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RESUMEN

En los Laboratorios de I3 Facullad de Agronomia de la Universidad Nacional de
Bogola se realizaron tres ensayos para delerminar el électo de la aplicacién del hongo
antagonista Trichoderma hargiwnem en la incidencia de las enfermedades causadas por
Pythwn 8p Y Rhizocronia solani en plantulas de coliflor, y la marchitez causada por Fi-
sarium oxysporum 1. Sp. Cuewrerindn: en planias de pepino cohombro. El aislamiento
T17 de 7. harzianwen anulé la accién de Pydiwn Sp. cuando se aplicé en sugpension
ala dosis de 13.2 x 10 esporas/g de suelo previamente esterilizado con un pH entre
5.0 y 6.8. El aisiamiento T15 redujo en un 61% (a incidencia de Pidiln sp. cuando
se aplicd a la dosis de 5.7 x 10 esp./g de suelo, cuando el pH fue de 5.0. El anta-
gonista no controld significativamente los otros patdgenos, pero las plantas sobre-
vivientes presentaron mayor desarrollo feliar con respecto a tesligos.

Palabras Claves Adicionales: Contral bialégico, anlagonismo.

ABSTRACT

Control of Pyithiwn 8p., Rhizocrenia selani Kuehnand Fusarium oxysporun in Cauliflower
and Cucumber by Trichoderma hargiatiun

Three trials were performed at laboratory of the Agroenomy Department of the Uni-
versidad Nacional, Bogotd, Colombia, to determine the effect of the antagonist fun-
qus Trichoderma harziamen on the disease caused by soilborne pathogens Pythiwm sp.
and Rhizectonia salani in caulifliower plantlets, and Fusarium axysparuwn 1 $p. Cacumerinum
in cucumber. The T harzianun T17 isolate avoided the actip:_m of P_\'l‘.’lmm sp. whe_n.was
applied at 13.2 x 10 spores in suspension/g of soll sterilized previously, with pH's
of 5.0, 5.7 and 6.8. The T15 isolate reduced Pyihiwn sp. incidence up to 61% related
to the pathogen treatment (conirol) with a pH equalled 5.0. Other pathogens were
not controlled significantly by the antagonist. The survivors plants had a larger fo-
liar development in the presence of the antagonist than in ifs absence.

Additional Index Words: Biological control, supressivenas.
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E! control bioldgice de muchos patdgenas scu-
e naturalmente &n los denominadaos suelos su-
presivos. Se realizan esfuerzos enormeas por
pane de diferentes invesligadaras para encontrar,
aislar e identificar los organismes que oeasionan
la supresividad y transmitirlos a suelos conduc:
lives, Sinembarge, dada la complejidad del suelo
cama medio donde se desarrollan l6s sistemas
bidticos responsables del fendmeno, &s ldgico
gue los progresos en este campo sean lenlos y
a veces canfradictorios {1. 8. 10. 11).

Inveslgaciones anteriores en el contrel de Rk
zoctonia selant UNZEaNAO Trichodernia harziunwm
como antagonista, han demostrade resultados
posilives. Los ensayas iniciales lograron reducir
el nivel de incidencia bajo condiciones de labo-

ratorio en plantas de frijol (5, 10, 13. 16), rdbano:

(4, 14), lormale, berenjena (13), alfalfa, remola-
c¢ha azucarera (4), y otras.

Posteriormente sé logro ciero grada de can-
ol del patdgene bajp condicionas de campo an
dultives de papa (9), clavel (8), crisantemos, pe-
tunia (7), mani, irijol y berenjgna (6). También se
ha comprabade una reduccidn en la incidencia
de Pvthium sp. en plantas de arveja (5, 15), y Scle-
rotiwn rolfsii en plamas de tomate (12), papa (9),
manl, frijol y berenjana (8) utllizando = nismo an-
tagonista.

