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RESUMEN

Las enfermedades de implantacion, causadas por Pythium spp., son una limitante para la productividad y persis-
tencia de pasturas. Durante 1996, 1997 y 1998 se realizaron experimentos de campo con el objetivo de evaluar la
capacidad de tres cepas nativas de Pseudomonas fluorescens (UP61, UP143 y UP148), productoras de HCN,
sideroforos y antibidticos, para controlar las enfermedades de implantacion en Lotus corniculatus. Se utilizo un
disefio de BCA con cinco repeticiones; la unidad experimental consistio en una microparcela donde se sembraron
100 semillas viables previamente inoculadas seglin los siguientes tratamientos: Mesorhizobium loti B816 y cada
una de las cepas de Pseudomonas, M. loti B816 sin Pseudomonas, M. loti B816 + metalaxil aplicado al suelo. Solo
en 1996 ocurrieron condiciones favorables para el desarrollo de enfermedades (precipitaciones y bajas tempera-
turas). En ese aflo, aunque no se detectaron diferencias estadisticamente significativas, la inoculacion con
Pseudomonas resulté en un mayor numero de plantas y una mayor produccién de materia seca por parcela,
respecto al testigo sin inocular. En 1997 y 1998 la inoculacion con Pseudomonas no aumentd el numero de plantas
establecidas pero incremento el peso seco por parcela, indicando la posible ocurrencia de un efecto promotor del
crecimiento. Las tendencias verificadas ameritan la repeticion de los experimentos para validar la implementacion
practica de esta herramienta de control, en las condiciones de suelos, clima y comunidades microbianas de
Uruguay.
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SUMMARY

USE OF NATIVE FLUORESCENT Pseudomonas FOR CONTROLLING
SEEDLING DISEASES OF Lotus corniculatus L.

Seedling diseases caused by Pythium spp. are one of the main constraints for pasture productivity and persistence.
During 1996, 1997 and 1998, experiments were conducted under field conditions to evaluate the ability of three
strains of native fluorescent Pseudomonas (UP61, UP143, UP148) that produce HCN, siderophores and
antibiotics to suppress seedling diseases on Lotus corniculatus.

The experimental design was a Randomized Complete Block with five replications. One hundred viable seeds
were sown per plot, previously treated as follows: Mesorhizobium loti B816 with each one of the strains of
Pseudomonas; M. loti B816 without Pseudomonas; M. loti B816 + metalaxyl (fungicide) sprayed on the soil.
Favorable conditions for the development of damping-off only occurred during 1996 (rainfall and low
temperatures). That year, despite differences were not statistically significant, the treatments inoculated with
Pseudomonas had higher establishment percentage and higher dry matter production per plot than the control
without Pseudomonas. In 1997 and 1998, the inoculation with Pseudomonas did not increase the number of
established plants but induced an increase on dry matter production per plot suggesting the possible occurrence
of an effect on plant growth promotion. The observed trends indicate that the experiments should be repeated
in order to validate the practical implementation of this management strategy, under the various soil and
environmental conditions and microbial community structures found in Uruguay.
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INTRODUCCION

Las leguminosas forrajeras juegan un papel importante
en la produccion agropecuaria del Uruguay, constituyen-
do una fuente de alimento de alta calidad para el ganado.
Su capacidad de fijar nitrogeno en asociacion simbiotica
con rizobios, les confiere la ventaja adicional de suminis-
trar este nutriente al suelo para ser utilizado por otras es-
pecies del tapiz o por cultivos siguientes en la rotacion.

La mayor limitante que presenta el uso de leguminosas
es su baja persistencia productiva, como consecuencia de
la interaccion de diversos factores. Entre ellos, las enfer-
medades participan de manera importante afectando a la
pastura en distintas etapas de su vida ttil (Altier, 1996).

Durante la germinacion y el estado de plantula, las le-
guminosas son vulnerables y muy susceptibles a diver-
sos organismos causantes de enfermedades que pueden
ocasionar reducciones importantes en la emergencia del
cultivo y/o alta mortandad de plantas durante la etapa de
implantacion.

