

haciendo un total de 12 tratamientos cuva descripcidén es la
siguiente:

Ti = Serratia marcescens
T2 = Bacillus cereus

T3 = Pseudomonas cepacia

T4 = C5-10
5 = LE-Z2
16 = LE-12

T7 = Agente quimico EK2HPO4

T8 = Agente organico “bocashi’”

T9 = Agente guimico KpHPQ4 + Bacillus cereus

T10 Agente orgéanico "“bocashl ™™ + Bacillus cereus

Tll = Sin geminivirus y 8in rizobacteria (Testigo Absoluto)
Tiz2 Con geminivirus y sin rizobacteria (Testigo Relativo)

H

i

5.7 .Modelo estadistico
Kig = B + ty + 8y
donde:
Xij = Variable aleatoria observable
i = Media general
ti = BEfecto del i-ésimo tratamiento
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635 distribuidos normalmente, con promedio cero,

varianza 52 v no correlacionados
= Tratamientos

i
J = repeticiones

5.8. Andalisis egtadistico

Con los datos obtenidos de las variables: altura, diametro,
peso fresco v peso seco de las plantas e indice de severidad se
realizaron andalisis de varianza vy contrastes ortogonales
utilizando el paquete estadistico SAS. También se realizaron
pruebas de correlacion v regresibén entre la severidad de
sintomas y las demds variables.

Para evaluar la severidad de la enfermedad se utilizdé el
pardmetro A&rea bajo la curva de progreso de la enfermedad
(ABCPE) (Rivas Platero, 1996). La férmula para calcularala es la
siguiente:

ABCPE = Z(yi + vi+1)/2 x dtj
Donde:

v{ = proporcién de enfermedad (severidad) afectada en la

iéggime observacidn.

t1 = tiempo (dias) después de la inoculacidon en la iésima

observacion.

7. = sumatoria de n observaciones.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Aislamiento de rizobacterias

De 10s aislamientos de bacterias de plantas de tomate
colectadas en el campo se selecclonaron tres cepas para ser
evaluadas en este estudio, las cuales tenian una coloracién
diferente: la cepa LE-12, roja; la cepa LE-2, crema v la cepa
C8-10, amarilla (cuadro 1). Ademds se observd que eran estas
las cepas que en menor porcentaje aparecian en relacién al
total de aislamientos.

Cuadro 1. Caracteristicas morfolégicas de las cepas aisladas de
plantas colectadas en el campo.

CEPAS | COLOR [ CONSISTENCIA | CRECIMIENTO (AN) | BORDE

LE-12 Roja Cremosa Abundante irregular
LE-2 Crema Cremosa Moderado redondeado
CS-10 Amarilla Cremosa Moderado redondeado

Las bacterias de la rizosfera con habiliidad de ejercer
control bioldgico aparecen en un porcentaje menor al 10% del
total de la poblacién de bacterias en la rizosfera (Suslow y
Schroth, 1882). La posibilidad de seleccionar las cepas
efectivas es mayor al aislar las bacterias del mismo ambiente
el cual van a ser usadas, como en este caso, seleccionando de
la rizosfera del tomate porgue el patdgenoc a controlar causa
una enfermedad en el dicho cultivo (8chroth y Hancock 1882).

6.2. Condiciones del sneloc y temperatura

El suelo utilizado en esta investigacién tenia wuna textura
franco-arcillosa, lo que ademds de proveer una porosidad
adecuada, también ofrecié una adecuada aireacidén, movimiento y
retencién de humedad. E1 pH ligeramente 4dcido del suelo
utilizado también favorece el crecimiento de rizobacterias, vya
gue a este -pH posiblemente es menor la competencia por la
microflora nativa (Bahme y Schroth 1887). Las condiciones de
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temperatura gn 1a zona del experimento (Anexo 3) resultaron
favorables para el egtablecimiento y mantenimiento de 1las
rizobacterias. Para el caso, Loper et al. (1984) encontraron
que la temperatura O6ptima para el crecimiento de Pseudomonas
fluorescens y P. putida in vitro es de 25-30°C, pero una mayor
colonizacitn de las raices por estas bacterias se da a
temperatura de 20°C .

En inoculacién a la semilla los tratamientos con Bacillus
cepa A30 mostraron un mejor comportamiento que en inoculacidn
al suelo, esto pruede deberse a que la misma semilla se
constituyd en un adecuado sgustrato para las rizobacteriasg,
previo a la germinacidn de la planta. En banano. PFseudomonas
cepacia y FP. fluorescens, trabajaron mejor cuando se aplicaron
en Jlos sustratos broza de café vy cachaza aque cuando se
aplicaron sdélo en agua (Francisco Gutiérrez 19986, CATIE,

com.pers. ).
6.3. Manejo de las plantas en los experimentos.

Cuando los microorganismos se inocularon al suelo la
germinacién fue aproximadamente del 95% y, aparte de los
gintomas de viresis mostrados por algunag plantas, el
desarrollo del cultivo fue normal (Anexo 2) , Cuando se inoculd
a la semilla se presenté wun menor porcentaje de germinaciodn
(80%), v en los tratamientos con "““bocashl™ se observd el dafio
por un insecto que cortaba las plantas al nivel del suelo, por
lo que se resembrd en un 50%. Esto provocd que las plantas con
““bocashi’” no mostraran un mejor desarrollo desde el inicio
como cuando se inoculdé al suelo. Posterior al control de 1la
prlaga con el insecticida Oxamilo, en una dosis de 8 cc/l de
agua, el crecimiento de las plantas fue en aumento. tanto en

altura como en didmetro {(Anexo 2.