El honge Rhizectonia selans, junta con Pythiwr
spp. son los principales causantes del volca-
miento de plantulas en semilleros. l.a ateccidn se
puede presentar antes de la emsrgencia de la
plantula, 12 cual se pudre o ne logra germinar, y
también se presenta en post-emeraencia, en cuyo

caso se pudre |a base del tallo y las planwlas se

toblan. Estos hongos tambign pueden producir
en diferentes plantas la pudricion basal del tallo,
que uspalmente abyarca tada ja secoion trarnsver-
sal, y provoca la marchitez de las hojas y even-
walmente la muerte de-la planta, como suceds
con el clavel,

Otro honga que se desea controlar bioldgica-
memne es Fusarimn exysperunt, debido a tas difi-
cultades que ha presentado &l control quimico por
la facil reinfestacion de suelos tratados, Este
hango presenta (iversas lermas bieldgicas es-
pecializadas en su patogenicidad a determina-
dos hospedantes, en los cuales produce como
sintlema caracleristico la marghitez de la planta;
alecta @l crisantemo, clavel, peping cohombro,
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melén, lomate, y su impanancia es cada vez ma-
var par los danos gue proveca. Los intentos de
control bieldgico con Trichaderma sp. sdlo han lo-
grade un retrase en la aparician de sintomas de
marchitez en plantas de pepino (1).

En la presente investigacién se utllizaron dos
aislamienios selecclonades de Frichodenna har-
ztanin para el control de R, selani y Pyehiwn Sp.
en plantas de colillor y Fusariwn oxsporum 1. Sp.
cucamerimor €0 'plantas de paplne cohombre. El
obietivo fue determinar el grado de control con
diferentes dosis del antagonista bajo tres niveles
del sueln. También s& evaluo el efecto de la apli-
cacion de T, hargianun &0 @l cigcimiento de las
plantas mencionadas, debido a gue |as investi-
gactanes anterlores daban referencia de un ma-
yar desarrollo vegetal baje el tratamiente con el
antagonista (1, 2, 3).

MATERIALES Y METODOS

En los Laboratorios de la Facultad de Agrono-
mia de la Unlversidad Nacional de Bogota se rea-
lizaron Ires ensayos para evaluar la efectividad
del hongo Trichederma harzianuwm como medio de
contrel de enfermedades causadas por patége-
nos presentes en gl suels. El hango mencionado
se obtuva de la investigacion realizada por Elias
y Arces (10), de la cual se seleccienaron los ais-
lamientos T15 y T17 con base &n la electividad
que presentaran en el control bioldgico de cier-
105 patéuenos,

Cultivos de Microorganismos

Los aislamientos de Trichederma 5@ cullivaron
€n cajas de petri con PDA, medio en &l cual es-
potularan abundantemente. Para inocularlo en el
suelo, se aplicaron 10 ml de agua destilada es-
té7il por caje y se agitd con el objeto de liberar
las esporas y obténer Una suspensién acuosa. La
concentracion de esporas de la suspension se de-
terming inicialmente con el métode de conlea con
hemocitdmetro. Posteriormente se empled a fun-
cién de regresion entre la densidad 6ptica de ia
solucidn y la concentracion de esporas,

En ¢ada ensayo se probo la efectividad del con-
trol biolégico contra un patbgene determinado, Se
utllizes Pyihiion SD. Y Fusaritn exysporam sehl 1. sp.
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cucunerinum, olitemdos por el Dr. Ralph Baker,
de Calarado State University, Fott Sollins, Colo:
rade, y Rhizecronia selan Kughn, enviado por el
Programa de Frijol del CIAT. Para cultivar . v
lani y Pyrhion $& ulilizé el medio de papa reba-
nada y suelo (CPS) (5), para lo cual se empled
suele v papa cortada en proporgion 4:1 de peso
seco/peso fresco. respectivamente, con una. fiu-
medad del 15% con respecto al peso total. Qui-
nigmos gramos de esie madio se colocargn en
erlgnmeayvers de 2.000:ml y se esterilizaron en.au-
toclave a 121°C durante una hora por tres dias
cunseculives, Pesteriorment2 el media se inoculd
con @l hongo que habla crecidd Iniciaimante en

cajas de PDA (papa-dextrosa-agar), y se incubo

duranie siete dias, tempo suficiente para una to-
a2l calbnization del medio, Finalmente, s& mez-
cld con suelo esterilizado. en proporciones
establecidas de acuerde con ensayos prelimmar
res an los cuales se determind la dosis media
efectiva, que fue de 10% de CPS e suelo para
Pyefiiot y 1% para K. velant,