Una pastura mal implantada no s6lo produce menos
forraje y de menor calidad, sino que ademas ve comprome-
tida su persistencia. Las malezas comienzan a invadir los
espacios libres y a competir por luz, agua y nutrientes,
siendo a la vez fuente de indculo de enfermedades y pla-
gas. Esto estresa a la planta limitando su desarrollo e in-
cluso causandole la muerte.

El proceso de implantacion de Lotus corniculatus es de
baja eficiencia bioldgica. Considérese como ejemplo que
la densidad de siembra recomendada es generalmente 8 kg
de semilla/ha, lo que equivale aproximadamente a 670 se-
millas/m?; sin embargo, dificilmente se logra una implanta-
cion promedio mayor a 200 plantas/m?®. Esto se debe a va-
rios factores: calidad de sementera, calidad de siembra,
calidad de semilla, enfermedades y plagas, entre otros. Las
enfermedades son responsables de un porcentaje de mor-
tandad considerable cuando se dan condiciones de alta
humedad en el suelo y bajas temperaturas que favorecen
el desarrollo de algunos hongos del suelo y retardan el
normal desarrollo de la planta.

Poblaciones de plantas limitantes pueden reducir el
potencial de produccion irreversiblemente dado que esta
especie tiene plantas del tipo discreto y muchas veces la
resiembra natural no es efectiva.

Las enfermedades de implantacion, comiinmente llama-
das “damping-off”, son causadas por un complejo de hon-
gos patdgenos de suelo donde predominan especies del
género Pythium y en menor grado de los géneros
Rhizoctonia 'y Fusarium, que atacan al vegetal en etapas
de pre- y post-emergencia temprana. Luego de esta etapa
la planta se vuelve resistente ya que lignifica sus tejidos y

el hongo no es capaz de penetrar los mismos (Altier &
Thies, 1995).

La eficacia de varios agroquimicos como tratamiento de
semillas ha sido evaluada en el control del «damping-off»
de leguminosas (Falloon & Skipp, 1982). Entre ellos se
destaca el metalaxil, fungicida sistémico activo contra
patogenos de la clase Oomycetes, al cual pertenece el gé-
nero Pythium (Margot, 1983). Dicho fungicida, en su for-
mulacion comercial Apron (Novartis), se aplica aproxima-
damente a un 50% de la semilla de alfalfa comercializada en
Estados Unidos, para la proteccion del «damping-off» cau-
sado por Pythiumy Phytophtora spp. (Leath et al., 1996).
Sin embargo, la eficacia de esta forma de control no es
total, ya que existe variabilidad en la sensibilidad al metalaxil
y se han descripto aislamientos de Pythium resistentes al
mismo (Cook & Zhang, 1985; Sanders, 1984).

En los sistemas de produccion con pasturas, el empleo
de pesticidas quimicos esta limitado por el costo de aplica-
cion y los probables efectos adversos sobre el ambiente,
la salud animal y la calidad de los alimentos de consumo
humano. Por otra parte, pese al potencial del metalaxil para
controlar las enfermedades de implantacion, su formula-
cion para el tratamiento de semillas no esta comercialmen-
te disponible en Uruguay. Ademas se ha demostrado que
el uso de otros pesticidas para el tratamiento de semillas
de leguminosas forrajeras tiene un efecto perjudicial sobre
los rizobios, afectando la fijacion biologica de nitrogeno
(Altier & Pastorini, 1988).

Laresistencia genética de la planta huésped podria ofre-
cer una alternativa de control de enfermedades efectiva,
econdmica e inocua para el medio ambiente. Sin embargo,
hasta el momento, no hay cultivares de leguminosas con
mayor resistencia comercialmente disponibles.

En los tltimos afios se ha prestado especial atencion al
estudio de nuevas tecnologias que posibiliten el uso de
practicas de produccion sustentables, dirigidas hacia la
explotacion racional de los recursos naturales y tendien-
tes a reducir el uso de pesticidas sintéticos.

