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RESUMEN

Bacillus subtilis es un organismo que se encuentra presente en el suelo, en
algunos mas abundantes que otros, siendo un organismo que ayuda al desarrollo
y la salud vegetal. Los efectos benéficos pueden ocurrir de forma directa mediante
la produccion de compuestos fitoestimulantes, o indirecta mediante la sintesis de
compuestos con actividad antibidtica que inhiben el crecimiento de fitopatdgenos
tales como Rhizoctonia, Pythium. Phytophthora, Fusarium, Streptomyces, entre
otros. Siendo este Ultimo género de nuestro interés ya que en el presente trabajo
se discute sobre la eficiencia del antagonismo de B. subtilis ante la presencia de

la rofia de la papa Streptomyces scabies.

Se asilo y caracterizo S. scabies de papas con lesiones por este patdgeno, el cual
fue aplicado a plantas sanas de rabano. Los tratamientos aplicados a la semilla
fue B. subtilis a una concentracién de 1x10® UFC y un enreaizador quimico
(Raizal) a una dosis de 1gr/lt. Ya establecido el cultivo los tratamientos aplicados
fue B. subtilis a una concentracién de 1x10° a una dosis de 5 ml/planta, aplicacién
de nutrientes quimicos utilizando una dosis de 1 gr/planta, asi mismo se utilizé
una suspension de S. scabies a una concentracién de 1x10° la cual se aplicé a

una dosis de 5 ml/planta.

Como resultados se demostré que B. subtilis tiene la capacidad antagonista para
inhibir el crecimiento de S. scabies siendo los mejores tratamiento 1y 2 con
inoculacién de B. subtilis los que tuvieron una baja severidad a comparaciéon de
los tratamientos en los que se aplicé raizal a la siembra de los cuales el

tratamiento 2 tuvo una alta severidad.

Palabras clave: Control biolégico, Bacillus subtilis, Rabanito, Streptomyces

escabies, Unidades formadoras de colonias (UFC)

Correo electronico., José Adrian Bustos Tapia, eiidrianbutal520@gmail.com
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INTRODUCCION

Los rdbanos actualmente son verduras ampliamente cultivadas, existiendo
numerosas variedades, en las que se pueden mencionar rabanos blancos, rojosy
negros, su importancia de esta verdura radica en sus propiedades nutritivas al ser
un alimento con bajo aporte caldrico gracias a su alto contenido de agua. Tras el
agua su principal componente son los hidratos de carbono y la fibra y en cuanto a

su contenido vitaminico destaca la vitamina C y los folatos.

Etiopia es el principal productor de raices y tubérculos a nivel internacional, con
una produccién de 5 millones 200 mil toneladas, seguida por Republica
Democrética del Congo y Pakistan con una produccion de 860 mil toneladas y 446
mil toneladas respectivamente. México cuenta con una produccién de 261 mil
toneladas de raices y tubérculos (FAO, 2012), de estas, 32,261 toneladas son

aportadas por el cultivo de rdbano (SIAP, 2014).

Los tres principales estados productores de rabano son Puebla, Sonora y Baja
California contando con una produccién de 13,233 ton, 5,964 ton y 5,598 ton
respectivamente, el estado de Coahuila no aparece en esta estadistica ya que no
cuenta con produccion de este cultivo (SIAP, 2013).

Algunas de las enfermedades que afectan al cultivo se encuentran la
podredumbre blanda ocasionada por Erwinia sp. y el mildiu velloso ocasionado
por Peronospora parasitica, pero por el ciclo corto y las areas de extension
pequeias las enfermedades no constituyen limitantes de peso en el desarrollo del

cultivo.

En el caso de Streptomyces scabies reduce la calidad comercial de los tubérculos
de papa y ocasiona una incidencia en los mismos de un 97 %, asi mismo esto
ocurre en bulbos y raices de sus demas hospederos de interés comercial. La
bacteria secreta una sustancia que estimula a las células vivas, rodeando la lesion
produciendo varias capas de células corchosas que la aislan. Las lesiones
pueden aparecer como pequefias protuberancias con una depresion central

cubierta por tejido corchoso, que a veces abarcan toda la superficie del tubérculo.



El uso de agentes biologicos para el control de enfermedades producidas por
patbgenos bacterianos y fungicos ha tomado gran importancia después de la
aparicion de cepas y razas resistentes a plaguicidas tales como son antibiéticos y
fungicidas, por lo que se ha buscado alternativas mas efectivas y afines al medio

ambiente, prestando atencién a las propiedades controladoras de Bacillus subtilis.

B. subtilis es un enemigo natural de muchas enfermedades las cuales pertenecen
a los géneros Rhizoctonia, Pythium. Phytophthora, Fusarium, Rhizopus,
Colletotrichum, Erwinia, Pseudomonas y Xanthomonas y muchos géneros mas.
Tiene la capacidad de competir para la colonizacion de la rizosfera generando una
barrera conocida como biofilm bacteriano produciendo sustancias antibioticas y
antifangicas; asi mismo dentro de estas sustancias se encuentran enzimas
solubilizantés de fosfato y que aumentan la disponibilidad de minerales

importantes para el crecimiento vegetal, como zinc, hierro, calcio, etc.

Objetivos

o Evaluar, bajo condiciones de invernadero, la eficiencia de la bacteria
Bacillus subtilis en el control de Steptomyces scabies.
o Comparar el porcentaje de obtencion de plantula entre B. subtilis y un

enraizador quimico Raizal
Hipdtesis

Se espera que al menos uno de los tratamientos de B. subtilis muestre una

reduccion en la incidencia y severidad de S. scabies sobre el cultivo de rabano.



REVISION DE LITERATURA

Origen Rabano

El Rabano (Raphanus sativus L.) es un cultivo de origen Asiatico, exactamente
de China Central, que comprende las regiones montafiosas y las zonas central y
occidental de China. Sin embargo ya se cultivaba desde la antigiedad tanto en
Grecia como en Egipto. De esta hortaliza se consume generalmente la raiz,
aungue en paises como Egipto se consume las hojas, en la India se consumen
sus vainas carnosas y en la China se extrae el aceite de sus semillas (Torrez,
2011).

Generalidades

Es una hortaliza de clima frio, cuya temperatura media mensual debe ser de 15 a
18°C. Los rabanitos pueden sembrarse todo el afio, escalonadamente. La siembra
intercalada y asociada ofrecen la ventaja de que el rabanito disfrute de la
semisombra que le proporciona la otra planta moderando asi los efectos del calor
sobre la calidad de la raiz (Giaconi y Escaff, 1998). Aunque se puede cultivar
durante todo el afio, Unicamente en época de calor se tiende a aumentar los

riegos por presencia de enfermedades (CONABIO, 2001).

Clasificacion Taxonomia de R. sativus
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Brasicales
Familia: Brassicaceae
Género: Raphanus
Especie: sativus L.

(Cronquist, 1981).