Para la propagacion de F. acvwporwr, S& ulill-

zaran granes de avena mezclades con agua, de

acuerde con la metodologla establecida por
Borda (1);-esle medio se esterilizden el autoClave
a 121°C par una hora duranle tres dias conse-

cutives, ¥ uege se (ncubs a 26°C durante 15 dlas

can el hongo proveniente de cajas petri con PDA.
Finalmente se aplicd al suelo esterilizado a ra-
zon del 3%.

una vez realizada la mezcla de inooulo de pa-
1gano y suelten las proparciones dadas, se dis-
ribuy en los materns como se describe mas
adelante y se aplico el misme dia el indculo de
trichodérine harzivnen para 198 tralamientos gue
asi lo requerfan.

Caracteristicas de los ensayos

El hospedante vegetal utllizado fue la califler
variedad ' Giganfe de Otofio™, |a cual resultd sus-
ceptitle al voicamignta de plantulas causado por
K. xolawy Pyihiam, de acverdo a pruebas prefi-
minares en las cudles se aalacciont por su buen
parcentaje de géerminacidn-entre otras hortalizas.
El pepine cohombro variedad “Poinsett 76" se
uillizéy come hospadania susceptible a F. eayspe-
Finn.

Los exparmentos se realizaron con susla

tranca-limesa procedente de! Parque Simon Bo-
livar de. Bogota: el analisis de suelos reveld un
contenida de matefia Grgdnica dal 10%, Igsloro
asimilable del 10.9%, polasio de 0.32 mefy de

‘suelo y un pH inicial de 5.0, Para oblener aife-

rentes niveles de pH se aplictd Carbonato de Cal-
cio (CACQ,) enproparciones de 2, 4, 6, 10y 16
gramos por kg suelo, luege s& hicieran analisis
de suelo periddicos hasta oblener una estabill-
dad £n'1a reacoign

S montd un disefin completamente al azar
para cada experimente; en un arreglo factonal de
2 x 3% 3, en el cual se cansideraren los efectos
e 3 inoculacion del patbgant versus un 1estige;
fa aplicacion de 7. harzien T15, T17 y el tes-
ligo: y tres nivales de pH; 5.0, 6.2 y 7.3 para los
ansayos con Puhiiun. Se empléaron 5 repeticior
nes.

Las planias se cultivaron en materes plasticos
de 10 em de diametro mayor y 8 cm de altura,
a ¢ada une de los cuales se 25 agragaron 200
g de suelg. La densidad de siembra lue de 5-8
semillag de colifior y de 4-5 semillas de pepine
por matero, @ una prefundidad de 0.5a 1.0.cm.
Los materds se colocaran Baje luminacion con:
tinua praveniente de [Amparas Nuorescentes si-
tuadas a 1 m de alura de los materes y que
proparcionaron 5.000 luX aproximadamente, y
una temparatura promedio de 25°C. La hume-
dad relativa s manluve alrededor dal 70%

L3 enfermedad causada por los paldgenos se
avalun de acuerda a la incigendia y la sintama-
tolngia presente, Se hicieron registros del porcen-
laje de germinacien ¥y numero da planias
enfermas a los B y 15 dias después de |a siam-
bra para el colifior y a (os:15, 30 y 60 dias para
el peping. Finalmente s considero 21 porcentaje
de plantas vivas para €l analisis de los resul-
tados,

E| etecto ge Trichodernu y 82 108 patdgenos sn
&l crecimianto de las plantas s& evalud mediante
medicignes del drea fobar porun meélogo nu dos-
tructive, gua censistig en el use de una plamilla
transparente saffaladacon puntes unifermamente

espaciados en cuadro, a 0.5 ¢m, E comeo de

nuMtes circunscritos a la ldmina faliar da un es-

limative del drea, &l dividir el resultado por una
constante (en aste caso 4, y el dato queda en

_c_mse) segun el espaciamienta fijada.

151



REVISTA ICA, Vol. 25, Julic — Septiembre 1890

RESULTADOS
Evaluacidn del efecto de 7. harziamen sobre Pyr-
hiwm 8p.