Varios géneros de bacterias y hongos han sido
descriptos como antagonistas y usados para el control
biologico de patdogenos de plantas. Entre las bacterias
rizosféricas capaces de controlar microorganismos
patogenos del suelo, el género Pseudomonas es uno de
los méas promisorios (O’Sullivan & O’Gara, 1992). Estas
bacterias son capaces de controlar diferentes géneros de
patdgenos tales como Pythium (Loper, 1988), Rhizoctonia
(Howell & Stipanovic, 1979), Fusarium (Leath et al., 1989),
y Gaeumannomyces (Thomashow & Weller, 1988).

El control biolégico de enfermedades de implantacion
en leguminosas se presenta como una alternativa valida
en un sistema de control integrado, por las siguientes ra-
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zones: a) los antagonistas pueden ser facilmente aplica-
dos a la semilla con la tecnologia existente para rizobio,
siendo introducidos directamente en la zona de infeccion
potencial, b) en la mayor parte de los casos la proteccion
es necesaria por un tiempo corto hasta que la planta desarro-
lla defensas contra patogenos causantes del «damping-off».

Desde 1996, en un trabajo conjunto del Instituto Nacio-
nal de Investigacion Agropecuaria (INIA), la Facultad de
Agronomia y el Instituto de Investigaciones Biologicas
Clemente Estable (IIBCE), se esta estudiando la viabilidad
del control bioldgico de enfermedades de implantacion en
lotus mediante el uso de Pseudomonas fluorescentes. En
el Depto. de Bioquimica del IIBCE, 600 cepas de
Pseudomonas fluorescens fueron aisladas de la rizosfera
de plantas de lotus recolectadas en distintas regiones del
pais. Tres cepas (UP61, UP143 y UP148) fueron seleccio-
nadas por su comprobada capacidad antagénica frente a
Pythium en condiciones controladas.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad
antagonica de estas tres cepas en condiciones de campo.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos de campo fueron realizados en la Es-
tacion Experimental “Dr. Mario A. Cassinoni” (EEMAC)
de la Facultad de Agronomia, localizada en el Departamen-
to de Paysandi, en un suelo Brunosol sub-éutrico de la
unidad San Manuel sobre formacion Fray Bentos, seglin
la Carta de Suelos 1:1000000 del MGAP. Se sembraron en
tres afios consecutivos en las fechas 15/5/96, 1/7/97 y
26/3/98, con un disefio de bloques completos al azar con
cinco repeticiones. La unidad experimental consistio en
una microparcela delimitada por un tubo de PVC de 0.07m?
de seccion.

La siembra se realiz6 en forma manual utilizando 100
semillas viables de Lotus corniculatus cv. San Gabriel por
microparcela. La semilla fue inoculada con el rizobio y la
cepa de Pseudomonas fluorescens en forma conjunta uti-
lizando la metodologia comercial (adherente + turba) y la
dosis comercial de Mesorhizobium loti. Para la prepara-
cion del inoculante del agente biocontrolador se utilizd
como vehiculo turba esterilizada por radiaciéon gamma. Se
sigui6 la técnica descripta previamente (Bagnasco et al.,
1998) y la concentracion de Pseudomonas fue aproxima-
damente de 1x10°-1x10'"° UFC/g de turba htimeda.

Los tratamientos fueron los siguientes:

« testigo con M. loti B816 (inoculante comercial)
* M. loti B816 + P, fluorescens UP61

* M. loti B816 + P, fluorescens UP143

* M. loti B816 + P, fluorescens UP148

* M. loti B816 + fungicida

El fungicida utilizado fue metalaxil + folpet aplicado al
suelo inmediatamente post-siembra (dosis: equivalente a
80g de folpet + 20g de metalaxil/ha). El uso de metalaxil,
fungicida sistémico especifico para el control de
Oomycetes, tuvo como objetivo estimar el impacto de di-
chos patdgenos sobre la implantacion.

Presencia de Pythium en el suelo

En 1997y 1998, previo a la siembra se realiz un muestreo
de suelo (aprox. 4 g/parcela) para diagnosticar la presencia
de Pythium spp. en el mismo. Durante tres dias las mues-
tras de suelo se incubaron junto a plantulas de alfalfa,
utilizadas como anzuelo para Pythium, siguiendo el méto-
do propuesto por Altier & Thies (1995). Las raices de alfal-
fa se lavaron durante 12 horas en agua corriente, y se sem-
braron cinco raices por placa de agar-agua. Luego de dos
dias se evaluo el numero de raices por placa de las que
emergia una colonia de Pythium spp. y se expresé como
porcentaje del total de raices evaluadas.