En consideracidén a la altura vy al didmetro de tallo
alcanzado pdr las plantas, se concluyve que las condiciones
ambientales no fueron desfavorables (Figura 1). Durante los
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experimentos las condiciones de temperatura, humedad relativa y
radiacién solar global variaron entre: 20.9 vy 23.8°C, 78.5 v
98.0%, y 4.48 y 27.14 Mj/cm®, respectivamente (Anexo 3)
(Francisco Jiménez 1996, CATIE, com.pers. ). Dentro del
invernadero se registraron variaciones en las condiciones de
clima con respecto a las del medio exterior (Anexo 8), las

cuales no afectaron el desarrollo de las plantas.

Se tratd de mantener la humedad uniforme y constante en los
maceteros mediante la aplicacidén de riego gegin  fuera
necesaric. Para poder lograr lo anterior en los tratamientos
con “"bocashi”” se hizo necesario regar con mas frecuencia en
comparaciom a los demds. Uno de los atributosz del abono
organico es mejorar la retencidn de humedad en el suelo (Bun,
1883), pero en este caso en los tratamientos con abono organico
se observd mayor pérdida de humedad debido, posiblemente, a
algunos de sus componentes come el carbdn y la céscara de arroz
o a la proporcién utilizada en la mezcla suelo-""bocashi’™ v,
sumado a ésto, la mayor absorcién de humedad por plantas que,
en este sustrato, mostraron un crecimiento vigoroso.

Aungue se hizo aplicacién preventiva con mancozeb, se
presentd atague del hongo Cladosporium sp. en las hojas bajeras
rerc se controld a tiempo con una mezcla de mancozeb y benomil
por Jlo que no llegd a afectar el desarrollo normal del cultivo.

6.4. Promocion del crecimiento
A) Altura y disdmetro

En incculacidén al suelo, al hacer comparaciones entre el
testigo absoluto (TA) vs el resto de tratamientos, testigo
relativo (TR) vs los tratamientos inoculados ( de Tl a T10) v
orgdnicos (T8 y T10) va no orgéanicos (Anexo 8), se presentaron

diferencias altamente significativas (P £ 0.01) para la
variable altura de planta y didmetro de tallo. Para esta misma

variable se detectaron diferencias altamente significativas (P



38

diferencias sitamente significativas (P 5 0.01) para 1la

variable altura de planta y disdmetro de tallo. Para ests misma
variable se detectaron diferencias altamente significativas (P

»

%< 0.01) al hacer comparaciones entre los microorganismos del
laboratorio (T1, T2 v T3).

Los tratamientos que desde el inicioc mostraron una mayor

altura fueron: “"bocashi” y “"bocashi’” + Bacillus {(Fig. 1) v
los tratamientos con B. eereus, P. cepacia y el testigo
absoluto mostraron la mnenor. Log mismos tratamientos

rresentaron el mayor didmetro de tallo y B. cereus el mencr.
El testigo absoluto, aunque no mostrd una altura igual al
testlgo relativo, se observé en las plantas un crecimiento
uniforme en las diferentezs vrepeticiones y un diametro
ligeramente mayvor, que Llos demas tratamientos, después de
“"bocashi”” + B. cereus y “"bocashi’’ (Anexo 2). El hecho de que
el testigo relative haya alcanzado un buen crecimiento puede
gser atribuido a gue la fertillizacidén al suelo vy al follaje.
~permttid-foriatecerdug-plantas (Kaplan et al., 1985).

En inoculaciodon a la semilla al hacer comparaciones entre

grupos de ellos la mavoria resultaron altamente significativas
(P = 0.01) a excepcidén del testigo relativo vs tratados, que
también mostraron diferencias, pero con una eignificancia

estadistica menor (P £ 0.05) (Anexo 9).

En este experimento los tratamientos gue al inicio mostraron
unae  mayor altura fueron: BH. cereus, KpHPO4 y el testigo

absoluto (Fig. 2), pero al final del experimento fueron el
testigo absoluto y KpHPO4 los que reportaron mayor altura,
superando a B. cereus, y en los tratamientos CS-10, 5.
marcescens y LE-2 se observé la menor altura. En cuanto a
diametro de tallo, 1los tratamientos KoHPO4 + B. cereus,
““bocashi’” + B. cereus, B. cereus, ““bocashl’™® y el testigo
absoluto repbrtaron el mayor didmetro y P. cepacia y C58-10 el
menor al final del experimento. En este caso el testigo
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y un didmetro ligeramente mayor, que los demés tratamientos,
degpués de KpHPO4 + B. cereus, ““bocashi”™ + B. cereus, H.

cereus v "bocashi’” {(Anexo 2).

Asi también cuando se inoculd a la semilla las plantas
asperjadas con KoHPO4 (T7) mostraron un ineremento
significativo en el crecimiento (Anexo 2). Esto quizd s=e debid
a que la aspersidn del fosfato en una hoja de la planta, activé
mecanismos de defensa y ademds las plantas alcanzaron un
desarrollo significativo. Se deduce que el foafato indujo una
respuesta sistémica ya que se aplicd en una eola hoja y el
efecto benéfico se observé en toda la planta.