Importancia del Rabano

La importancia del rabanito radica en sus propiedades terapéuticas por la
presencia en su composicion de ciertos compuestos azufrados, que tienen un
efecto estimulante de las glandulas digestivas que a la vez que incrementa el
apetito. Por ello, su consumo esta indicado en caso de anorexia asi como en
patologias biliares y hepaticas. Los compuestos azufrados del rabano también
presentan accion antibacteriana y antiviral, ademas de balsamica y expectorante.
Por ello se puede incluir en dietas de personas con problemas respiratorios
(FRUTYHO, 2013).

El cultivo en nuestro pais obedece generalmente a fines domésticos y locales
aunque existen algunas explotaciones de nivel totalmente comercial. Solo algunos
estados de nuestra nacién sobresalen en la produccion de esta verdura (Cuadro
1) (SIAP, 2013).

Cuadro 1. Principales estados productores de Rabano en México

oo g, Prosees
Puebla 1,303.50 13,223.70
Sonora 295 5,964.50

- 424 5,598.56
Jalisco 296.5 3,648.55
Sinaloa 116 1,699.40
Guerrero 33 315
Hidalgo 56.64 312.58

Veracruz 48 301
Yucatan 62.52 280.62

Michoacén 36.5 235.25



Descripcion Botanica

Raiz

Es una especie de escaso desarrollo radicular, pues las raices pueden
encontrarse a una profundidad que oscila entre los 5y 25 cm. Aungue en algunas
ocasiones la raiz principal puede llegar a tener una profundidad de un metro y las
laterales hasta de 90 cm (Giaconi y Escaff, 1998).

Durante el desarrollo vegetativo del cultivo se forman raices tuberosas a partir de
la parte superior de la raiz y del hipocétilo. Estas pueden ser de forma redonda,
fusiformes, alargadas, ovaladas y coénicas, de color blanco, rojo, amarillo, negro,
etc. (Gonzalez, 2012).

Tallo

El tallo durante la fase vegetativa suele ser corto, con hojas que forman una
roseta o corona, luego se alarga llegando a medir entre 80 y 120 cm de altura, de
forma variable ya sea cilindrico o anguloso, de color verde y pubescente (Cabrera
et al., 2005).

Hojas

Las hojas son imparipinnadas, de peciolo largo y de forma ovalada, de borde
dentado y el apice mas grande. Algunos autores sugieren que existe cierta
proporcionalidad directa entre el tamafio de las hojas cotiledonales y el de la raiz
carnosa (Cabrera et al., 2005).

Flor

Las flores pueden ser de color blanco, rosado, violeta y en algunas ocasiones
amarillas, son de estructura similar a la de las cruciferas. Generalmente el rabano
es cosechado antes de que llegue a la fase reproductiva, sin embargo, para la
produccion de semilla si es necesario que produzcan flor (Giaconi y Escaff,
1998).



Fruto
El fruto es una silicua indehiscente, contrario a las otras cruciferas, en algunas
especies puede alcanzar una longitud entre los 40 y 100 cm constituyéndose en la

parte comestible de la planta (Cabrera et al., 2005).

Semilla
La semilla tiene forma esferoidal, de color variando desde marrén a castafio claro
a marron oscuro. Bajo buenas condiciones de almacenamiento las semillas

pueden conservar su viabilidad por 3 a 4 afios (Gonzélez, 2012).



Sarna Streptomyces spp.

Agente causal

Las especies de Streptomyces son parte importante en la biodiversidad que
integra la microflora del suelo, en cuyo habitad permanece presumiblemente
como esporas mas que micelio La rofia comun es causada por los actinomicetos
(bacterias filamentosas) Streptomyces scabies (Thaxter 1892) (Katznelson y Park,
1965).

Es un microorganismo filamentoso, heterétrofo, produce un micelio delgado (de
casi 1lmicra de espesor) que puede fragmentarse o subdividirse asexualmente
originando esporas. Las esporas son de forma cilindrica o elipsoidal, de casi 6.6 x
1.5 micras y se forman sobre hifas espirales especializadas que forman septas
desde su extremo hasta su base conforme se fragmentan dichas estructuras
dando origen a las esporas (Figura 1) (Agrios, 2005). Presenta gran similitud con
hongos lo que se debe a su morfologia pero difiere de éstos debido, al menor
diametro de su micelio (Hooker, 1981). Sin embargo, posee una estructura celular
procariotica. Es un organismo aerdbico, en medios de cultivo produce filamentos y

melanina que es un pigmento café oscuro (Flores, 2008).




Figura 1. Agente causal de la rofia comun, Streptomyces scabies. A, produccion
de melanina por colonias; B, desarrollado en placas Petri mostrando crecimiento
aéreo; C, mostrando cadenas de esporas en forma helicoidal (Loria et. al., 1997)

Ciclo de Vida de Streptomyces spp.

Los estreptomicetos presentan un ciclo de vida complejo que implica procesos de
diferenciaciones morfologicas y fisiolégicas. Estas bacterias son capaces de
colonizar sustratos relativamente secos con restos de materia organica, formando
una red de hifas tabicadas ramificadas que dan lugar al “micelio sustrato”. Estas
hifas obtienen los nutrientes de la degradacion del material organico insoluble

gracias a numerosas enzimas hidroliticas (Shiriling y Gottlieb, 1966).

En una primera etapa, las zonas més alejadas de la fuente de nutrientes empieza
a acumular sustancias de reserva (lipidos, glucégeno, etc.), hasta que debido a la
carencia de nutrientes, se reciben una serie de sefales en dicha zona que
disparan la expresion de genes implicados en la formacion dl micelio aéreo. Estas
hifas se nutrirdn de los productos de degradacion del “micelio sustrato”, y en una
segunda etapa van a sufrir un procesos de curvatura, esporas unicelulares, que
se liberan al medio y que con las condiciones adecuadas, germinaran y
desarrollan un nuevo “micelio sustrato”. En contraste con otras bacterias que
producen esporas como mecanismo de defensa, las especies Streptomyces las
producen como principal método de dispersién. Las cadenas de esporas son una
caracteristica morfolégica y taxonémica importante, ya que dependiendo de la
especie, las formas de la cadena, pueden ser, ramificadas, en espiral o flexuosas
(Figura 2)(Shiriling y Gottlieb, 1966). La produccion y secrecion de metabolitos
secundarios, coincide por lo general con el inicio de la diferenciacion morfologica,

una vez terminado el desarrollo vegetativo (Loria et al., 2006)
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Figura 2. Ciclo de vida de Streptomyces scabies (Sédenz, 2005)

Clasificacion Taxondmica

Reino: Procariota
Division: Firmicutes
Clase: Actinibacteria
Orden: Actinimycetales
Familia: Streptomycetaceae
Género: Streptomyces
Especie: scabies (Thaxter)

(Cancino, 2003 y Janse, 2005)

Ciclo de la Enfermedad

La infeccion exitosa en la planta hospedera es un proceso complejo con varios
pasos, requiriendo que el patdgeno registre la presencia del hospedero adecuado
para colonizar el tejido vegetal y para sobrevivir a la presencia de sus
mecanismos de defensa. Entre los miembros de Streptomyces la capacidad de
infectar es un poco comun, si bien son conocidos por su estilo de vida saprofita,
su complejo ciclo de vida y su produccion de metabolitos secundarios (Bignell et
al., 2010).