Evolucion poblacional de Pseudomonas en el
suelo

En 1998, la densidad poblacional de Pseudomonas
fluorescentes en el suelo fue cuantificada en tres oportu-
nidades: al momento de la siembra, al mes de iniciado el
experimento y al momento de la cosecha.

Al momento de la siembra se tom6 una muestra de suelo
no-rizosférico y se realizd el recuento de Pseudomonas
fluorescentes en medio King B (KB, King ef al., 1954),
conteniendo cicloheximida (100ng/ml), ampicilina (50
ng/ml) y cloramfenicol (12,5mg/ml). Al mes de la siembray
a la cosecha, se recogieron muestras de suelo rizosférico
de cada uno de los cinco tratamientos. Una muestra de la
poblacion de Pseudomonas recuperada del tratamiento con
la cepa UP61, fue analizada por su capacidad de antagonizar
in vitro al hongo fitopatégeno Rhizoctonia solani, si-
guiendo el método propuesto por Geels & Schippers (1983).
Se utilizo este patdgeno como blanco, ya que la experien-
cia previa en suelos uruguayos ha mostrado que, en gene-
ral, los aislamientos capaces de inhibir a R. solani también
inhiben a Pythium ultimum.

Numero de plantas establecidas

Luego de la siembra, se determind el nimero de plantulas
presentes por parcela, cada dos dias durante los primeros 45
dias post-siembra y cada siete dias por 45 dias mas.

Produccion de materia seca total a los 90
dias post-siembra

A los 90 dias se realizo6 la cosecha de los ensayos. Se
determiné el nimero final de plantas por parcela y la pro-
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duccion de materia seca por parcela. La materia seca se obtu-
vo luego del secado de las plantas en estufa a 50 °C durante
48 horas.

Registros climaticos

Los registros de temperatura y precipitaciones fueron ob-
tenidos de la estacion meteorologica “Chalkling” ubicada a
1000 m del lugar de experimentacion.

Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizo mediante el procedimien-
to GLM del SAS (SAS, 1985) y las medias de los tratamientos
fueron separadas usando MDS de Fisher protegida (P<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Presencia de Pythium en el suelo

En 1997, 83% de las raices de alfalfa utilizadas como anzue-
lo se infectaron con Pythium spp.; en 1998, el porcentaje fue
64%. Estos porcentajes indican que la poblacion de Pythium
spp. que naturalmente esta presente en el suelo es alta y que
existe un riesgo potencial para el desarrollo de enfermedades
de implantacion. La ausencia o presencia de infecciones en la
pre-y post-emergencia dependera de las condiciones
climaticas prevalentes durante dicho periodo, en la medida
que favorezcan o no una rapida germinacion y crecimiento
vegetal (mecanismo de escape).

En 1997 también se estudio la presencia de Pythium spp.
en el suelo luego de finalizado el experimento, para cada uno
de los cinco tratamientos impuestos. En el Cuadro 1 se pre-
senta la cuantificacion de Pythium spp. como estimacion del
efecto de los tratamientos sobre la poblacion del patogeno.

Cuadro 1. Efecto del tratamiento con Pseudomonas
fluorescens sobre la poblacion de Pythium spp., expresada
como porcentaje de raices de alfalfa que rindieron colonias
del patdgeno en agar-agua (afio 1997).

Tratamiento %
Testigo 40 ab (*)
UP61 36Db
UP 143 22¢
UP 148 S52a
Fungicida 5d
P>F 0,0001
CV.(%) 24

(*) Valores seguidos de la misma letra no difieren significativamente
entre si (P=0.0001).

El valor del testigo (40%) indic6 que la poblacion
de Pythium presente en el suelo al finalizar el ensayo
(octubre) fue menor que en el momento de la siembra
(julio). Esto resulta logico, dado que las condiciones
prevalentes en julio, bajas temperaturas (cercanas o
menores a 10 °C) y alta humedad edafica, son parti-
cularmente favorables para el desarrollo de estos
hongos.