Reuveni et al1.(1992) también encontraron que las sales de
fosfato inducen resistencia contra Puececinia sorghi v
Exserohilum turcicum en el cultivo de maiz, ademas de gue se
incrementa el crecimiento de las plantas. En otro trabajo
Reuveni et al. (1992), encontraron que ademds del papel que
Juegan como agentes inductores de resistencia contra el miidio
polvoriento, una sola aplicacién de KoHPO4 sobre la hoja 1 de
plantas de pepino dos o cuatro dias antes de la inoculacidén con
el patbgeno incrementéd el crecimiento de la planta a pesar de
la infeccién. Ellos encontraron gque las plantas inducidas e
inoculadas reportaron un peso fresco 36% mayvor que las plantas
control.

Lag plantas cuyvas semillas fueron incculadas c¢on A30
alcanzaron, desde el inicio del experimento, mayor altura vy
diémetro (Anexo 2). Esto pudo deberse a que estas rizobacterias
tienen la capacidad de promover el crecimiento en las plantas
de tomate. Kloepper et al. (1980) utilizaron cepas de
rizobacterias inoculadas a semillas de cultivos y encontraron
que promovian el crecimiento e incrementaron la produccién.
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6.5. Detecciotn del geminivirus

Mediante el método de hibridacién del &cido nueleico se
detectd el geminivirus en todos los tratamientos, aungue las
seflales en la pelicula de dlagnéstico fueron bajas. La
aparicién de una mancha en la pelicula de diagnéstico es una
sefial positiva que indica la presencia de geminivirus (Rivas
Platero 1996).

6.6. Induccidén de resistencia evaluada segiin la severidad de

sintomas
Para la variable severidad de gintomas, en ambos
experimentos se encontraron diferencias altamente

significativas al comparar el testigo absoluto con el resto de
tratamientos y los tratamientos orgénicos (T8 y T10) con el
resto (Anexoc 8 v 9).

En inoculacién al sueloc el progresc de la enfermedad,
expresado como area bajo la curva de progreso de la enfermedad
(ABCPE), mostrd diferencias estadisticas significativas (P <
0.05) entre los tratamientos. Los tratamientos con ABCPE
mayores fueron: KgHPO4 + B. cereus, B. cersus y CS-10, vy con
menor el testigo absoluto v S. marcescens (Cuvadro 2). El
testigo absoluto mostrd sintomas leves de severidad (Anexo 2),
lo que no se esperaba va que dichas plantas no fueron
inoculadas con virus, pero debido a aque al momento de retirar
las Jjaulas, utilizadas en la inocculacidén de los otros
tratamientos, se escaparon algunos adultos de mosca blanca que

provocarcn la infeccildn en el testigo.

Los tratamientos XoHPO4, “"bocashi””~ y ““bocashi”™ + B.
cereus mostraron un menor indice de severidad en relacién a los
demds tratamientos (Fig. 4). Esto puede ser atribuido a la
accidébn inductora de resistencia en las rlantas por parte del
fosfato (KoHPO4), el ""bocashi’” y a la combinacién de este
altimo con H. cereus, cepa A30. Se deduce gque la proteccién
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generada fue sistémica, va gque habiendo sido aplicados

localmente la proteccién se dio en toda la planta.

A los 15 ddi la severidad fue leve. A 1los 20 ddi 1la

severidad se incrementd y, en general, se estabilizd en todos

los tratamientos hasta los 30 ddi, incrementséndose al final
(Fig. 4).

También en inoculacién a la semilla, el ABCPE mostré
diferencias altamente significativas. Los tratamientos con
mayor ABCPE fueron el CS-10 y S. marcescens {(Cuadro 2).

Cuadro 2. Prueba de Duncan para las medias de ABCPE. segin los
tratamientos en cada experimento.

TRATAMIENTOS EXPERIMENTO 1 BEXPERIMENTO 2
MEDIAS MEDIAS

S. marcescens 13.125 be 35.625 ab
B. cereus 30.938 ab 27.500 ab
F. cepacia 25.000 ab 29.0683 ab
C8-10 3C.625 ab 39,838 a
LE-2 25,000 ab 27.813 ab
LE-12 28.438 ab 28.125 ab
K2HPOg4 20.313 abg 31.250 ab
““bhocashi”’ 20.825 abe 22.813 b
KoHPO4+ 5. 33.125 a 33.12b ab
““bocashi "+ B. 18.750 abe 24.083 ab
Teatigo absoluto 4.37b ¢ 00.000 ¢
Testigo relativo 25.313 ab 29.063 ab
- Medias con letras iguales no son significativamente

diferentes.

- HExperimento 1= inoculacidén al suelo
- HExperimento 2= lnoculacidén a la semilla

La severidad mostrada a los 15 ddi, al igual gque cuando se
inoculd al suelo, fue baja (Fig. 3 v 4), a los 20 ddi se
incrementdé establlizéndose un poco hasta los 30 ddi y se
registrd un incremento a los 35 ddi (83 ddg). En este caso en
el testligo absoluto no se observaron sintomas (Fig. 4).

En ambos experimentos N en algunos tratamientos,
aproximadamente a los trece dias después de la inoculacién con
el virus, ya se empezaban a obgervar log primeros sintomas de

la wirosis. Esto pudo deberse a que lag plantas se



desarrollaron normalmente lo gque les permitié una o6ptima
actividad metabdélica v & aue Jlos geminivirus se traslocan
sletémicamente y en forma rédpida (Rivas-Platero, et al., 1995).