A) S. scabies invade los tejidos de los tubérculos a nivel de campo. El suelo es la
principal fuente de inoculo este puede ser infectado a través semillas

contaminadas, tierra adherida a herramientas o por el transporte por el viento



y el agua. S. scabies sobrevive durante un tiempo indefinido en el suelo en su
forma miceloide vegetativa o0 como esporas (Agrios, 2005).

B) La invasion del patdgeno en los tejidos se produce a través de heridas o
estomas, ya que penetra a través de las aberturas naturales por las que se
realiza intercambio gaseoso de la epidermis. El desarrollo de la enfermedad
continua durante 6 a 8 semanas periodo en el cual el tubérculo se encuentra
en crecimiento (Agrios, 2005).

C) Las bacterias crecen sobre todo en los espacios intercelulares de las células
del parénquima, solo en las regiones de la periferia de las lesiones puede
encontrarse micelio intracelular, pudiendo esporular en abundancia dentro de
las células (Cancino, 2003). Estas capas de células mueren y el patégeno vive
a partir de ellas (Loria et al., 1997).

D) Al tomar contacto el patdgeno secreta una fitotoxina, que estimula a las
células vivas que rodean la lesién, a dividirse con rapidez y producir varias
capas de células corchosas que la aislan. Estas capas no solo inhiben el
avance que pueda intentar el patdégeno sobre las células, sino que también
bloguean la difusién de cualquier sustancia que el patégeno pueda secretar.
Ademas, estas capas detienen el flujo de agua y nutrientes desde las zonas
sanas hasta la zona infectada y suprimen la nutricion del patégeno (Cancino,
2003).

E) El sector afectado es empujado sobre la superficie del tubérculo,
resquebrajandose y diseminando la bacteria hacia células vecinas. Las
lesiones pueden aparecer como pequefias protuberancias con una depresion
central cubierta por tejido corchoso, que a veces abarcan toda la superficie del
tubérculo. Los insectos rompen las capas de corcho y permitir que el
patogeno invada el tubérculo a mayor profundidad. Las lesiones de sarna a
menudo sirven como puntos de entrada, para organismos parasitos

secundarios o saprofitos que hacen que los tejidos se pudran (Agrios, 2005).

Sintomatologia

Inicialmente las lesiones aparecen como pequefias (5-8 mm). A medida que el
patdogeno sigue colonizando el tubérculo, el huésped desarrolla heridas en la

peridermis dando lugar a lesiones ligeramente elevadas, compuestas por tejido
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aspero, corchoso. Estas manchas pueden unirse para formar lesiones de forma
irregular, que suelen ser tanto de color marron y de textura aspera. Los parches
pueden convertirse en grietas cuando la infeccibn progresa y adquieren una
apariencia de estrella (Gouws, 2006). Las lesiones en los tubérculos son
superficiales, erupciones o cavidades, las que causan pérdidas directas por
reduccion de la calidad del tubérculo, y por ende, de su comercializacién, no asi

de su rendimiento o su mantencién en almacenaje (Loria, 1991)

Diversos autores mencionan que las lesiones pueden variar considerablemente
de aspecto, Calderoni (1978), Smith (1992); Loria (1997), pudiendo presentar los

distintos sintomas en un mismo tubérculo (Hooker, 1981).

Descripcion y Denominacion de Distintos Tipos de Sintomas

Ya que no se cuenta con algun informacion sobre Streptomyces scabies en el

cultivo de rdbano, se tomé como referencia los sintomas en el cultivo de papa.

(@) Sarna normal: las lesiones son redondeadas estrelladas, con bordes
agrietados o rotos, o una serie de capas irregulares, pero concéntricas de suber

rodeando una depresion central.

(b) Sarna superficial: las lesiones son simplemente manchas suberosas

superficiales que recubren gran parte de la superficie de los tubérculos.

(c) Sarna profunda: las lesiones pueden permanecer aisladas, pero si el ataque es
grave las grietas y surcos se desarrollan hasta 1 cm de profundidad, de color café
oscuro, bajo el tejido de la lesién de color café claro y traslucido. S. scabies es un
patégeno que puede sobrevivir por tiempo indefinido como micelio o esporas en la
mayoria de los suelos, exceptuando los mas acidos. También, sobrevive en restos
de plantas infectadas en el suelo, pudiendo penetrar a tejidos sanos por heridas o
abe
rtur
as
natu

rale
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(Figura 3) (Agrios, 2005).

a) Sarna normal b) Sarna superficial ¢) Sarna profunda

Figura 3. Tipos de sintomas de Steptomyces scabies en tubérculos de papa
(Agrios, 2005)

Factores que Contribuyen al Tipo de Lesién y Severidad

La enfermedad resulta de la interaccibn entre la planta, las condiciones
ambientales y el patdgeno. El resultado de esta interacciébn se traduce en
diferencia en el tipo de lesion, la incidencia y la severidad de la enfermedad de
regién en regién (o de un campo a otro dentro de la misma regién o de afio en
afio en el mismo campo), lo que complica los esfuerzos para comprender la

contribucion de cada componente en la enfermedad (Wanner, 2009).

Condiciones ambientales

Los factores ambientales como la humedad del suelo y el pH parecen jugar un
papel en la variabilidad, en la incidencia y la severidad de la sarna comudn
(Wanner, 2009). Dependiendo del patégeno que esté en juego, las condiciones
favorables para el desarrollo de la enfermedad varian. La sarna causada por el
agente causal mas distribuido en el mundo; S. scabies, se asocia con estaciones
secas y calientes. El mantenimiento de humedad alta en los suelos durante las
etapas tempranas del crecimiento del tubérculo, es una estrategia muy usada
para prevenir esta enfermedad. Sin embargo. Los brotes de sarna son frecuentes
en las condiciones del suelo con irrigacion o humedo en el norte de Europa, Israel
y Canada. La alcalinidad del suelo (pH superior a 7) se ha considerado a favor de
la sarna, aunque la “sarna acida” ocurre a un pH 5 o menor y es causada por S.
acidiscabies. La evolucién de la cepas de Streptomyces para adaptarse a las

nuevas condiciones no es sorprendente, considerando la ubicacion del genero
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junto con la transferencia horizontal de una isla de patogenicidad que poseen
(Wanner, 2009).

Persistencia en el Suelo y Formas de Dispersion

La microflora normal de practicamente todos los suelos, incluye especies de
Streptomyces que pueden producir sarna. La densidad del inoculo inicial en los
suelos puede desempefiar un papel importante en el desarrollo de la enfermedad.
Las esporas de la especie Streptomyces pueden sobrevivir en terrenos secos por
largos periodos de tiempo, no se distribuyen uniformemente en el suelo y se
producen en racimos pequefios y localizados. Ha sido documentado que las
esporas de S. scabies pueden permanecer viables en el suelo por una década a
un maximo de veinte afios. Este patdgeno tiene a predominar en suelos secos
neutros a alcalinos (Agrios, 2005). Por otra parte S. acidiscabies se encuentra en
un suelo pH acido, pero su habilidad para persistir en el suelo es muy pobre y

usualmente es transmitido por semilla infectada (Cullen y Less, 2006).