El valor del tratamiento con fungicida (5%) demos-
tré que el producto es altamente efectivo para dismi-
nuir la poblacion de Pythium en el suelo. El efecto de
las cepas sobre la poblacion de Pythium fue variable.
Las cepas UP61 y UP148 no presentaron diferencias
significativas respecto al testigo, mientras que la cepa
UP143 resultdé en un porcentaje significativamente
menor de colonias, si bien no produjo una reduccién
tan efectiva como la del fungicida.

Evolucion poblacional de Pseudomonas en
el suelo

Al momento de la siembra, se encontr6 una pobla-
cion de Pseudomonas fluorescentes de 3x10° UFC/g
suelo. Esta poblacidon no presentd actividad antago-
nica in vitro frente Rhizoctonia solani.

Al mes de la siembra, la poblacion de Pseudomonas
fluorescentes varid entre 6x10%y 1x107 UFC/g suelo.
En el caso del tratamiento inoculado con la cepa UP61,
10 de los 16 aislamientos de la poblacion recuperada
mostraron antagonismo frente a R. solani in vitro.

A la cosecha, la poblacién de Pseudomonas
fluorescentes vari6 entre 5x10*y 5x10°UFC/g suelo.
Un tercio de los aislamientos de la poblacidn
bacteriana recuperada del tratamiento inoculado con
la cepa UP61 fueron inhibidores de R. solani, en igual
medida que la cepa inoculada. Un 60 % de los aisla-
mientos con capacidad antagdnica presentd un per-
fil similar al de P. fluorescens UP61, utilizando la re-
accion de PCR con cebadores ERIC (de Bruijn, 1992).

Este método de verificacion de la presencia de bac-
terias inoculadas en el suelo no fue cuantitativo, y
se baso en el estudio de muestras muy reducidas, lo
cual solamente permitid tener una idea aproximada
de lo que ocurre en el suelo. En estudios posteriores
se han utilizado cepas marcadas con resistencia a
antibidticos, lo cual permite un analisis mas detalla-
do de la dinamica poblacional en la rizésfera, habitat
en donde se dan las interacciones bacterias
biocontroladoras - patdégenos radiculares (De La
Fuente et al., 2000).
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Numero de plantas establecidas a los 90 dias
post-siembra

El objetivo buscado mediante la inoculacion con las
cepas de Pseudomonas fluorescens nativas es aumentar
el nimero de plantas establecidas, lo que redundaria en un
mejor establecimiento de la pastura y por consiguiente en
una mayor productividad por unidad de area con una ma-
yor persistencia. En el Cuadro 2 se presentan los valores
de implantacion obtenidos en los tres afos de experimen-
tacion.

Cuadro 2. Efecto del tratamiento con Pseudomonas
fluorescens sobre la implantacion de Lotus corniculatus a
los 90 dias de la siembra, expresada en base 100 (corres-
pondiente al numero final de plantas para el testigo sin
tratar).

Tratamiento 1996 1997 1998

Testigo 100 100 100
UP61 128 94 75
UP 143 127 110 102
UP 148 103 116 84
Fungicida 361 (*) 117 87
Base 100 14 41 60
P>F 0,86 0,83 0,33
C.V.(%) 47 31 29
(*) P=0.0001.

En 1998 (siembra de marzo) el porcentaje de implanta-
cion del testigo fue de 60%, mientras que en el afio 1996
(siembra de mayo) fue de 14%. Sélo en 1996 el tratamiento
con fungicida aumento en forma estadisticamente signifi-
cativa el nimero de plantas establecidas frente al testigo.
Esto indica que en ese afio ocurrieron condiciones favora-
bles para el desarrollo de enfermedades de implantacion
causadas por Pythium spp. El tratamiento con fungicida
permitid tener una estimacion del impacto de estos hon-
gos patogenos sobre la implantacion de lotus, ya que su
aplicacion triplico el nimero de plantas establecidas (51%
de implantacion).