El tratamiento sé6lo con KoHPO4 (T7) mostré un menor indice
de severidad y el tratamiento con KoHPO4 mds ““bocashi”” (T9)
reportd una mayor severidad (Figura 4), a pesar de lo cual las
rplantas mostraron un buen crecimiento (Anexo 2). E1l hecho de
gue existieran tratamientos cuyvas plantas, aun habiendo
alcanzado un aceptable desarrollo, mostraran una  mayor
severidad en comparacidén a los otros tratamientos, se debid a
gue el evaluador midié el grado de severidad considerando s6lo
el rizado de las hojas, obviando la altura de la planta, va que

eén esos casos no se presentd achaparramiento.

La aspersidén del quimico se realizd sobre una sola hoja,
pero asumiendo que el efecto es sistémico, esto generd un mejor
comportamiento de toda la planta. Resultados obtenidos por
Reuveni et al. (1883) demostraron claramente que compuestos
simples tales como sales de fosfato inducen proteccidn
sistémica contra el mildio polvorientc del pepino. Al igual que
en este trabajo, elics hicieron aplicacicnes de KoHPC, v
encontraron que se promovidé altos niveles de proteccidn
sistémica. Aungue los mecanismos por los cuales estos gqguimicos
actlan para disminuir el desarrollo de las enfermedades todavia
son desconocidos, resultados de investigaciones sugleren que
los quimicos disparan rédpidamente las defensas generales de las
plantas, respondiendo a la inducecién con una rédpida
traslocacién de los "signos de inmunidad” de las hoja asperjada

a las demds partes de la planta {(Reuveni et al. 18983).

5in embargo, no siempre el uso de fosfatos ha resultado en
induccidén de resistencia, Descalzo et al. (1890), reportan que
la aplicacidn de X2HPO4 no fue efectiva en inducir resgistencia
sistémica coptra el mildio polvoriento en plantas de pepino.
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La cepa A30 de Bacillus cereus (T2) al ser inoculada a 1la
semilla mostrdé un comportamiento muy diferente al mostrado
cuando se inoculd al suelo. La cepa A30 ademds de inducir
clerto grado de proteccién sistémica contra la viroesis en las
rplantas de tomate, también promovieron el crecimiento de éstas
expresado en una mayor altura, didmetro y en una mayor
produccidén de biomasa. El mejor resultado de esta cepa cuando

fue inoculada a la semilla quizd se debid a que hubo una mejor
colonizacidn a diferencia de cuando fue aplicada al su=lo.
Similares resultados encontraron Maurhofer et al. (1895),
cuando la colonizacidén de las raices de tabaco por la cepa CHAO
de Pseudomonas flucrescens provoct la reduccidn de la necrosis

de las hojas provocada por el virus de la necrosis del tabaco.

Debido a gue la inoculacidén de la cepa A30 se realizd a las

semillas de tomate v los efectos benéficos se observaron en
toda la planta hace pensar gque la proteccidén de hojas v tallos
contra el dafio provocado por la virosis es debido a la
induccidén sistémica de resistenclia. Van peer et al. (1981),
encontraron que se podria proteger al clavel contra 1la
marchitez provocada por Fusarium mediante la inoculacidn de las
raices con la cepa WCS417r de Pseudomonas fluorescens. En el
anterior trabajo los autores no han encontrado en las hojas ni
en los tallos de las plantas las cepas de PGPR las cuales
fueron aplicadas a las semlllas o a las raices, por lo que se

deduce gque la proteccién generada en toda la planta es debida a
induccidn sistémica.
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6.7. Produccién de biomasa

Para produccion de biomasa ge dieron diferencias entre los
dos métodos de incculacidédn (P < 0.01), asi como también entre
los tratamientos vy para la interaccién entre éstos v el método
de inoculacidén (Anexo 10). Al hacer comparaciones, en
inoculacidn al suelo los contrastes que mostraron significancia
estadistica fueron: testigo absoluto Vs el resto de
tratamientos, testigo relativo ve tratamientos con inoculacién
vy tratamientos organicos vs no organicos (Anexo 11) vy en
incculacién a la semilla fueron: testigo absoluto ve el resto
de tratamientos, orgénicos vs no orgadnicos (pero con menor
significancia que en el experimento anterior), guimicos ve no
quimicos, microorganismos de la coleccién del laboratorio vs
microorganismos recolectados en el campo v Bacillus cereus vs
FPseudomonas cepacia y Serratia marcescens (Anexo 12). En
inoculacidén &l suelo los tratemientos gque mostraron mayor
produccidén de biomasa, tanto en peeso fresco como en pesgo Seco,
fueron los tratamientosz con ““bocashl”™™ v “‘bocashi”” + B.
cereus seguidos del testigo abeoluto (Fig. 5). Dentro de todas
lag diferencias mostradas entre tratamlentos en inoculacidén a
la 8semilla, los tratamientos que exhibieron los mayores
promedios de produccién de biomasa fueron: Bacillus cereus,
“"bocashi ", KpHPO4 + B. cereus v el testigo absoluto (Fig. 6).

En este trabajo, en inoculacién al suelo el tratamiento con
“"bocashl™” y “"bocashl®” + B. cereus mostraron una produccidén
de biomasa significativamente mayor que los demds tratamientos
(Anexo 1). En inoculaciétn a la semilla, los tratamlentos con
“"bocashi”™, KZHPO4, B. cereus cepa A30 y las mezclas de ellos
fueron los que mostraron una produccién de biomasa, tanto en
peso fresco como en peso seco, significativamente mayor (Fig.
8). Esto puede ser atribuido a un incremento de 1la tasa
fotosintética debido precisamente a la autoproteccién de la
planta estimulada por la accién de los agentes inductores y
evitando, con esto, un mayor dafio al follaje. BSalt et al.
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(1988), observaron gue los carbohidratos solubles incluyendo
glucosa, fructucsa y sucrosa incrementaron la protecclén contra

el moho azul en hojas y tallos de tabaco y gque, por lo tanto,

la <fotosintesis neta de las plantas protegidas puede ser
incrementada. Asi también Murray y Walters (1992), observaron
incremento en la fotosintesis y en la retencidén de asimilados
en las hojas superiores de plantas de frijol en las cuales las
inferiores habian sido infectadas con el hongo Uromyces vicia-
faba.

