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INTRODUCCION

El suelo es un sustrato donde se llevan a cabo una serie de interacciones
entre sus habitantes, donde cada especie tiene un rol y un nicho a explotar, de
tal manera que sus poblaciones estan en un balance natural hasta que la
intervencion del hombre se lo permite (Garcia, 2002), citado por (Cadenas,

2003).

La rizésfera es la region del suelo inmediata a la raiz, en esta zona la
actividad microbiana suele ser muy intensa, ademas de que la cantidad de
bacterias casi siempre es superior en la rizosfera que en las regiones del suelo
donde no hay raices; esto se debe a que éstas secretan cantidades
considerables de azucares, aminoacidos, hormonas y vitaminas, estimulando
el crecimiento de hongos y bacterias que a menudo forman microcolonias en
la superficie de las raices (Walter et al, 1982). Dentro de éstos
microorganismos encontramos a algunos que producen antibioticos o algin
otro compuesto que inhibe el crecimiento de patogenos del suelo (Cadenas

2003).

La papa (Solanum tuberosum L.) es originaria de la region andina del
Sur de América. Se ha confirmado que la papa ha sido cultivada en estos
lugares desde hace 8,000 anos. De las 2000 especies conocidas en el género
botanico Solanum, aproximadamente de 160-180 son plantas que forman
tubérculos, 8 especies son cultivadas como plantas alimenticias pero solo
Solanum tuberosum esta ampliamente distribuida en todo el mundo. Hoy en
dia la papa es un cultivo de gran importancia en la nutricion humana, ocupa el

cuarto lugar en produccion a nivel mundial, después del trigo, maiz y arroz.
13



En cuanto a sanidad se refiere, la papa tiene cientos de plagas y
patdogenos, incluyendo muchas malezas, insectos, nematodos, hongos,
bacterias y virus, los cuales pueden ser facilmente diseminados por el hombre
debido a la forma de propagacioén vegetativa del cultivo, que es a través de
tubérculos. La rizoctoniasis, también conocida como costra negra (por la
presencia de esclerocios en la superficie de los tubérculos afectados) y cancro
del tallo (por las lesiones necroticas en éste) es una enfermedad que estd

presente en todas las zonas productoras de papa del mundo (Frank, 1981).

Rhizoctonia solani, es un patdgeno del suelo que presenta diferentes
grupos de anastomosis (GA) que difieren en su patogenicidad, virulencia y
rango de hospederos; en el cultivo de la papa encontramos los siguientes
grupos: GA-2, GA-3, GA-4, GA-5, y GA-7 (Alonso, 1994; Pérez, 2000 y
Virgen, 2000), siendo el mas importante GA-3, que causa la enfermedad
conocida como costra negra de la papa (Bains y Bisht, 1995). En un intento
por combatir a esta enfermedad y otras que incluso pueden ser mas
devastadoras como el tizon tardio (Phytophthora infestans), se han utilizado
varios funguicidas que en su inicio resultaron ser efectivos, pero que con el
paso del tiempo, y debido a un mal manejo ha ocasionado que los patdgenos
generen resistencia hacia estos. Por otra parte, el uso irracional de los
pesticidas ha ocasionado que las poblaciones de los organismos benéficos de
la rizosfera decline a tal grado que el indculo de los organismos fitopatogenos
presentes en el suelo aumenten su densidad de poblacion y causen cada dia
mayores pérdidas econdmicas a los productores. En la actualidad, el manejo
de enfermedades es hacia el empleo de productos bioldgicos que permitan en

el corto plazo restablecer la microflora y fauna benéfica de la rizésfera, que se

14



ha visto disminuida por el empleo excesivo de fungicidas, insecticidas y

bactericidas.

Por todos los problemas antes mencionados se plantearon los siguientes

objetivos para la realizacion del presente trabajo:

e Evaluar el antagonismo /n vitro de cepas bacterianas (Bys, *3 y

Hipotesis

BCC-1) aisladas de la rizosfera de papa contra el grupo de
anastomosis, GA-3 de Rhizoctonia solani, causante de la costra
negra de la papa.