Manejo de la Rofia

El agente causal de la rofia de la papa Streptomyces scabies se encuentra en los
tubérculos y en el suelo persiste durante mas de 10 afios (Frank y Leach 1980;
Powelson et al., 1993). De los estudios hechos en esta enfermedad, se concluy6
gue el manejo de la rofia comun es un problema desafiante y puede sugerirse que
debe haber un manejo integrado, es decir, tratamiento quimico a la semilla,
aplicacion de composta, practicas culturales para controlar la enfermedad al nivel
de umbral (Srivastava y Mishra, 2004). Muy pocos fungicidas son efectivos contra
los patdgenos del suelo que afectan a la papa, incluyendo S. scabies (Harrison et
al., 1970; Powelson et al., 1993; Johnson 1995, 1996; Loria et al., 1997). El inoculo
de S. scabies en el suelo juega un papel importante en el desarrollo de la
enfermedad en la mayoria de los campos (Sanford, 1937; James y McKenzie
1972; Carling et al., 1989), lo cual indica que el control del inoculo en el suelo es

esencial para el manejo integrado de S. scabies (Loria, 1997).
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Medidas de Manejo.

S. scabies puede encontrarse en el suelo, especialmente en aquellos para la
produccion de papas o en los tubérculos. La humedad en el suelo durante el
manejo en el momento del ensanchamiento de la raiz puede reducir la severidad
de algun tipo de sarna, ademas, el pH del suelo cuando es menor a 5,4 impide

ataques severos de algunos tipos de sarna (Loria, 1997).

Practicas culturales

Se recomienda realizar las siguientes practicas culturales:

e Rotar el cultivo con maiz, trigo, cebada, alfalfa.

e El ajuste ascendente del pH del suelo es una estrategia eficaz de manejo
para el moho gris por Botrytis en los suelos arenosos. Un pH de 6.5 — 7.0
es recomendado para la supresiéon de la marchitez por Fusarium. También
lo es para con el proposito de que las plantas aprovechen mejor los
elementos nutricionales y se obtengan mayores rendimientos de cosecha.
Se recomienda que los mejoradores de suelo se incorporen en forma total
durante la preparacion del terreno para que reaccionen en este periodo de

preformacion de las camas (Agrios, 2005).

Control biolégico
La aplicaciéon de Bacillus subtilis (Agro Bacilo) puede ayudar a bajar la incidencia y

severidad de la rofia comun de la papa en rabano.
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Habitat Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es una bacteria habitante del heno, polvo, suelo y en el agua
principalmente. Esta especie es facil de aislar de la tierra y se encuentra entre los
organismos mas frecuentes que aparecen cuando se siembran muestras de tierra

en placas de agar (Bryan et al., 1981)

Caracteristicas Morfolégicas

La forma de Bacillus subtilis es de bastones rectos o curvos, con los extremos
redondeados su agrupamiento es aislado y algunas veces en cadenas cortas, su
tamafo oscila entre 3 y 4 micras por 1 micra. Su formacion de esporas es
ecuatorial, dichas esporas son subterminales, ovales y germinan lateralmente,
miden de 1.2 micras por 0.6 micras. Son bacterias tipo Gram (+), no son acido
resistentes; su flagelacion es peritrica con ocho o doce flagelos (Bryan et al.,
1981).
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Es una de las 40 especies reconocidas del género Bacillus, su identificacion es
sencilla: forma esporas termoresistentes, es catalasa y Voges-Proskauer positivo,
Su crecimiento en agar anaerobico (agar nutritivo) es negativo y la hidrdlisis del
almidon es positiva (Slepecky y Hemphill, 1992).
Clasificacion Taxondmica de B. subtilis
Reino: Procariota
Phyllum: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacilaceae
Género: Bacillus
Especie: subtilis (Conh)

(De Castro, 2010 y Janes, 2005)

Fisiologiay Composicion

La temperatura Optima para el desarrollo de esta bacteria es de 37 °C, es una
bacteria aerdbica y anaerobica facultativa, forman amoniacos, reducen los nitratos
a nitritos, produce &cido pero no gas, en glucosa, maltosa y sacarosa, posee una
produccion baja de acido sulfhidrico, sus esporas son capa es de resistir la

ebullicién durante horas (Bryan et al., 1981).

Formas de Inhibiciéon de B. subtilis

Bacillus subtilis produce su efecto inhibitorio sobre los fitopatogenos, por lo menos
por dos procesos. El primero de estos es llamado ocupacion de un nicho;
tedricamente por la presencia de B. subtilis en la superficie de la raiz,
metabolizando los exudados que pueden ser utilizados por los patégenos. El
segundo proceso por el que B. subtilis puede inhibir el ataque de los

fitopatdbgenos es una extension del primer proceso. Como B. subtilis crece en la

16



superficie de las raices, esto puede producir sustancias quimicas que inhiben el
desarrollo de fitopatdgenos (Gustafson, 1993).

Antibiosis

La accion biocontralodora de Bacillus brevis y Bacillus subtilis esta medida por la
produccion de metabolitos antibiéticos capaces de actuar sobre microorganismos
de diversa etiologia; la antibiosis. Los péptidos que produce y que tiene esta
accion son variados y representan un grupo no muy heterogéneo entre si de
metabolitos activos que afectan directamente a algunos fitopatbgenos como
Fusarium oxysporum (Edwards y Seddon, 2000).

Bacillus subtilis posee mecanismos similares respecto a Bacillus brevis, ha
demostrado eficiencia in vitro en el control de mas de 23 tipos de patdgenos de
plantas, la competencia frente a otros microorganismos patdégenos se da
mediante la secrecion de diversas sustancias que se producen cuando la bacteria
recibe los nutrientes presentes en la superficie de las raices de las plantas que
induce la elaboracion de metabolitos secundarios con capacidad de suprimir el
crecimiento de hongos, oomicetos y bacterias fitopatogenas. En general la
actividad biocontroladora la ejerce mediante la produccion de lipopéptidos ciclicos
antibioticos entre los cuales se destacan el surfactin y el Iturin A; sustancias que
han demostrado amplio espectro de accidén sobre patdgenos de plantas, en los
gue se encuentran especies de Fusarium, Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia,

Sclerotinia, Septoria y Verticillium (Raghavendra y Brian, 2005).

Antecedentes

Dentro del género Bacillus la especie con mayores antecedentes como
antagonista es subtilis. Varios autores han analizado la liberacion de compuestos
con propiedades antifungicas como la subtilina y otros antibiéticos de la familia de

las iturinas (Cazorla y Romero, 2007).