En general las plantas en el invernadero mostraron un buen
desarrollo (Anexos 1 y 2), esto posiblemente se deba a
condiciones favorables de temperatura, humedad relativa,
mantenimiento de una adecuada humedad en el suelo vy al manejo
del cultive con fertilizacién al suelo y al follaje, vy al
control de plagas ¥y enfermedades, cuyva presencia fue baja. En
el caso de las plantas C3, como es el caso del tomate, se ha
encontrado que el maximo de fijacién de COg, eé decir la méxima
tasa fotosintética, ocurre entre 20°C y 30°C (Bjorkman, 1975).

El hecho de que los niveles de severidad mostrados por las
plantas de tomate en el invernadero no hayan sido altos (Anexo
4) permitieron gque las plantas alcanzaran un alto nivel de
producciotn de biomasa, principalmente “~“bocashi”™” y ““bocashi
+ H. cereus en inoculacidén al suelo y B. cereus en inoculacién
a la semilla (Anexo 1), lo cual pudo deberse a la activacidén de
mecanismos de defensa de la planta permitiéndole protecciédn
contra la virosis. Respuestas similares en cuanto a produccién
de Dbilomasa encontraron Tuzun et al. {(1888) a través de 1la
inmunizacién de plantas de tabaco contra la enfermedad del
moho azul por la inoculacidén dentro de los tejidos del tallo
de suspensiones de esporangios de Peronospora tabacina lo que
permitié incrementar la produccién de biocmasa {(peso fresco vy

peso seco) del tabaco.
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El incremento significativo del crecimiento de las plantas
de los tratamientos con "‘bocashi”™ y de la combinacidn de éste
con RB. cereus, cepa A30 se debid, probablemente, a que la
adicién del abono orgdnico al suelo mejora la actividad de 1la
roblacién de microorganismos gque acttGan como agentes de
biocontrol. Estos agentes pueden ser rizobacterias y hongos que
pueden inducir proteccidédn sistémica contra enfermedades
feliares en las plantas (Hoitink et al., 1988).
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Fig. 5. Promedios de peso fresco y peso seco (g) segin los
tratamientos en inoculacidn al suelo. Ti= 5. marcescens, T2= E.
cereus, T3i= F. cepacia, T4= (CB-10, TH= LE-Z2, TE=LE-12, T7=
¥ol¥P04, TB8= “"bocashi™", T9= KoHPO4 <+ B. cereus, T10=

““bocashi”™ + B. cereus, Tll= testigo absoluto, T1l2= testigo
relativo.
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tratamientos en incculacidén a la semilla. Ti= 5. marcescens,
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T7= KgHPO4, TB= “"bocashl”", T9= KgHPO4 + B. cereus, Ti10=
“"bocashi”” + B. cereus, Tll=z testigo absoluto, T12= testigo
relativo.
Cuadro 3. Correlaciones entre indices de severidad con gltura,
digmetro y produccién de bilomasa en inoculacién al suelo.
ALTURA | DIAMETRO | PESO FRESCO | PESO SEC
TRATS. Coef. P > !R! Coef. P > !R! Coef. P> ! ] Coef. P > !
Correl. Correl., Correl. Cerrel.
T1 -0.3753 0.86247 -0.5657 0.4343 -0.9100 00,0900 0.3801 0.861
T2 -0.1578 0.8421 -~0.3857 0.6043 -0.8B532 0.1468 -0.7977 0.20
T3 ~0.6445 0.3555 -~0.5586 (.4444 0.0530 0.9470 0.1458 (.85
T4 ~0.4636 0.5364 0.5774 0.4226 -0.2824 0.7178 -0.5782 0.42
5 ~-0.8887 0.1014 0.8111 0.1889 -0.18368 0.8184 0.4831 0.561
T8 -0.6185 0.3815 -1,0000 0.0 ~0.9982 0.0018 ~0.8049 0.40
7 0.3925 0.7432 -0.7998 0.4099 -0.1944 0.8056 -0.3443 0O.77
T8 0.0840 0.80680 ~0.3015 0.8985 -0.0776 0.9224 -0.3875 0.81
TS .1048 0.8952 0.4777 0.5223 0.89260 0.0740 0.8278 0.17
T1i0 -0.9104 0.0886 0.1783 0.8217 -0.8610 0.0380 -0.8683 0.13
Tii -0.8836 0.0164 0.0 1.0 0.9386 0.0674 0.4580 0.54
T1i2 ~0.56356 0.4365 0.1801 ©0.8399 -0.1070 0.8930 0.1562 (.84

Tl= S. marcescens, T2= B. cereus, T3z P. cepacia, T4= CS-10,
T6= LE-Z2, T6=LE-12, T7= KgHPO4, T8= ““bocashi’”, T9= KoHPOg +
B. cereus, T10= "‘boecashi”” + B. cereus, Tllz testigo absoluto,
T1i2= testigo relativo.
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Cuadro 4. Correlaciones entre indices de severidad con altura.

diametro v produccidén de blomasa en inoculacioén a la semilla.