Formular concentrados acuosos para su evaluaciéon en
invernadero contra la costra negra de la papa

Identificar las cepas bacterianas aisladas de la rizosfera de papa

mediante pruebas bioquimicas

Al menos un aislado de Bacillus spp sera identificado y tendra actividad

antagénica util para el control de Rhizoctonia solani.

15



REVISION DE LITERATURA
Generalidades del Cultivo de 1a Papa

Historia

El cultivo de la papa es considerado desde hace 500 afios como cultivo
basico de los Incas en el Perti y nativos del altiplano mexicano (Moorby,

1968).

Salamaw (1949), en estudios realizados en la escuela rusa, sefialan a la
Isla de Chiloe, en Chile como el centro de origen de la papa, mientras que
Fernandez (1981), afirma que la papa es originaria de los Andes, entre Pert y
Bolivia, en donde se sabe que el cultivo existio mucho antes de la época de los

Incas.

El centro de origen de la papa es la region del Cuzco y el Lago Titicaca,
por ser el lugar donde existe el mayor nimero de especies silvestres y

cultivadas de esta planta (Bukazov y Christiancen , citados por Lopez, 1987).

La introduccion de la papa a Europa fue en 1970, aunque no fue
ampliamente establecida como un cultivo alimenticio. Eventualmente el
cultivo se estableci6 en areas del norte de este continente, especialmente en
Irlanda, donde a mediados de los ‘70s la dieta de la mayoria de la poblacién

era a base de papa y leche (Brown, 1993).

16



Importancia Mundial

La papa es un cultivo de gran importancia en la nutricion humana,
ocupa el cuarto lugar en produccion a nivel mundial, después del trigo, maiz y
arroz (Niederhauser, 1993). Esta solanicea se cultiva en mas de 125 paises,

con una produccion anual de cerca de 250 millones de toneladas.

Villarreal (1983) menciona que la papa es uno de los alimentos
mas importantes de América, ya que posee proteinas balanceadas de alta

calidad con un alto contenido de lisina, que es un aminoacido basico.

Importancia Nacional

La papa se cultiva en casi todos los estados del pais, comprendido desde
0 hasta 4000 msnm (SARH, 1993). En 1996 la superficie sembrada fue de
64,251 ha con una produccion promedio de 1°271,951 ton. con un rendimiento
promedio de 20 ton/ha (SARH, 1996). Las principales estados productores de
papa en M¢éxico son: Nuevo Leodn, México, Coahuila, Puebla, Chihuahua,
Tlaxcala, Veracruz, Sinaloa y Sonora, aportando el 70% de la produccion

nacional (SAGAR, 1995).

A principios de 1950 en las regiones de los estados de Nuevo Leon y
Coahuila se comenz6 a cultivar papa a escala comercial, hoy en dia llegan a
sembrarse aproximadamente 6,892 ha, motivo por el cual se considera a estos
dos estados como una zona productora importante en la produccion nacional

de papa (SAGAR, 1995).
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Dada la diversidad de condiciones climaticas de cada uno de los estados
antes mencionados, México es uno de los pocos paises que dispone de

tubérculos todo el afio (Cepeda y Gallegos, 2003).

Los rendimientos promedio en las regiones productoras de papa varian
de 10-35 ton/ha, debido a las condiciones climaticas y edaficas de cada una de
ellas, pero principalmente al nivel de tecnologia presente en estas regiones

(Villarreal, 1995; Rangel, 1998), citado por Cepeda y Gallegos, 2003.

Ramos (1992) menciona la importancia del cultivo de la papa en la
region de Arteaga, Coahuila y Navidad, Nuevo Leon, ya que debido a la gran
adaptacion del cultivo y aunado al buen manejo agrondémico del mismo se han

obtenido resultados en rendimiento de hasta 50 ton/ha.