De acuerdo al andlisis de varianza de la Tabla
1, se observa el efecto altarnente significativo de

la aplicacién da Pyrhiwn sp. sobre &l porcentaje
de plamasg vivas del coliflor y asi misme de la apl-
cacion del antagonista T harziwnwn, La interac-
cion significativa patdgeno x antagonista cuyos
promedios se presentan en la Tabla 2, y la prueba

da Duncan reallzada sobre los mismoes, indican

que el efecto de la aplicacion de Pyrhium fue sig-
nificativo en el testigo sin 7., karzianen en gl cual

TABLA 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza del porcentajs de sobrevivencia y drea tolior de la coliflor
hajo 1a aplicacion de Awiim p.'y K. solani y del porcentaje de sohrevivencin delipeping eohombio hajo
Ig acclion de F acvapreren.
COLIFLOR PEFING C.
Fuanie da gl Sobreviv. a Areaf follar Sobreviv. 3 Area loliar Sabreviv, a
variacian Puthiion con Mthism R swlari con R selani F usvmparuin
(7Y em* O
Faiogeno P 20423 o 21.4 ns 4766.0 = DA5S ] 738561 -
Antagonista (A} 2 1089.7 L WER T 7343 s 0,300 ns 12767
(<38 = 2 1156.0 A 73,0 ns 5128 ns T5.133 ns 153044 **
Paxn 2 13901 re 192.2 . LR 0217 ns 24034 '
Px8 2 14783 . B5.6 ne 1532.2 - 2.550 R 1307.8 -
AxS 4 IF3P " a8 ns 2792 e 0867 ns 4575  ns
Pxa&xS 4 138.5 ns 128 ns 4238 ns 0184 ns 3300 ns
Eftet 54 1898 J1.e 365.7 722 2086
Cv 8.2 3.0 and 55 276

*  Significalivo al 5% de probabllidad
ns No significalive

= Significativo al 1% de probabilidad

TABLA 2. Efecto de la aplicacldn de Trichsdorns harcuwwan gn el control de enfermatades y el desarrallo de la coll-
Tlior ¥ peping cohombrao,
COLIFLOR PEPING C.
Presencia del  Anta-  Sobreviv. a Areat foliar Sobreviv. a Atea fallar Salireviv. a
patogeno gonsa Prihsior con Methien R sclani con' & ol Fioariwn
o om’ LY em” £
NC 0 2.2 a 7.05 i 5.0 a4 ar 3 2o a
Ti5 &4.0 a 10.15 ab 63.5 a 402 a gs8 B
T17 761 a 9.35 b 726 a .68 -] B23 a
X 70.1 .14 T 1147 84.4
S 0 458 c 496 [ 8.3 a 4,24 2 283 b
T15 58.4 b 822 & 476 4 39 A 6.0 <
TI7 T4 a 12.45 b 583 d .30 3 150 [
X 535 852 547 398 20.4

Pruaba de Duncan al nivel del 5% de signilicancla

Promedios con la misma letra no difieren significativamente
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e dasubteviventia

Test | TB TV

Hongo Antagonista
Sin Pytilum
- Con Pythlum
FIGURA 1. Efectortie |s aplicacion da 7r
chodennd harziainm én 2l e

sarrallo die doliflar enauelos
can Pytharm e,

120 = -

B e mlirevive ncia

5.0 6.0
pH
Pythlumen ealifior
Fueerium en pepino
Rhizootonia en cofitlor

FIGURA 2. Efecto del pH én la sohrevivencia

de| coliftor y pepine cohombre a
patogenos presentes erel sunlo,

redujo @l porcentaje ¢e plantas vivas en un
26:4%, pero disminuyd su -aceién en presencia
dalalslamento T15aun8,. 7% v finalments, can
la aplicacién del aislamiento T17 su efecto pato-
génigo se anulé completamente (Figura 1),