| ALTURA i DIAMETRO | PESO FRESCO | PESO SECO
TRATS. Coef. p 5 |gl Coef. p s [gl Coef. ©p > [R  Coef. P > |
Correl. Correl. Correl. Correl
T1i ~0.1474 0.8526 -0.6554 0.3446 0.8100 0.0800 -0.6350 0.38
T2 0.0858 0.9141 0.2077 0.7923 ~0.2142 0.7858 0.0859 0.91
T3 0.7618 0.2382 0.9515 0.04858 0.7504 0.2088 0.58517 0.44
T4 ~-0.5735 0.4260 0.3015 0.8985 -0.7619 0.2381 0.1038 0.89
Th 0.8561 0.1439 -0.3333 0.8687 0.8533 0.3467 -0.1731 0.82
T8 -0.6281 0.3719 0.9300 0.0700 0.2166 0.7834 0.8313 0.37
T7 -0.7690 0.4416 -0.9623 0.0377 0.0856 0.9144 -0.9053 0.27
T8 -0.4436 0.5564 -0.4472 0.5528 0.2868 0.7032 -~0.8439 0.05
Tg 0.8027 0.0973 0.7620 0.2380 -0.2332 0.7668 0.88583 0.11
110 -0.9122 0.0878 -0.4851 0.5149 0.7700 0.2300 -0.6748 0.32
T11 0.8916 0.1084 0.7494 0.2508 ......  ..... 0.7073 0.29
T12 -0.6817 0.3083 1.0 0.0 0.2708 0.7292 -0.6312 0.36

Tl=z S. marecesecens, T2= B. cereus, T3= P. cepacla. T4= Cs-10,
T5= LE-2, T6=LE-12, T7= KgHPO4, T8= ““bocashi’ ", T9= KgHPOs +
B. cereus, T10= ““bocashi’” + B. cereus, Tll= testigo abgoluto,
TiZz testigo relativo.

6.8. Correlacidon entre indice de severidad de sintomas con

altura, didmetro y produccién de biomasa.

Al relacionar la variables altura, didmetro, peso fresco v
peso seco con la severidad de sintomas, en la mavoria de los
tratamientos en ambos experimentos se dic una correlacién
negativa, es decir, que a mayor severidad menor altura,
diametro y menor produccién de biomasa. Sin embargo, hubo casos
en que la correlacién fue positiva, aungue generalmente con
coeficlentes de correlacidén bajos (Cuadros 3 y 4). Esto
roaiblemente =e debié a que al momento de evaluar se
consideraron indices de severidad altos aun cuando las plantas
habian alcanzado un desarrollo significativo, tanto en
diametro, altura vy, consecuentemente, alta produccién de

biomasga.
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En los andlisis de regresidn s6lo se encontrd sglgnificancia
estadistica al relacionar la severidad con la altura cuando se

inoculd a la semilla (P < 0.05). Los valores estimados para a v

b fueron 1.476 y -0.082, respectivamente, ¥y la ecuacién de
regresién fue:

Altura = 1.478 -0.08B2(severidad)

Esto gquiere decir, que por cada unidad de incremento en la
gseveridad la altura se redujo 0.082 veces.
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ViI. CONCLUSIONES

— La adicidén de ““bocashi’” al suelo mejord el crecimiento
de las plantas de tomate y redujo la severidad del mosaico

amarillo.

~ La inoculacidén de la cepa A30 de Bacillus cereus a las
semillas del tomate promovié el crecimiento de las plantas y
redujo la severidad de la virosis provocada por geminivirus, en
cambio, cuando fue inoculada al suelo no mostrd el mismo
efecto.

~ La inoculacién =al suelo de la cepa Rl de gerratia

marcesceens disminuydé la geveridad de la enfermedad en las

plantas de tomate.

- La aspersidén de una hoja de la planta de tomate con K2ZHPO4

wromovid el crecimiento y disminuyd la severidad de la virosis.
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VIII. RECOMENDACIONES

- Realizar ajglamientos de microorganismos de suelos
supresivos de enfermedades yv de la misma especie de planta en
gue seran usados , para tener una mayor probabilidad de

encontrar microorganismos eficientes en el control biologico.

-~ Mejorar la técnica de inoculacidén del virus de tal manera
de no infectar las plantas testigo.

- Ajustar la escala tradicional de evaluacién de gintomasz de
acuerdo a lo mostrado por las plantas en el invernadero v
Practicar su empleo por parte del evaluador.

- Beleccionar en la investigacidén el método de diagnéstico
de geminivirus y de andlisis foliar que se¢ ajuste al objetivo
del estudio para obtener conclusiones mas precisas.
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Anexo 1. Promedios de peso fresco y peso seco (g) =zegin loa

tratamientos.
TRATAMTENTOS | INOCULACION AL INOCULACION A LA
SUELO SEMILLA
PESO PESO PESO PESO SECO
FRESCO SECO FREGCO
5. marcescens 130.22 14.02 141.18 13.97
E. cercus 112.11 11.15 227.48 26,01
P, cepacia 115.22 11.74 148.69 1689
C5-10 127.45H 12.68 123.09 12.24
LE-2 111.95 11.45 168.27 17.15
LE-12 114.62 11.98 148.81 14.50
KoHPO4 110.75 10.84 197.30 23.40
““bocashi 276.18 33.81 222.70 21.73
KoHPOy+E. cereus 106.80 10.84 218.43 21.89
““bocashi’"+B. cereus! 269.37 33.33 190.39 20.40
Testligo absoluto 143.78 18.95 212.8B7 24,09
Teatligo relativo 118.91 12.74 188.49 19.81

Anexo 2. Promedios finales de altura (cm), didmetro (mm) e

indice severidad de sintomas segin los tratamientos.