Bayer (1995) menciona que los investigadores y agronomos mexicanos
han logrado adaptar algunas variedades a las diversas regiones econdémicas y
ecologicas del pais, ya que en poco tiempo se han incrementado
considerablemente los rendimientos en variedades como Alpha, Atlantic,

Gigant, entre otras.

A pesar de lo anterior, las enfermedades han sido determinantes para
este cultivo debido a que éstas afectan la cantidad y calidad de la produccion.
Entre las enfermedades mas importantes destacan el tizoén tardio
(Phytophthora infestans), el tizon temprano (Alternaria solani) y la costra
negra de la papa (Rhizoctonia solani). Las pérdidas en papa causadas por ésta

ultima estan en relacion con la proporcion de esclerocios presentes en el suelo
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o tubérculos de siembra, asi como con el grado de emergencia de brotes, el

cual se ve retrasado por la infeccidon de los tubérculos (Smith ez al., 1989).

La Costra Negra de la Papa (Rhizoctonia solani Kiihn)

Antecedentes Historicos

De Candolle en 1815 describié al género Rhizoctonia, asignando el
nombre de R. crocorum (Pers.) D.C. a la especie pardsita del azafran,
posteriormente en 1862, Kiihn describié la enfermedad de la papa

denominandola Rhizoctonia solani (Walker, 1965) .

Ubicacion Taxonomica

La ubicacion taxonomica de la costra negra de la papa, segin

Alexopoulus y Mims (1979) es de la siguiente manera:

Reino............... Mycetae
Division............. Amastigomycota
Subdivision......... Deuteromycotina
Clase......c.ceue.... Deuteromycetes
Subclase.............. Hyphomycetidae
Orden.................. Agonomycetales (Mycelia sterilia)
Género................. Rhizoctonia

Especie................ R. solani Kiihn
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En la cuarta edicion de Alexopoulus et al., (1996) se ubica al género
Rhizoctonia dentro de la clase Basidiomycetes debido a su Teleomorfo

Tanatephorus cucumeris (Frank) Donk.

Distribucion y Hospederos

Rhizoctonia solani ataca una amplia gama de cultivos, entre ellos judia,
remolacha, cruciferas (col, brocoli, repollo, etc), papa, tomate, asi como

muchas ornamentales herbaceas y especies consideradas como malezas en los

cultivos (Smith et al., 1992).

Esta enfermedad ocurre en todo el mundo y causa pérdidas en la

mayoria de los cultivos (Agrios, 1996).

En M¢éxico se encuentran presentes los grupos de anastomosis AG-2,

AG-3, AG-4, AG-5Y AG-7 (Hernandez, 2002).

Comunmente el ataque de este patogeno es limitado, desde la siembra
hasta unas cuatro o seis semanas después; sin embargo en solanaceas puede

ejercer accion patogénica durante todo el ciclo del cultivo (Mendoza, 1996).
R.solani es un hongo habitante del suelo, patégeno de plantas y con un

amplio rango de hospederos (Liu y Sinclar, 1992), que se adapta facilmente a

condiciones diversas en todo el mundo.
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Importancia

Las plantas atacadas por este patdogeno pueden morir antes de emerger
del suelo (ahogamiento preemergente) debido a la obstruccion del meristemo
apical; si las plantas logran emerger, entonces el ataque es en la base del tallo,
donde tiene lugar una pudricién humeda que provoca que las plantulas caigan
y mueran, a este sintoma se le conoce como ahogamiento postemergente
(Romero, 1996), a la vez el investigador menciona que en suelos humedos y
ricos en materia organica el hongo produce en la base del tallo micelio de
color blanco oscuro, sobre el que se originan las basidiosporas, que dan una

apariencia polvorienta, considerandose ésta como la fase perfecta del hongo.