La interaceion significativa del patégene x oH
indica que el efecto del patdgeno sobré el poi-
cantaje de plantas vivas varia segin &l nivel de
pH presenta en el suelo, La Figura 2 muestraque
el pH 6.0 disminuyé ¢l porcentaje de sobreviven-
cla de plantas conirespectaal 1estigo cuando Py-
hiwn Sp. £5tuvo presente en &l suelo, y que en

los sueloscon pH 7.0y 5.0'1a sobrevivencia au-
memd. La interagcion antaganista x pH tambien
resultd significativa, lo cugl indica gue existen di-
ferencias en ef efecto de los aislamientos utiliza-
dos de T, karzinien sobre |a sobrevivencia solo
&n cienos niveles de pH. En [a Figura 3 se ob-
servaque los testigos sin T. harziaman N0 presen-
taron variaciones significativas en el porcentae
¢e plantas vivas en 108 3 niveles de pH evaiua-
dos. Cuando se aplico el aislamiento T15 se 0d-
v unmayer porcentaie de sobrevivencia si el
pH &8 5.0. Finalmenta, en presancia del aisla-
miento T17 se obliene en cualquiera de los pH
considerados, up aumanto en &l 'porc:entaie e
plantas vlvas con respecto al estigu, indicanda
que-eletecto bendfico de T17 s mis estable quea
el d& T15. Solo en el pH 5.0 no-hay diferencias
gnire los.das alslamifentss.

=
o.
5.
2
:.-,.
= s |
2
E
D i
5.0 5.0 7.0
nH

] Testige
) Con T8
Con T17

FIGURA 3. Interaccion del pH x el antagonis
ta-gn la sobredivencia del califlor
a Pythium sp.

.a interascién ge segundo grado: paldgena X
antagonista x pr no fue significativa y pueda in-
terpretarse de tres formas: que |a interaccion pa-
tgeno por antagonisia no varid por efecto del pH
dél suelo. conservandose las diferencias entre
tratamientos, can Ia ventaja favorable del control
biolbgicor que la interacsidn paténeno x pH no s
efactud por la présencia del antagonista y/o que
el comportamiento del-antagonista en los 3 pH's
no Gifinid por efecto de la presencia del patégeno.

El andlisis de varianza para |a vaniable drea to-
liar de la coliflor en &l ensayo de cantrol de Pye-
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Test T15 k T17
Hongo Antegonista

il 8in Bythium
Con' Pythium

FIGURA 4, Efsctode 7. harzianum en el area
fallar del eoliflor en suelbs infecta-
das gon Pythfum ap,

Kiurn con Trichoderm sefala Onicamente efectos
significatives del antagonista y de ia intaraccion
patdgene x antagoenista. En este caso, &l efeclo
giobal del patdgeno no es significativo porgue
£xisten tratamientos que compensan v superan
la pérdida que puede oeasionar Pythiun en el drea
lgliar. Como se observa en la Figura 4 donde se
presenta la interaccidn patdgeno X antagonista,

80

60

40

20

°{n de sobrevivencia

Test Ti5 T17
Hongo Antagonista
Sin' Rhizoctonia
Can Ahzoctania

FIGURA L. Efscto de laaplicacién de Tricho:
wermy farziaeim en el desarrello
de califlor en susloscan §hizoc
taria sofan.

154

aungue el patdgenao puede ccasionar en los tes-
tigos sin Trichoderma una disminucién en el arsa
foliar de un 61.6%, en presencia del aislamiento
T15igualan al tastigo sin Py y.can T17 la su-
peran en un 56.8%. Estes resultados confirman
que los aislamientos de Trichoderna pueden fa-
voreger o estimular el crecimiento vegeral. Tam-
bién, que lus 3 pH's evaluados no altararen asia
conclusidn.

Efecto de T. harzianwn en rhizoctonia soloni

El conlrol de R, soluni con T, harzignum ne fue
efectivo en el ensaye respective, cuyos resulta-
dos del analisis de vananza se presentan en la
Tabla 1. Seebservd 2l electa ¢lel patéaeno en la
disminucién da! parcentaje de plantas vivas y la
interageidn significaliva paltgeno x pH del suelo
(Figuras 5, 2).

En la Figura 2 se ilustra comeo el pH B.2 dis-
minuye el porcentaje de plantas vivas con ras-
pecto al testign 2n presencla de R. solani, mien-
tras que los pH's y 5.0 y 7.3 son menaes favora-
bles a la enfermedad.