En otras investigaciones se ha demostrado que el B. subtilis produce mas de una
docena de sustancias con actividad antibiética, dentro de las cuales hay péptidos
sintetizados en los ribosomas y otros compuestos extrarribosomales, como

aminoazucares y fosfolipidos (Stein, 2005).
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Algunas moléculas producidas por el Bacillus subtilis han demostrado tener un
efecto antifingico entre las que se pueden mencionar: la bacilisina, que es un
dipéptido que inhibe el crecimiento de levadura, también la fengimicina, que es un
lipopolipéptido que ha demostrado tener actividad contra los hongos filamentosos
(Loeffler et al, 1986) y la proteina llamada bacisubina, la cual exhibi6 una
actividad inhibidora del crecimiento de Magnaporthe grisease, Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Alternaria oleracea, A. brassicae y Botrytis
cinerea (Yongfeng, 2007)

B. subtilis inhibi6 el crecimiento in vitro de hongos, Fusarium oxysporum (25-34%)
y Botryodiplodia theobromae (100%), aislado de las podredumbres de
poscosecha de flame Dioscorea rotundata tubérculos. Aparte del biocontrol, B.
subtilis fue capaz de promover la elongacion de las raices de las plantulas de
Cicer arietinum hasta 70-74% en comparacion con las semillas no tratadas
control. B. subtilis tenian también la capacidad para oxidar S elemental a sulfato
(2-15 mg/ml™) y mostraron distinta actividad de P-solubilizacién in vitro (Swain y
Ray, 2006).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Trabajo

El presente trabajo se realiz6 en los invernaderos y laboratorios del Departamento
de Parasitologia (Figura 4) que se encuentran en localizados a la latitud
25°21'07" N vy longitud 101°01'37" W, ubicados en la Universidad Autonoma

Agraria Antonio Narro, localizada en la ciudad de Saltillo, Coahuila, México.

Figura 4. Departamento e invernaderos de parasitologia
Acondicionamiento del Area de Trabajo

El area de trabajo se encuentra dentro del invernadero con una superficie de 9
m?, en la cual se realizé6 una limpieza de trabajos anteriores y se efectué una
aplicacion de un insecticida a base de extracto de ajo y canela para el control de
mosquita blanca a una
dosis de 1
(Figura 5).

ml/litro de agua




Figura 5. Aplicacion del extracto de ajo y canela sobre el area de trabajo
Materiales

Material vegetativo
Se utilizaron semillas rabanito de la variedad Champifion con una madurez de 25-

28 dias después de la siembra (Figura 6).

Material biol6gico

Se utiliz6 caldo de B. subtlis nativo, aislado de Alamo Populus alba L. y
caracterizado bioquimicamente, a una concentracion de 1 x 10® UFC a escala de
Mc Farland.

Figura 6. Semilla y caldo de B. subtilis

Tratamiento a las Semillas

Quimico

Se aplic6 después de haber colocado las semillas en la charola un producto
Raizal a una dosis de 1gr por litro de agua para la obtencion de plantulas.
Bioldgico

Se realiz6 un tratamiento a la semilla antes de la siembra sumergiéndolas y
dejando remojar las semillas en caldo de B. subtilis (Figura 7) durante un periodo
de 4 horas, con el fin de inocular la semilla que posteriormente fueron colocadas

en una charola para la obtencién de plantulas.
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Figura 7. Semillas sumergida en caldo de B. subitilis

Obtencién de Plantulas

Posteriormente se procedid a realizar la siembra el dia 14 de Marzo del 2015 en
un semillero de 200 cavidades que anteriormente fue desinfectado,
posteriormente fue llenado con sustrato anteriormente humedecido, colocando
100 semillas del tratamiento con B. subtilis y las 100 restantes se les colocaron
semillas que fueron tratadas con Raizal al final todas fueron tapadas con el mismo

sustrato y dando un riego para saturar el sustrato (Figura 8).

Figura 8. Siembra de la semillas tratada con B. subtilis en semillero

Preparacion del Sustrato para Trasplante

21



Para realizar el trasplante se utilizé el Peat-moos certificado y libre de patégenos
al que se le agrego agua y se mezcl6 bien para que todo el sustrato se
humedeciera uniformemente y asi llenar cada una de las bolsas de vivero de 5 kg
que sirvieron para el trasplante de las plantulas de rdbano, que tenian un 8 en el

semillero.
Establecimiento de la Plantula

El dia 21 de marzo de 2015 después de haber obtenido plantulas con buen
tamafio y buen desarrollo radicular se procedio a pasar las plantas en bolsas
de plastico con sustrato Peat-moss y se les dio unriego para que la planta
se pudiera adaptar al sustrato y no se encontraran susceptibles por estrés
causado por el movimiento de

raices o
dafios

al

trasplantar (Figura 9).
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Figura 9. Plantulas de rabanito con los diferentes tratamientos a la semilla

Establecimiento del Experimento

El experimento se establecié en un disefio completamente al azar con un total de
8 tratamientos con 6 repeticiones cada uno, cada repeticion cuenta con un 3 de
plantas del cultivo a estudiar, contando con dos testigos absolutos: uno con la
inoculacion a la semilla de la bacteria de importancia B. subtilis y un testigo con la
aplicacion de Raizal en la siembra, a los cuales se les aplicara nutricion quimica y

sulfato de estreptomicina (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tratamientos para el establecimiento del experimento.

Tratamientos Componentes

Testigo Comercial B. subtilis + N. quimicos
B. subtilis + N. Quimicos + S. scabies + Sulfato de

T Estreptomicina

T2 B. subtilis + N. quimicos + S. scabies

T3 B. subtilis + B. subitilis + S. scabies
Testigo Comercial Raizal + N. quimicos

Raizal + N. quimicos + S. scabies + Sulfato de

T Estreptomicina

T2 Raizal+ N. quimicos + S. scabies

T3 Raizal + B. subtilis + S. scabies

Aislamiento y Caracterizacion de S. scabies

Para cumplir con las pruebas de patogenicidad la caracterizacién se realizd en
dos partes: la primera para obtener la bacteria patdgena de interes (S. scabies)
donde se realizaron cortes de las lesiones caracteristicas de papas con ataque
rola que posteriormente fueron desinfectados con hipoclorito al 2%.
Posteriormente se colocaron estos cortes sobre medio de cultivo (PDA y KB), y se

dejaron por 24 horas en la camara de incubacion.
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Pasando las 24 horas se realizaron varias resiembras de las colonias que se
obtuvieron de estos tejidos hasta obtener la bacteria de interés caracterizandola

bioquimicamente.

Para caracterizar la bacteria re realizo primeramente tincion de Gram siendo

esta Ingredientes Dosis
Extracto de levadura 4.0 gr/lt
Extracto de malta 10.0 gr/lt
Dextrosa 4.0 gr/lt
Agar 20.0 gr/lt

prueba muy importante en la bacteriologia debido a que con este método se
puede diferenciar los organismos Gram (+) o Gram (-) y se dice si aln se sigue

trabajando con este con esta cepa.