En Meéxico este hongo ha ocasionado pérdidas hasta del 30% en la
produccién de lechuga (Gutiérrez y Romero, 1980) y en el cultivo de frijol ha

originado pérdidas superiores al 50% (Campos, 1987).

La costra negra de la papa reduce la produccion y calidad del tubérculo
(Carling y Leiner, 1990), ocasionando disminucion en el rendimiento

comercial (Otrysko y Banville, 1992).

En condiciones humedas y frescas la enfermedad reduce la calidad de la
cosecha por la formacion de esclerocios, que van de un color negro a un color
café, dando la apariencia de costras en la superficie de los tubérculos

(Holguin, 1999).

Platt (1989) demostré que las semillas infestadas por este patdégeno

reducen el vigor de las plantas en un 15 % después de 30 dias de siembra.
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Carling y Leiner (1989) sefialan que el indculo del hongo presente en
los tubérculos de papa retarda la emergencia hasta en un 23.9% de la

poblacién.

La enfermedad afecta la calidad culinaria y sanitaria de los tubérculos,
pero en relacion a la pérdida en los rendimientos, en la literatura existen

reportes contradictorios (Castro, 1989).

En el estado de Puebla R. solani presenta una incidencia en tubérculos
de papa de un 75% (Mendoza y Campos, 1991); en el estado de Hidalgo, de
un 35% (Ponce y Mendoza, 1992); y de un 97% en el estado de Nuevo Leodn,
(Hernandez et al., 1993), citados por Lopez, (1997).

Caracteristicas morfologicas

Las caracteristicas de R. solani son: ramificaciones en angulo recto
(Fig.1), un septo en la ramificacion cercana al punto de origen, desarrollo de
c¢lulas moniloides y multinucleadas (tres 0 mas nucleos por célula) (Ogoshi,

1987).

Figura 1. Ramificacion en dngulo recto de Rhizoctonia solani
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El micelio es hialino en un principio y se va tornando de un color café a
castafio oscuro conforme va desarrollando (Barnett y Hunter, 1987). Los
eslerocios son masa compactas de células moniloides o hifas no diferenciadas
de color variable segun la especie; café (R. solani), salmén (R. oryzae), blanco
(R. cerealis). El diametro de los esclerocios varia de menos de 1 hasta 8 mm y
pueden presentarse dentro o fuera del hospedero (Sneh et al., 1991). El estado
teleomorfico o sexual se presenta en Tanatephorus cucumeris (Frank) Donk.
La fase teleomorfica de R. solani se caracteriza por poseer basidios
subcilindricos o claviformes con cuatro esterigmas que salen a manera de
verrugas, adoptando después la forma de un cuerno, las basidiosporas son
elipsoidales u oblongas con paredes delgadas aplanadas en el lado interno, un

poco mas ancha en la porcion media (Gilman, 1963).

Epidemiologia

R. solani se incrementa en terrenos donde se cultiva papa como un
monocultivo o en terrenos donde se hacen rotaciones muy eventuales con
otros cultivos, o bien donde se usa semilla infestada con esclerocios, suelos
con temperaturas bajas (18°C 6ptima) y altos niveles de humedad, (Hooker,

1990).

La costra negra de la papa es mas severa en suelos moderadamente
hiimedos que en suelos secos o inundados, (Agrios, 1996). Por su parte
Carling y Leiner, (1990) sefialan que este hongo es mas frecuente en lugares

con climas frescos y himedos que en ambientes calidos y secos.
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Sintomatologia

En condiciones favorables el hongo ataca plantulas antes o después de
que estas emerjan; las lesiones son hundidas de color rojizo, de tamafno
variable, si las condiciones son las 6ptimas para el hongo (exceso de humedad
en el suelo y temperatura alrededor de 15°C) puede causar estrangulamiento o

bien pudricion de brotes (Mendoza y Pinto, 1985).