El tratamiento con las distintas cepas de Pseudomonas
evaluadas, especialmente en los afios 1996 y 1997,
increment6 la implantacion respecto al testigo; sin embar-
go, las diferencias no fueron estadisticamente significati-
vas. Cabe destacar que el coeficiente de variacion en los
tres experimentos fue relativamente elevado, principalmente
en el primer afio de evaluacion. Esto puede ser explicado
porque dicho afio presentdé mayor incidencia de enferme-

dades causadas por Pythium spp., lo que pudo haber oca-
sionado una dispersion mayor de los datos (C.V. 47%),
que no se dio en los dos aflos restantes.

Produccion de materia seca total a los 90
dias post-siembra

La determinacion de la produccion de materia seca, a
los 90 dias post-siembra, permitid estimar el efecto que las
Pseudomonas fluorescentes pueden tener en la promo-
cion del crecimiento vegetal. En el Cuadro 3 se presentan
los valores de rendimiento de materia seca obtenidos en
los tres afios de experimentacion.

Cuadro 3. Efecto del tratamiento con Pseudomonas
fluorescens sobre el rendimiento de materia seca (gramos/
parcela) de Lotus corniculatus a los 90 dias de la siembra,
expresado en base 100 (correspondiente al testigo sin tra-
tar).

Tratamiento 1996 1997 1998
Testigo 100 100 100
UP61 157 153 99
UP 143 200 145 133
UP 148 91 138 108
Fungicida 487 (*) 159 95
Base 100 (g) 023 139 9,93
P>F 0,58 0,70 046
C.V.(%) &4 51 29

(*) P=0.001.

Las diferencias observadas en los valores correspon-
dientes a la base 100 se deben a las diferencias en el nime-
ro de plantas establecidas y al efecto de las condiciones
climaticas registradas en cada aflo, durante la ejecucion de
los experimentos. Asi, las condiciones del afio 1998 fueron
mas calidas (siembra de marzo), lo que aceler6 el creci-
miento vegetal y resultd en rendimientos de materia seca
por parcela mas altos que en 1996 y 1997.

La inoculacion con Pseudomonas resulto, en general,
en incrementos en el peso seco total con respecto al testi-
go sin inocular. En particular, se destaca el incremento en
el peso seco total cuando se utilizd la cepa P. fluorescens
UP143. Este efecto fue consistente en los tres afios eva-
luados, siendo el incremento en rendimiento de materia
seca de 100%, 45% y 33%, para 1996, 1997 y 1998, respec-
tivamente. Esto puede estar indicando cierto efecto pro-
motor del crecimiento dado por dicha cepa bacteriana, si
se considera que el incremento registrado en el porcentaje
de implantacion fue de 27%, 10% y 2%, para 1996, 1997 y
1998, respectivamente.
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A pesar de la magnitud de las diferencias registradas
entre los tratamientos, éstas no fueron estadisticamente
significativas, a excepcion del efecto del fungicida en 1996.
La aplicacion del fungicida practicamente quintuplico el
rendimiento de materia seca con respecto al testigo. Los
coeficientes de variacion fueron atin mayores que los ob-
tenidos para la variable nimero de plantas establecidas.

Registros climaticos

El periodo critico de la implantacion se ubicé en los 20 -
30 primeros dias post-siembra. Es en ese periodo donde se
generaron las diferencias en el nimero de plantas. Luego
del mismo, el orden de efectividad de los tratamientos per-
manecio practicamente invariable, ya que los efectos pos-
teriores afectaron a todos por igual (Figura 1).

n° de plantas/parcela
8

0 12 14 16 19 21 23 26 29 31 34 37 40 42 44 49 5 5 6 70 77 & B
Dias post-siembra

|- - % - - Testigo —8— Fungicida —4 = UP6 - - + -- UP143 —e— UP148)

Figura 1. Evolucion del numero de plantas de Lotus
corniculatus durante el periodo de implantacion, obteni-
da del experimento del afio 1996.

Por esa razon, se analizo para dicho periodo los facto-
res que probablemente hayan podido dar origen a las dife-
rencias observadas entre los afios. A continuacion, se pre-
sentan los registros de temperatura minima y media del
aire (Cuadro 4) y de precipitaciones (Cuadro 5).

Cuadro 4. Registros de temperatura (°C) minima y media
del aire, promedio para el periodo de 20 y 90 dias post-
siembra, en los afios 1996, 1997 y 1998.