Al terminar la tincibn de Gram se procedi6 a cultivar la cepa en un medio

especifico para S. scabies YME (Yaest Malt Extract Agar)

Preparaciéon del medio yaest malt extract agar (YME)
Para la preparacion de este medio se necesitd de los siguientes ingredientes
(Cuadro 3):

Cuadro 3. Ingredientes y dosis para el medio yaest malt extract agar (YME)

Ya teniendo los ingredientes se procedié a realizar los calculos correspondientes
para preparar medio litro, se pesé y se procedido vaciar cada uno de los
ingredientes en un matraz con 500 ml de agua destilada, posteriormente se agito

a fuego lento para que se disolvieran los ingredientes. Ya disueltos todos los

24



ingredientes en seguida se puso a esterilizar el medio en una olla de presién a
una presion de 15 libras por 30 min. Después de haber esterilizado el medio se
esperé a que tomara a una temperatura adecuada para poder vaciarlo en cajas

petri, pudiendo vaciar el medio en 20 cajas.

Ya caracterizada nuestra bacteria se procedié a reproducirla masivamente
tomando una asada de una colonia y colocandola en un litro de caldo nutritivo,
realizando todo esto en un area asepsia, que posteriormente seria aplicado a las

plantas de rdbano segln sea el caso.

La segunda fase de caracterizacion se realiz6 al término del experimento, donde
se tomaron algunas muestras del material vegetativo con mayor severidad, con

las cuales se llevé acabo el mismo procedimiento descrito anteriormente.

Aplicacion de la Bacteria Antagonista B. subtilis en Plantas Sanas

Se aplicé una suspensién de B. subtilis a una concentracién de 1x10° UFC a
escala de Mc Farland a una dosis de 5 ml por planta directamente sobre la raiz de
la planta. Estas se mantuvieron a temperatura ambiente en el invernadero,
dandoles el riego requerido a las plantas esto con el fin de que el inoculo
tuviera las condiciones necesariasy se replicara para brindandoles proteccion a

las plantas ante el agente causal de la bacteria estudiada.

Inoculacién de S. scabies a Plantas Sanas

El inocul6 de S. scabies se aplicé a los ocho dias después de haber aplicado
el tratamiento de Bacillus subtilis con el fin de que cuando se aplicara el
inoculo de la enfermedad la planta ya contara con algo de proteccién por
parte del Bacillus ademéas como ya se sabia el B. subtilis cumple también como
nutriente a las plantas por ello después del trasplante no se les realizo ningun

tipo de plan nutricional.

Se tomd 5 ml para cada planta de la suspensién de S. scabies que se encontraba
a una dosis de 1x10° UFC a escala de Mc Farland la cual fue aplicada a través de
la raiz, para que la infeccion fuera mas rapida y asi poder recolectar sintomas

en poco tiempo.
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Manejo del Cultivo

A los 25 dias de haber sido establecido el cultivo se realizé una aplicacion de urea
a una dosis de 1gr por cada planta de rabanito y a los 38 dias fue aplicado Triple
17 a la misma dosis que fue aplicada la urea. De igual manera a los 52 dias se

aplicé Sultron (Azufre) para el control de la cenicilla.

Asi mismo se aplicé un insecticida de extracto de ajo a los 35 dias a una dosis de
3ml/lt para el control de mosquita blanca (Bemisia tabaci) y a los 46 dias se

realizé una segunda aplicacion y colocada una trampa amarilla.

Durante los primeros 20 dias después de establecido el cultivo hubo presencia de
ratas, para el control de estas se utilizaron cebos con granulos de Furadan y se

pusieron trampas pegajosas en los lugares de concurrencia.

Parametros a Evaluar

Para medir el efecto de los diferentes tratamientos propuestos en el experimento

se realiz6 una evaluacion hasta la cosecha, en la cual se evalud:

Incidencia: se expresa en porciento, de acuerdo al niumero de plantas que

tuvieran lesiones provocadas por S. scabies entre el total de plantas muestreadas.

Severidad: la severidad de la enfermedad fue expresa a una escala creada

tomando como referencia la escala propuesta por James (1971) (Figura 10).
Asi mismo como la altura de la planta, el diametro de la raiz y el peso dela misma.

;\ COMMON SCAB OF POTATOES

25 50
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Figura 10. Escala de severidad de S. scabies en Rabano

27



RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencidén de Plantulas con los Tratamientos a la Semilla

Como resultados obtenidos tenemos que de las 100 semillas de cada
tratamiento con B. subtilis y Raizal puestas a germinar obtuvimos un 94 % de
germinacion en el caso del raizal y un 95 % en el caso del B. subtilis de las
cuales se trasplantaron 72 plantulas de cada tratamiento el dia 21 de Marzo

para iniciar con el trabajo de investigacion.

Desarrollo del Cultivo

En el método de trasplante hubo un 100% de adaptabilidad de plantas asi
mismo que se estuvo al pendiente en caso de que se presentaran deficiencias
corrigiéndolas con la aplicacion de urea y triple 17. En la fase vegetativa y
reproductiva se presentd mosquita blanca (Bemisia tabaci) para la cual se
necesitaron dos aplicaciones de un insecticida a base de extracto de ajo y canela
y una trampa de color amarillo colocada al ras del cultivo.

Las enfermedades que se presentaron fueron principalmente cenicilla polvorienta
(Erysiphe spp.), y la bacteria estudiada sarna (S. scabies).

Otro problema durante la fase vegetativa del cultivo fue la presencia de ratas,
para la captura de estas se utilizaron sebos con Furadan y se colocaron trampas

pegajosas en lugares estratégicos por donde pudieran entrar.

Caracterizacion de Streptomyces scabies

Los resultados expresados en la prueba de tincion de Gram dieron positivo y de
acuerdo al manual de Schaad et al. 2001 se procedio a realizar la siembra en el
medio especifico (YME) para S. scabies en el cual se expresd un crecimiento
favorable, donde se obtuvo un crecimiento de micelio. De este micelio se realizo
una monta donde se obtuvo un resultado con las estructuras especificas de S.

scabies (Figura 11).



Figura'liul Crecimiento de micelio en YME (yaest malt axtract
de S. scabies en microscopio estereoscopio.

agar) y estructuras

Evaluacién de Parametros

El andlisis de varianza detecté diferencia significativa entre tratamientos a nivel de
P<0.05. Conforme a la (Figura 12) se observa que se obtuvo mayor crecimiento
con en el tratamiento de B. subtilis aplicado a la semilla esto se debe ya que de
acorde a las investigaciones realizadas por Idris et al. (2002) detectaron altos
niveles de AIA en filtrados de cultivos celulares de cepas de Bacillus

amyloliquefaciens y Bacillus subtilis.

Comapracion de Medias de Altura entre los Tratamientos
a la Semilla

25
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Figura 12. Comparacion de medias de crecimiento en (cm) entre los tratamientos
a la semilla.