Agrios, (1991), establece que en la mayoria de las plantas los sintomas
son ahogamiento de plantulas, pudricion de raiz y plantas adultas, cancer de
tallos, y en la superficie de tubérculos la presencia de esclerocios negros

endurecidos conocidos como costra negra (Fig.2).

Figura 2. Sintomas de Rhizoctonia solani en tubérculo de papa (costra negra)
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Medidas de Control

Debido a que la enfermedad es muy dificil de controlar o manejar la
unica alternativa para disminuir los dafios causados por este hongo es
mediante técnicas de un manejo integrado de la enfermedad. Hernandez ef al.,
(1993) sefialan que este hongo es muy dificil de controlar, debido a que no

existen medidas précticas y efectivas de control.

Romero (1988) senala que para reducir danos de este hongo debe
contarse con un buen drenaje, erradicacién de malezas, rotacion de cultivos,
incluyendo pastos y cereales, modificar fechas de siembra para evadir el

tiempo frio y humedo que favorecen al patogeno.

Control Quimico

Agrios (1996) sefiala que hay varios fungicidas incluyendo algunos de
contacto como el iprodione y clorotalonil, asi como algunos sistémicos
(carboxina, triadimefon y tiofanato de metilo) que proporcionan un buen

control de la enfermedad.

Ugalde (1993), (citado por Cepeda 2003) senala que los mejores
fungicidas para el control de la incidencia de la enfermedad son el

Pencycuron, el PCNB vy la anilazina.

Romero (1988) menciona que en campo, se pueden reducir los dafios de

Rhizoctonia solani aplicando terraclor (PCNB, 12.5 kg/ha) o benomilo a 1000

ppm.
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Control Cultural

Agrios (1996) sefiala que el uso de semilla libre de esclerocios es una

buena medida de control para reducir pérdidas por esta enfermedad.

Para reducir los dafios ocasionados por R. solani, debe ponerse especial
atencion en la seleccion de los tubérculos, suelo con buen drenaje,
erradicacion de malezas, rotacion de cultivos incluyendo pastos y cereales y
manejar fechas de siembra evadiendo el tiempo frio y himedo que favorecen

al patogeno (Romero, 1988).

Roberts y Boothroyd (1978) sugieren la plantacion poco profunda de los
tubérculos; ademds mencionan que si a los tubérculos de siembra se les
permite que broten a la luz, en una semana se formaran brotes verdes y

vigorosos que resistan la penetracion del hongo.

Control biologico

Aunque en la practica, el control biologico solamente debe ser
considerado como un componente del control integrado, en algunos paises ya
se tienen a nivel comercial algunos microorganismos antagonistas para

controlar algunas enfermedades de las plantas (Lewis y Papavizas, 1991).

Muchos métodos de control de las enfermedades de las plantas son de

naturaleza esencialmente biologica; uno de los objetivos de dicho método es
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alterar el comportamiento del ecosistema del cultivo para perjudicar al
patogeno (Manners, 1986); el otro objetivo del control bioloégico no es la
erradicacion de una plaga o enfermedad, sino la reduccion de éstas a niveles

economicos de la densidad de poblacion (N.A.S., 1986).

Entre los enemigos naturales de R. solani, los mas eficientes son

Trichoderma harzianum, Rhizoctonia binucleada (Gutiérrez y Torres, 1990).

Liu y Baker (1980) observaron en laboratorio que 7richoderma
harzianum es capaz de atacar a Rhizoctonia solani; por su parte Sidhu y
Young (1991) (citados por Carvajal, 2003) detectaron que el hongo Laetisaria

arvalis ejercia control sobre el hongo.

Virgen y Lopez (1992) reportaron a la bacteria Bacillus subtilis como

antagonica de Rhizoctonia solani in vitro.