£l efecto de T. harzianwm en 8l area foliar de
la colillor en esle ensayo tampoco fue significa-
tivo. Unicamente se obluvo el efecto del pH y la
Interaccién patogene x pH significativas, en forma
similar al comportamiento de la sobrevivencla,

Efecto de T. harglanun &n Fu.s‘am'mn.n;c_\ls]urmm

En este ensavolos resultados obitenidos (Tabla
1) difieren de los anteriores sustancialmante, De
acuerda al ANAVA fueron significalivos el eiecio
de patdgene, del antaganista, la interaceion de
log dos, y la interacaitin del patdgano con el pH.
La relacion patogena x antagonista luvo el efeclo
no deseado de disminuir 8 parcentaje de plan
tas vivas por la prasancia de los alslamientos de
T. harziarnom masain que el tratamiento con solo
el patogeno. Sinembargo, este resullado se ex-
plica Unicamente par la disminucidn en &l por-
centaje de germinacion, locual ne s un sinfoma
reconpelde por el ataque de . axupenen €n pe-
pino-cohombre (Figura 6). Estos resultados In-
dican la necesidad de cambiar la metodologla con
esle hospedante.
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%n do sshrevivencia

Test

Hongo Antagonista

Sin Fusarium
Can Fusanum

FIGLIRA 6. Efacto de la aplicacion de 7richo-
deémz harfanulen el désarrolle
de peplng cohombre sm susles con
Fusanum nx ysporim,

Laintaracoidin pH x patdgene (Figura 2) ilustra
como el pH 6.2 disminuye la sobrevivencia con
respecta allestigd no Intculado, comparado con
los pH 7.3 y 5.0

DISCUSION

Trichoderma hargiamon demosiré poseer la ca-
pacidad necesana para controlar Pythinin sp. el
ctial prospera en sueloy con alta humeded. En cam-
bio Rhizocronia solani N0 1Ue controlado efectiva-
mente, lo cual no evidencia gue ne haya oourndo
el micoparasitisma natural, tal como se ha obiser-
viado én rabajos anteriores: La efectividad dal an-
tagonista posiblemente se allera por efecto de 1as
condiciones ambientales, como todo Grganisma
vivo. Su versatilidad deberia ser bastante amplia
si se desea que controle tanto a Pyrhiws bajo con-
diciones de alta humedad, como a Rhizoctonia so-
lasi, que prospera en suelos con hurmedad
normal, y que sopona bien la sequedad de los
misrries. Adiclonalmente, su efectividad debe ma-
nifestarse en el momento adecuado, es decir,
cuandn ocurre fa germinacion de la semilia y su
acelon debe ser rapida. pues el patégeno que lo-
gra su hospedante vegetal, a su vez escapa de
su antagonista.

Dadas estas razones, es recomendable pen-
sar en la utilizacién de aislamientos de Tricho-
denna 0 de otros hongos antagonistas que cubran

en conjunto una gama de condiciones ambien-
1ales |o suficientemente amplia para brindar una
proteceidn adecuada a la planta.

El cantrol de Fusariun vovsporon ©an Tricha-
derma $p. No ha prosperado en los ensayos en-
caminados a detectar medios para combatir el
patégeno.

En el presente Irabajo se demuestra la nece-
sigad de mod(ficar la metodelogia para el manejo
del indculo de F. exviporun Con el fin dé 'no al:
terar las propiedades fisicas del suglo, los cua-
IEs 58 considera gue son responsables de 14
disminucion del porcentaje de germinacion del
pepino cohombro,

Segun las investigaciones en Estados Unidos,
se ha sugerido la utilizacign de baclerias, como
Bacilles subrilus para el cenmirol de F. ovvsporian,
Las consideraclones p'ara al contral de £ ety g
pormn puEden Ser las mismas que para les an-
leriores patbgenos pera con &l agravante de la
susceptibilidad cantinua del hospedante vegetal.

Una gemostracion clara de'la ventaja en la uti:
llzaciGn del control Bioldgica lo constituye el méa.
yor desarrollo vegetal, lo cual por si solo puede
ser explotado faverablemente. Su usoen la prac-
lica podria hacerse a nivel de semilleros con el
fin die ayudar al control del volcamiento de pian-
ulas, agmantar el porcamtaje de germindcion de
las semillas y e vigor de las plantas, Sin embargo,
esta posibilidad aun no ha sido evaluada experi-
mentalmente.
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