TRATAMIENTOS INOCULACION AL INOCULACION A LA
SUELQO SEMILLA

ALT | piaM | SEVER | ALT | DIAM | SEVER

S. marcescens 127 5.6 1.00 122 5.40 2.50
B. cereus 115 5.4 1.88 132 6.20 2.25
P, cepaclila 120 5.7 2.00 127 B.30 2.13
CS-10 122 5.7 2.25 114 5.20 2.75
LE-2 129 5.4 1.50 123 5.90 2.13
LE-12 120 5.6 1.63 131 5.40 2.25
KoHPO4 129 5.6 1.63 143 5.80 2.00
““bocashi 140 8.1 2.75 131 B.10 2,13
KoHPO4+B. cereus 123 5.5 2.25 134 6,30 2.25
T“bocashl “+F. cereus! 140 8.2 2.25 132 6.30 2.13
Testigo absoluto 117 6.2 0.25 144 6.10 0.00
Testigo relativo 123 6.0 2.13 136 5.60 2.38
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Anexo 3.

Condiciones ambientales durante los experimentos

Radiacién Solar (M3/cm2)

Temperatura {(°C}

Humedad Relativa

(%}

Dia May Jun Jul Ag May Jun Jul Ag May Jun Jul Ag

11 6.95 9.09 24.11 14.51 22.7 2.4 22.7 21.5 7.5 96,3 83.5 89.1
12 4.48 9.43 18.22 27.14 21.6 22.3 22.7 23.4 98.0 83.2 89.6 87.5
13 18.13 14.79 15.44 14.39 22.9 23.1 21.8 22.3 86.18 89.5 88.8 92.7
14 13.25 16.11 23.98 §.490 22.7 22.5 23.1 20.9 88.7 80,1 8§5.5 85.0
15 15.24 14.74 9.20 16.86 22.1 22.5 22.2 21.4 88.4 92.5 80.¢ 92.5
16 14.76 13.44 10.45 14.39 22.0 22.4 21.6 21.8 87.5 94.1 90.1 93.0
17 12.49 18.44 14.52 20.53 22.5 23.3 22.2 21.5 S0.0 85.2 91.2 88.9
18 17.93 15.34 15.0%9 19.77 23.1 23.1 22.5 22.1 85.1 8a.2 95.6 88.9
19 21.16 17.61 12.37 21.14 23.1 23.8 22.1 22.7 84.0 96.5 97.2 84.2
20 15.96 18.85 18.75 24.84 23.2 23.8 22.4 23.4 85.3 83.2 97.5 85.6
21 22.44 9.66 15.94 24.55 23.58 22.9 23.3 22.7 84.2 90.0 93.6 83.8
22 20.49 19.43 13.89 15.10 23.3 23.4 23.2 22.0 84.6 82.8 95.0 0.1
23 23.96 15.12 15.32 20.56 23.14 23.4 23.3 22.6 84.5 87.4 89.7 87.8
24 15.38 15.15 16.87 T.96 22.5 23.5 22.9 21.4 85.0 85,2 87.8 84.8
25 15.02 17.65 16.00 12.38 23.0 23.5 22.8 21.2 88.5 83.8 88.3 93.6
26 10.50 g.40 13.54 13.29 21.8 21.9 22.9 21.4 93.0 89.8 §9.2 91.2
3 21.50 14.88 5.89 17.71 23.3 22.1 22.2 21.8 85.4 89.9 87.0 92.0
28 20.74 11.85 6.03 17.80 23.5 21.9 22.6 22.2 §4.6 89.5 97.5 93.3
23 16.77 12.47 20.23 25.26 23.2 21.8 22.1 22.7 89.5 a4.6 94.5 78.5
30 13.94 6.06 15.46 19.10 22.0 21.4 22.0 23.4 93.5 95.8 88.89 83.6
31 24.15 19.56 23.07 22.5 22.5 23.4 87.0Q 89.1 BG.3
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didmetro y severidad de sintomas

TRATAMIENTOS INOCULACION AL INOCULACION A LA
SUELO SEMILLA

ALT i DIAM iSEVER ALT | DIAM i SEVER
5. marcescens 67.23 4.82 0.65 | 48B.156 4.01 1.90
B. cereus 59.10 4.40 1.50 | 87.33 5.25 1.45
EF. cepacia 60.48 4.42 1.2 | 48.18 4,06 1.45
CS-10 61.90 4.50 1.55 | 46.75 3.92 2,20
LE~2 64.15 4.36 1.20 | 51.33 4.52 1.50
LE-12 682.70 4.44 1.25 | 51.53 4.21 1.45
KoHPO, 83.85 4.38 1.00 | £2.35 4.867 1.40
“bocashi ” 92.83 7.02 1.25 | 52.83 4.53 1.20
KoHPO4+B. cereus 61.23 4.35 1.70 | 6B8.39 5.32 1.65
"“bocashi” " +B. cereus | 90.48 6,89 1.05 ! 586.13 4.62 1.30
Testigo absoluto 63.68 4.65 0.20 | 59.68 4.70 0.00
Testigo relativo 62.55 4.58 1.30 § 5B.68 4.40 1.56

Anexo 5. Correlacidn entre indices de severidad de sintomas y

produccidén de biomasa (PF).