Bacillus subtilis tiene una marcada antibiosis sobre Fusarium
oxysporum f sp niveum en pruebas de laboratorio, deformando y destruyendo
especialmente el micelio. La inoculacion con 1.6X10° bacterias por 100
gramos de semilla, protegio la raiz de sandia mejor que la dosis comercial

(8X10°) contra el ataque de este patogeno (Diaz, 1990).
Herrera y Herrera (1963) encontraron que el antibidtico producido por

B. subtilis es capaz de inhibir a R. solani, Alternaria sp y parcialmente a

Colletotrichum sp.
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Castafieda (2001) utiliz6 a B. subtilis y Bacillus sp. para evaluar técnicas
de antagonismo in vitro, en sus resultados determin6 que B. subtilis presenta
un efecto antagonista hacia Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum y

Rhizoctonia solani.

Ensayos realizados por De la Garza (1996) muestran que la aplicacion
de B. subtilis en drupaceas con una suspension de 10° células por ml reduce la
pudricion de los frutos causada por Monilia fruticola. Este mismo autor sefiala
que la bacteria a una dosis de 10° a 107 células bacterianas por ml se utilizo
para inocular semillas de cebada, trigo y avena sembradas en terrenos
infestados con R. solani, Pythium sp. y Fusarium sp. lo cual aument6 el

crecimiento y rendimiento de las cosechas (Citado por Castafieda, 2001).

De las bacterias del género Bacillus utilizadas para el control biologico
existen algunas que a futuro pueden ser indispensables para tal efecto, tal es el
caso de B. mesentericus, B. obicuitarius, B.agri, B. mutabilis, B. rufescens, B.

cereus, B. macerans, B. brevis, B. maculatus, B. palustris, B. granularis y B.

fusiformis (Bryan, 1981).

Las especies de Bacillus son las mas estudiadas por su amplia variedad
en la habilidad de controlar enfermedades en las plantas. Estas especies son
las mejores candidatas para el control biologico de fitopatégenos debido a que
producen endosporas que son tolerantes a la temperatura y a la desecacion

(Weller, 1988).
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Modo de Accion de los Microorganismos Antagonicos

Los mecanismos que afectan a las poblaciones de patdogenos, no siempre
son claros pero en general se pueden atribuir a uno de los siguientes factores:
parasitismo directo y muerte del patogeno; competencia por el alimento;
efectos toxicos directos sobre el patdgeno por medio de sustancias antibioticas
liberadas por el antagonista. Los microorganismos antagonistas que se
incorporan al suelo de un campo de cultivo no pueden competir con la
microbiota que existe en ¢l y no sobreviven durante mucho tiempo (Agrios,

1996).

En la superficie del suelo existen numerosas bacterias, la mayoria de
ellas del tipo gram negativas saprofitas de los géneros Erwinia, Pseudomonas

y Xanthomonas, y en menor numero gram positivos como Bacillus y

Lactobacillus (Agrios, 1996).

Los hongos del suelo coexisten con varios microorganismos
antagonistas que causan un ambiente de inanicién y de metabolitos toxicos;
las esporas de muchos hongos que viven en el suelo son incapaces de
germinar en este o sus tubos germinativos mueren rapidamente; sin embargo
esto se contrarresta por los exudados de la raiz de las plantas hospederas que
crecen en las cercanias, por lo que las esporas pueden germinar e iniciar la

infeccion (Agrios, 1996).

Antagonismo
Todo organismo que se opone de alguna manera a la accidn, presencia o

supervivencia de otro, se considera que es un organismo antagonista. Esta
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relacion antagonica puede manifestarse por antibiosis, lisis, reacciones
inmunoldgicas, competencia, parasitismo y predacion; siendo las mads
importantes en el control biologico de fitopatdgenos en el hiperparasitismo, la
antibiosis y la competencia. El antagonismo es un fendmeno que se observa
entre microorganismos del suelo y también en la rizésfera, los antagonistas
producen antibidticos, actlan en competencia por nutrientes y/o inducen

resistencia en el hospedero (De la Garza, 1996).
Antibiosis

Es la inhibiciébn o destruccion de un organismo por el producto
metabolico de otro; es extremadamente comin entre los microorganismos, las
contaminaciones bacterianas detienen en los cultivos con frecuencia el
desarrollo de hongos (De la Garza, 1996).