La comparacion de las medias muestran que la mayoria de los tratamientos con

inoculacién de B. subtilis a la semilla a excepcion del tratamiento 1 mostraron
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mayor crecimiento como puede observarse en la (Figura 13), en particular el
mejor tratamiento que obtuvo mayor crecimiento fue el testigo comercial con
inoculacién de B. subtilis, por otro lado tanto el tratamiento 1 con B. subtilis y el
testigo comercial y el tratamiento 3 con Raizal a la siembra mostraron el menor
crecimiento siendo el tratamiento 3 con raizal el que obtuvo menor crecimiento.
En tanto a los tratamientos 2 y 3 con inoculacion de B. subtilis a la siembra

mostraron una similitud en el crecimiento junto a los tratamientos 1 y 2 con raizal

a la siembra.
Comparacion de Medias con Tratamiento a la Semilla de
B. subtilis y Raizal
30
25
E 20
S
© 15
2
= 10
5
0
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M B.subtilis ® Raizal

Figura 13. Comparacion del crecimiento entre tratamientos con B. subtilis a la
semilla y Raizal a la siembra

El andlisis de varianza no detecté diferencia significativa entre tratamientos a nivel
de P<0.05. De acuerdo a la (Figura 14) a pesar de no haber gran diferencia entre
las medias de los tratamientos, el tratamiento con Raizal a la semilla tuvo mejor
resultado en cuanto al diametro de la raiz del rabano, esto puede deberse a que a
pesar de no tener gran altura las plantas tenian un buen desarrollo foliar que
permiti6 marcar una pequefa diferencia.

Coparacion de Medias de Didmetro entre los
Tratamientos a la Semilla
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Figura 14. Comparacion de medias de diametro de la raiz en (cm) entre los
tratamientos a la semilla.

Al comparar las medias de la (Figura 15) muestra que el testigo comercial y los
tratamientos 1 y 3 con inoculacion de B. subtilis en la semilla tienen gran similitud
con el testigo comercial y el tratamiento 3 de Raizal a la siembra ya que muestran
un diametro que va de 2.7 — 3.0 cm, de manera particular el tratamiento que
presento una media menor en cuanto al didmetro es el tratamiento 3 con
inoculacion a la semilla. Asi mismo el tratamiento 1 con inoculacién de B. subtilis
en la semilla y los tratamientos 1 y 2 con enraizador quimico a la siembra
mostraron semejanza en cuanto al diametro en una escala que va de 3.2 — 3.5
cm, siendo de estos el tratamiento 2 con Raizal a la siembra el que obtuvo mayor

diametro.

Comparacion de Medias con Tratamiento a la Semilla de
B. subtilis y Raizal
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Figura 15. Comparaciéon del diametro (cm) entre tratamientos con B. subtilis a la
semilla y Raizal a la siembra.

El analisis de varianza detect6 diferencia significativa entre tratamientos a nivel de
P<0.05, conforme a la (Figura 16) a pesar de no haber una marcada diferencia
entre las medias de los tratamientos, el tratamiento de raizal a la siembra obtuvo
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un mayor peso, este resultado también puede deberse a que se tenia una buen
desarrollo foliar, lo cual permiti6é tener mas fotosintatos y por ende mejor peso.

Comparacio de Medias de Peso entre los Tratamientos a
la Semilla
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Figura 16. Comparacion de medias de peso de la raiz en (gr) entre los
tratamientos a la semilla.

Conforme a la (Figura 17) muestra que el mejor tratamiento en cuanto al peso fue
el tratamiento 1 con inoculacion de B. subtilis en la semilla pero no marco una
gran diferencia con el tratamiento 1 y 2 con Raizal a la siembra ya que las medias
entre estos tratamientos son semejantes. En cuanto al testigo comercial con raizal
y el tratamiento 3 con inoculacién de B. subtilis mostraron de igual manera una
similitud en sus medias de pesos. Los tratamientos que mostraron las menores
medias de peso fueron los tratamientos 2 con B. subtilis a la siembra, el
tratamiento 3 con Raizal y el testigo comercial con B. subtilis, siendo este ultimo el

tratamiento que mostro menor peso a comparacion de los demas tratamientos.
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Comparacion de Medias con Tratamiento a la Semilla de
B. subtilis y Raizal
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Figura 17. Comparacion del diametro (cm) entre tratamientos con B. subtilis a la
semilla y Raizal a la siembra.

El andlisis de varianza detect6é no diferencia significativa entre tratamientos a nivel
de P<0.05, en cuestion de la incidencia en el rabano, los tratamientos no
mostraron ninguna diferencia como se muestra en la (Figura 18), esto puede
deberse a que la distancia entre tratamientos era muy corta por lo cual hubo una
diseminacién de la bacteria por salpicadura cuando se realizaban los riegos ya
que de acuerdo con Frank y Leach (1980) el agente Streptomyces scabies se

encuentra en el suelo y permanece viable durante mas de 10 afios.

Comparcaion de Medias de Incidencia entre los tratamientos
a la Semilla
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Figura 18. Comparacion de medias de incidencia en Rébano en entre los
tratamientos a la semilla.

33



Al observar las medias expresadas en la (Figura 19) se muestra una similitud, ya
que los porcentajes de incidencia son similares entre algunos tratamientos. El
testigo comercial con Raizal a la siembra muestra el nivel mas bajo de incidencia
con un 58%, siendo que este no deberia de haber presentado sintoma alguno
pero fue infectado por la cercania entre los tratamientos, asi mismo el tratamiento
gue mantuvo la misma incidencia fue el tratamiento 1 con inoculacion de B,
subtilis a la semilla, siguiéndoles a estos, el tratamiento 2 con inoculacion de
B.subtilis y el tratamiento 3 con Raizal que tuvieron un 67% de incidencia. En
cuanto al testigo comercial con inoculacion de B. subtilis, que por la cercania
entre tratamientos fue infectado, junto al tratamiento 2 con Raizal tuvieron un 83%
de incidencia, siendo el tratamiento 3 con inoculacion de B. subtilis y el
tratamiento 1 con Raizal los que tuvieron mayor incidencia de S. scabies con un
92%.

Comparacion de Medias con Tratamiento a la Semilla de
B. subtilis y Raizal
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Figura 19. Comparacién de incidencia entre tratamientos con B. subtilis a la
semilla y Raizal a la siembra.

El analisis de varianza no detecto diferencia significativa entre tratamientos a nivel
de P<0.05, en cuanto al dafio en el Rabano, refiriéndose a la parte comercial de
este, el mejor tratamiento como se muestra en la (Figura 20) fue el de B. subtilis
ya que ofrecié mayor proteccion a comparciéon de la media con los tratamientos
propuestos con Raizal a la siembra. De acuerdo a Chen et al. (2009) y Leon et al.
(2009) las cepas de Bacillus en especial las cepas de B. subtilis y B.

amyloliquefaciens tienen la capacidad de sintetizar compuestos de tipo
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lipopeptidico, en particular la fengicina, surfactina e iturinas que han mostrado su
efectividad para suprimir el crecimiento de fitopatégenos.

Comparacion de Medias de Severidad entre los tratamientos
alasemilla
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Figura 20. Comparaciéon de medias de severidad en rabano en (%) entre los
tratamientos a la semilla.