Periodo (¥) 1996 1997 1998
0-20 Minima 5 6 13
Media 11 12 18
0-90 Minima 5 9 11
Media 11 15 16

(*) dias post-siembra

Cuadro 5. Precipitaciones registradas en el periodo de 20
dias post-siembra, en los afios 1996, 1997 y 1998.

9% 13mmeldia2y5Smmeldia15
9 ImmeldiadySmmeldiall
1998 20 mmel dia 16 y 20 mm el dia 17

En 1996, el afio problematico desde el punto de vista
sanitario, se registraron temperaturas bajas y lluvias du-
rante el periodo de implantacion (siembra de mayo). Estas
condiciones son desfavorables para el crecimiento vege-
tal y favorables para la ocurrencia de las enfermedades
causadas por Pythium spp. Hay que tener en cuenta que la
variable registrada fue temperatura del aire, por lo tanto es
de esperar que el efecto refrigerante de una lluvia sea ma-
yor sobre la temperatura del suelo, ya que este se enfria y
demora en elevar su temperatura. De manera que la lluvia
no solo aporta humedad al microambiente sino que ade-
mas disminuye la temperatura.

Bajo dichas condiciones climaticas, el nimero de plan-
tas establecidas en la parcela testigo fue muy bajo (14%) y
hubo un incremento significativo del porcentaje de implan-
tacion y del rendimiento de materia seca por la aplicacion
del fungicida.

En 1997, los registros de temperatura durante la implan-
tacion fueron muy parecidos a los del afio 1996; sin embar-
g0, en 1997 dicho periodo fue mas seco, lo que si bien es
desfavorable para el crecimiento vegetal, también lo es
para el desarrollo de Pythium spp. Por esta razon, el nivel
de enfermedad no fue importante, y la implantacion en el
testigo fue de 41%.

En 1998, la temperatura promedio registrada fue alta y
las precipitaciones ocurrieron relativamente tarde durante
el periodo critico de la implantacion (siembra de marzo).
Estas condiciones climaticas permitieron una rapida y
exitosa emergencia de las plantulas, lograndose un 60%
de implantacion en el testigo.

CONCLUSIONES

De los tres afios de experimentacion, so6lo en 1996 se
dieron las condiciones ambientales favorables para la ocu-
rrencia de enfermedades de implantacion: precipitaciones
y bajas temperaturas durante los 20 dias post-siembra. Por
esta razon, se detectaron diferencias muy significativas
entre el tratamiento con fungicida y el testigo, registran-
dose un incremento de 261% en el nimero de plantas esta-
blecidas y de 387% en el rendimiento de materia seca.

En ese afo, la inoculacién con las cepas de
Pseudomonas UP61 y UP143 resultd en un mayor nimero
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de plantas y una mayor produccion de materia seca por
parcela respecto al testigo sin inocular. A pesar de la mag-
nitud de las diferencias registradas, éstas no fueron
estadisticamente significativas, probablemente porque los
coeficientes de variacion fueron altos para las variables
analizadas en el experimento.

En 1997 y 1998, la inoculacion con Pseudomonas no
aument6 el namero de plantas establecidas pero incrementd
el peso seco por parcela, indicando un posible efecto pro-
motor del crecimiento. Este efecto fue particularmente con-
sistente para la cepa UP143, durante los tres afios evalua-
dos. No obstante, las diferencias registradas no fueron
estadisticamente significativas.

En 1997, la cepa UP143 disminuy®6 significativamente la
poblacion de Pythium en el suelo. Debido a que, en ese
afo, las condiciones no favorecieron el desarrollo de la
enfermedad, esta disminucion del in6culo presente no re-
sultd en un mayor nimero de plantas establecidas.

Si bien los resultados fueron variables entre afios, se
verificaron tendencias que indican un efecto antagoénico y
promotor del crecimiento vegetal por el uso de las cepas
de Pseudomonas. Estas tendencias deberan ser estudia-
das con mayor profundidad, realizando un mayor nimero
de experimentos por afio y asegurando la ocurrencia de
«damping-off», de modo de lograr una mejor caracteriza-
cion de las cepas en el corto plazo.
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