Fungistatico

Es un compuesto que evita el crecimiento de un hongo sin matarlo

(Agrios, 1996).

Antibiotico

Es una sustancia quimica derivada de un organismo vivo, que es capaz
de inhibir o incluso destruir el crecimiento de los microorganismos patdégenos

(Burdon, 1978).
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Las sustancias antibioticas son activas, razonablemente estables, no
fitotoxicas y absorbidas rapidamente, pero no se acumulan en las frutas y
hortalizas; algunas actiian como protectores externos, otros se acumulan en las
capas subepidérmicas y las restantes son claramente sistematicos (Stackman y

Harrar, 1968).

Competencia

Cuando dos especies ocupan un mismo habitat y utilizan uno o varios
de los mismos recursos, ambas poblaciones crecerdn hasta un punto en que la
mortalidad se equilibra con la reproduccion. Cuando el elemento requerido es
esencial, las dos poblaciones serdn inevitablemente mas pequeiias que si

ocupasen el habitat solo una de ellas (Nason y Dehaan, 1982).

En algunos casos de competencia microbiana, un microorganismo
puede inhibir el crecimiento o metabolismo de otros. Esto puede producirse
mediante la excrecion de inhibidores especificos, como los antibidticos, o
debido a la actividad fisiologica de un organismo que produce un producto
toxico, como el acido que resulta de la fermentacion de los azicares (Madigan

et. al., 1988).

Inhibicion

Es la reduccion del crecimiento microbiano a causa de una disminucion
del numero de organismos presentes, o de alteraciones en el entorno

microbiano (Madigan ef al., 1988).
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Dada la importancia que reviste actualmente el manejo de plagas y
enfermedades de los cultivos agricolas, y principalmente el cultivo de la papa
donde se utilizan una gran cantidad y variedad de funguicidas para el control
de enfermedades del suelo como costra negra (R. solani), antracnosis
(Colletotrichum  coccodes), marchitez (Fusarium sp), tizon tardio
(Phytophthora infestans), rofia de la papa (Streptomyces scabies), todas €stas
reportadas en las zonas paperas de México, y particularmente en el area de
influencia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, aunado a los
primeros reportes de resistencia de diversos grupos de R. solani a fungicidas,
se planteo buscar alternativas biologicas como el empleo de bacterias
antagonicas previamente reportadas para el combate de enfermedades del
suelo, utilizando a la costra negra de la papa (R. solani) como modelo
experimental de enfermedades del suelo en papa y a bacterias esporuladas del

tipo de Bacillus spp como antagonicas hacia este hongo.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area de trabajo

Las pruebas de antagonismo bacteriano de los aislados esporulados de
experimentos de laboratorio (cepas Bj;s, BCC-1 y #*3) contra el hongo
(Rhizoctonia solani) se llevaron a cabo en el laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria “Antonio
Narro” (U.A.A.A.N.). El ensayo experimental de invernadero se efectud en el
invernadero del Departamento de Parasitologia localizado en la Region
Noreste de la Universidad, la cual se encuentra ubicada a 25° 25° de latitud
norte y 101° 00’ de longitud oeste con una altura sobre el nivel del mar de

1588 metros.

Obtencion del Material Biologico

Bacterias Antagonicas

El aislado de la cepa B;s se obtuvo del proyecto ‘“Aislamiento e
identificacioén de actinomicetos de rizosfera de suelo con actividad antagonica
contra R. solani de las zonas paperas de Coahuila y Nuevo Ledn (Castillo,
2001) aislada de la rizésfera de papa (reportada por Castillo 2001); el aislado
BCC-1 se obtuvo de una cepa contaminada de laboratorio de cultivo de
Colletotrichum coccodes); el aislado *3 es producto del proyecto de Tesis de
Maestria en proceso de Romel de la Garza; y B. subtilis aislado del producto

. . MR
comercial Kodiak ™.