A pesar de los resultados expresados de incidencia en la (Figura 19) se muestra
gue B. subtilis mantuvo una baja severidad en la mayoria de sus tratamientos.
Como se observa en la (Figura 21) los que tuvieron una baja severidad con tan
solo un 21% fueron los tratamientos 1 y 2 con inoculacion de B. subtilis a la
semilla, seguidos del testigo comercial con el mismo tratamiento a la semilla que
los anteriore. En cuanto a los demas tratamientos tuvieron una media por arriba
del 50% de severidad, siendo el tratamiento 1 con Raizal a la siembra el que tuvo
mayor severidad con un 92%, seguido del tratamiento 2 con el mismo tratamiento
a la semilla con un 83% de severidad. Por lo que respecta al tratamiento 3 con
inoculacion de B. subtilis, el tratamiento 3 y el testigo comercial con Raizal a la

siembra tuvieron una similitud en severidad dentro de una diferencia que va de
58%-68%.
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Comparacion de Medias con Tratamietos a la Semilla de
B. subtilis y Raizal
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Figura 21. Comparacion de severidad (%) entre tratamientos con B. subtilis a la
semilla y Raizal a la siembra.
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CONCLUSIONES
Conforme a las condiciones en las que se desarrollé el presente trabajo se

concluye:

1. B. subtilis controlo a S. scabies y se comporté de forma similar al

combinarlo con nutrientes quimicos y bactericida comercial.

2. No existié diferencia entre el uso de B. subtilis y el enraizador comercial

para la obtencion de plantula.
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ANEXO

Parametros a Evaluar
en Altura Didmetro Peso Incidencia %Severidad Rabano

con Testigo comercial R1 18.75 2.95 23.75 2 42%

R2 32.95 1.55 6.9 2 42%

R3 23.5 2.85 23 2 25%

R4 16.5 3.6 23 2 42%

R5 47.5 2.7 15.75 1 19%

R6 30 3.25 36 1 19%

Promedios 28.2 2.82 21.40 83% 31%

Tratamiento de B. subtilis a la Semilla



44

Altura Diametro Peso Incidencia %Severidad

Tratamiento 1 R1 23.5 1.75 12.05 2 42%
R2 19.75 3.55 35.15 19%

R3 17 2.55 17.2 2 25%

R4 17.5 4.05 49.75 1 19%

R5 25 2.95 27 1 19%

R6 7 4.45 56.5 0 0%

Promedios 18.29 3.22 32.94 58% 21%
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Altura Diametro Peso Incidencia %Severidad
Tratamiento 2 R1 20.5 2.7 20.25 2 25%
R2 5.9 2.45 21.75 1 19%
R3 18.05 3.45 26 1 19%
R4 53.5 2.45 18.5 2 25%
R5 32.25 3 18.5 1 19%
R6 10.5 3.95 46.75 1 19%
Promedios 23.45 3.00 25.29 67% 21%
Altura Diametro Peso Incidencia %Severidad
Tratamiento 3 R1 27.75 2.65 22 1 25%
R2 41.5 2.1 12.25 2 75%
R3 9.75 2.5 16.5 2 75%
R4 21.5 2.35 15.4 2 90%
R5 16.25 3.85 52.5 2 42%
R6 23.75 2.85 47.75 2 66%
Promedios 23.42 2.72 27.73 92% 62%




Altura Diametro Peso Incidencia  Escala de
Parametros a Evaluar en Rabano con Tratamiento de Raizal a la Semilla

Altura Diametro Peso Incidencia %Severidad

Testigo comercial R1 8 3.15 39.5 2 25%

R2 31.5 1.4 8.5 0 0%

R3 26.75 2.25 12.65 1 25%

R4 17 4.3 48.65 1 19%

R5 8.75 2.6 15.3 2 75%

R6 17.75 4.35 49.75 1 25%

Promedios 18.29 3.01 29.06 58% 28%
Altura Diametro Peso Incidencia %Severidad

Tratamiento 1 R1 27.5 2.2 12.25 2 50%

R2 32.25 3.8 38 1 25%

R3 5.5 4.1 54 2 50%

R4 20.5 3.75 36.5 2 66%

R5 17 4.25 42.4 2 42%

R6 29 2.35 13 2 42%

Promedios 21.96 341 32.69 92% 46%
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severidad

Tratamiento 2 R1 22 3.25 35.75 2 42%
R2 22 3.8 32.6 0 0%
R3 22.5 2.75 20.9 2 50%
R4 17 3 23.35 2 66%
R5 19 3.35 21.1 2 66%
R6 26 4.7 52.5 2 66%
Promedios 21.42 3.48 31.03 83% 48%
Altura Diametro Peso Incidencia EscaI? de
severidad
Tratamiento 3 R1 11 2.5 12.2 2 25%
R2 8.25 2 4.15 1 50%
R3 30.5 2.5 15.1 1 42%
R4 21.75 2.15 24.65 1 50%
R5 13 4.55 52.8 2 66%
R6 20.5 4.1 43.95 1 50%
Promedios 17.50 2.97 25.48 67% 47%




Procedimiento ANOVA S. scabies

Variable dependiente: Altura Rabano

Fuente DF Anova SS Cuadrado F -Valor Pr>F
de la media

Repeticion 5 159.1917187 31.8383437 0.27 0.9253

Tratamiento 7 534.8128646 76.4018378 0.65 0.7093

Error 35 4094.216198 116.977606

Total Correcto 47 4788.220781

Coef VVar 50.15

Variable dependiente: Diametro Rabano

Fuente DF Anova SS Cuadrado F -Valor Pr>F
de la media

Repeticion 5 8.43901042  1.68780208 2.71 0.0357

Tratamiento 7 3.04869792  0.43552827 0.70 0.6715

Error 35 21.76723958 0.62192113

Total Correcto 47 33.25494792

Coef Var 25.63

Variable dependiente: Peso Réabano

Fuente DF Anova SS Cuadrado F -Valor Pr>F
de la media

Repeticion 5 2930.179219 586.035844 2.92 0.0264

Tratamiento 7 682.588281 97.512612 0.49 0.8383

Error 35 7025.85953  200.73884

Total Correcto 47 10638.62703

Coef Var 50.23
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Variable dependiente: Incidencia Rabano

Fuente DF Anova SS Cuadrado F -Valor Pr>F
de la media

Repeticion 5 10000.00000 2000.00000 2.63 0.0406

Tratamiento 7 8333.33333  1190.47619 1.56 0.1792

Error 35 26666.66667  761.90476

Total Correcto 47 45000.00000

Coef Var 36.80

Variable dependiente: Severidad Rabano

Fuente DF Anova SS Cuadrado F -Valor Pr>F
de la media

Repeticion 5 1732.354167 346.470833 1.10 0.3785

Tratamiento 7 9386.979167 1340.997024 4.25 0.0017

Error 35 11035.14583  315.28988

Total Correcto 47 22154.47917

Coef Var 46.59
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