INOCULACION AL SUELO | INQCULACION A LA SEMILLA
FECHAS | Coef. Corr. PROB. > Coef. Corr. PROB. >
1 ~0.24228 0.0971 ~0.09737 0.5103
2 -0.36817 0.0100 ~-0.29445 0.0422
3 ~-0.28883 0.0465 ~0.10224 0.4892
4 -0.21031 0.1514 -0.051886 0.7263
5 0.28611 0.0487 -0.02664 0.8574
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Anexo 6. Lecturas de Radiacidn.

DIAS |  RADIACION FOTOSINTETICAMENTE ACTIVA (smoles/m-.s)

DENTRO DEL INVERNADERO FUERA DEL INVERNADERO
1 105 518
2 4173 1802
3 433 1805
4 321 1706
5 378 1534
6 297 1450
7 456 2080
8 295 1782

Anexo 7. Andlisis de varianza para las variables: altura,
diametro v sintomas (Pr>F).

FUENTE DE VARIACION ALTURA DIAMETRO SINTOMAS
RE2 0.973462 0.923469 0.6678BR9
C.V. 12.41393 9.232549 20.74318
Inoculacion (INOC) 0.0001k% 0.0001%*% O.000L1k%
Tratamientos (TRAT) 0.0001%% 0.0001k% O.000Lkx
Fecha 0.0001%k Q,0001%%k 0O,0001%x%
INOCHTRAT 0.0001%%x 0.0001%k 0.0004k*
INOCKFecha 0.0001%% 0.0564  0.4086
TRAT*Fecha 0.0557  (.9995 0.1353
INOCXTRAT*Fecha 0.0003%% 00,5808  0.9988

Lag cifras con asterisco fueron significativas (p<0.05) v con
dos asteriscos altamente significativas (p<0 = 0.01).
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Anexo B. Contrastes ortogonales para las variables: altura,

diametro y sintomas en inoculacidn al suelo.

CONTRASTES ALTURA DIAMETRO gINTOMAS
R2 0.8980332 0.864262 0.637798
C.V. 9.758402 6.599307 21.49133
TA vs resto Q.0001%kx 0.0001%x%k O.0001%x
TR ve tratados 0.0001%% 0.0001%kx 0.4384
Orgdnicos vs no orgénicos 0.0001*%%x 0.0001%k  (0.0453%
Quimico vs Quimico + Bacillus 0.0758 0.8895 0.0018%xk
Bacillus vs Pseudomonas y Serratia 0.0002%% 0.2534 0.0026%K
Pseudomonas vs Serratia 0.0001k% 0.1549 0.0015%®

Las cifras con asterisco fueron significativas {(p<0.05) v con

dos asteriscos altamente significativas (p<Q =

0.01).

Anexo 9. Contrastes ortogonales para las variables: altura,
diametro vy sintomas en inoculacidén a la semilla.
CONTRASTES ALTURA DIAMETRO gINTOMAS
R2 0.957798 0.859008 0.685149
Cc.v. 15.37762 11.58418 20.04792
TA vs resto 0.0044%% 0,0243%  0.0001kx%
TR vs tratados 0.0184% 0.1830 0.8704
Orgénicos vs no organicos 0.3473%%x (0,234 0.0017kK
Quimicos vs No Quimicos 0.0001%% 0.0001%* 0.6466
Quimico vs Quimico + Bacillus 0.0018%% 0.0001k¥k 0.3274
Microorg. Lab. vs Microorg. Campo 0.0001%% 0.0007%% 0.6847
Bacillus vs Pseudomonas y Serratia 0.0001%% 0.0001k% 0.2065

Las cifras.con asterisco fusron significativas (p<0.06) y con

dos asteriscos altamente significativas (p<0 =

0.01).
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Anexo 10. Analisis de varianza para la variables: peso fregco

Vv peso seco{Pr>h).

FUENTE DE VARIACION PESO FRESCO PESO SECO
Inoculacidon (INOC) 0.0001%% 0.0001%:*
Tratamientos (TRAT) 0.0001%k% 0.0001%%
INOC*TRAT 0.0001%% 0.0001L%x%

Las cifras con asterisco fueron significativas (p<0.08) y con
dos asteriscos altamente significativas (p<o= 0.01).

Anexo 11. Contrastes ortogonales para las variables: peso
fresco y peso seco en inoculacion al suelo.

CONTRASTES PESO FRESCO PESOC SECO
RZ2 0.946170 0.8932817
C.V. 11.05188 15.50970
TA va resto 0.8869 0.0242%
TR vg tratados 0.0018%% 0.,0120%
Orgénicos ve No Orgénicos 0.0001x% 0.0001#%

Las cifras con asterisco fuercn significativas (p<0.08) v con

dos asberiscos altamente significativas (p<oz= 0.01).
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Anexo 12. Contrastes ortogonales para la variable: peso

fresco v peso seco en inoculacidn a la semilla.

CONTRASTES PESO FRESCO PESO SECO
R2 0.588480 0.507975
C.V. 18.02012 24.76066
TA vs resto 0.0682 0.0447%
TR ve tratados 0.2b694 0.8879
Orgédnicos vs No Organicos 0.0113% 0.1429
Quimicos ve No Quimicos 0.0010#xX 0.0043%x
Microorg. Lab. Vs Microorg. Campo 0.0633 0.0371%
Bacillus vs Pseudomonas y Serratia 0.0002%k% 0.0008*xx

Las cifras con asterisco fueron significativas (p<0.05) y con
dog asteriscos altamente significativas (p<o= 0.01).
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