33



Cultivo del Hongo Rhizoctonia solani

El grupo de anastomosis causante de la costra negra de la papa (GA3),
fue proporcionado por el Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de

Parasitologia de la U.A.A.A.N.

Activacion del material biologico

Para la recuperacion de cada una de las cepas bacterianas se tomo6 una
asada del cultivo en refrigeracidon y se sembrd en cajas petri con agar nutritivo
(pH 7.0) mediante la técnica de estria cruzada. Una vez realizada la siembra
en las placas se incubaron durante 24-48 h a 28°C. Para corroborar la pureza
de estas colonias, se tomo una colonia aislada y se volvio a realizar la siembra
mediante la misma técnica. La estria se hizo lo mas cerrada posible al
principio y separada al final para que se fuera diluyendo la concentracion de

in6culo en el asa y poder tener colonias aisladas de la bacteria.

Una vez corroborada la pureza se realizo otra siembra y se incubo por
144 h a 28°C, de donde cada 24 h se realizad un frotis en vivo y tincion de
gram para observar al microscopio compuesto las caracteristicas morfoldgicas
de cada una de las cepas y determinar el tiempo que la bacteria tardd en

producir y liberar la espora (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Caracteristicas de crecimiento de los aislados antagonicos al crecer en

Agar Nutritivo.
Tiempo (h) Fase de la b a c¢c t e r 1 a
BCC-1 Bis *3

24 Vegetativa Vegetativa Vegetativa
48 Vegetativa Vegetativa Vegetativa
72 Formacion de espora Vegetativa Formacion de espora
96 Liberacion de espora Vegetativa Las tres fases
120 Espora Formacion de espora Las tres fases
144 Espora Liberacion de espora Espora

La recuperacion de la cepa del hongo Rhizoctonia solani se realizd en
cajas petri con medio de cultivo agar nutritivo (AN) y papa dextrosa agar
(PDA). Con un sacabocados estéril se tomd un explante del hongo y se coloco
al centro de la placa con medio de cultivo para su reproduccion; para
corroborar la pureza de la cepa se realizaron preparaciones en portaobjetos

con lactofenol y se observaron al microscopio compuesto.

Evaluacion de la Actividad Antagonica de las Cepas Bacterianas contra

Rhizoctonia solani

Para realizar las confrontaciones se utilizd6 medio de cultivo agar
nutritivo, el cual favorece el crecimiento de los organismos en cuestion
(Garcia et al., 2002). El método utilizado para este fin fue el propuesto por
Korsten et al.,(1995) (citado por Cadenas, 2003). En una caja petri sin medio

de cultivo se marcaron dos ejes, uno vertical y otro horizontal; en la
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interseccion de éstos se marco un punto, el cual represento el centro de la caja.
A partir del centro se midieron 3.5 cm a cada uno de los puntos cardinales y se
colocé una marca. Esta caja marcada sirvio como molde para posteriormente
realizar las confrontaciones, colocando al centro de la caja con medio de
cultivo el explante del hongo y en los cuatro puntos cardinales la bacteria

antagonica.

Pruebas de Antagonismo in vitro

Con un sacabocados estéril de 5 mm de didmetro se marcaron
suficientes explantes del hongo sembrado en cajas con medio de cultivo PDA.
Posteriormente con una aguja de diseccion se colocd un explante del hongo en
el centro de la caja petri con medio de cultivo AN y con un asa microbiologica
también estéril se coloco el indculo de la bacteria en cuestion en cada uno de
los cuatro puntos marcados en los ejes. La caja petri se rotuldé con los datos
correspondientes de la bacteria en cuestion. Este procedimiento se llevo a cabo

para cada una de las bacterias antagdnicas en estudio.

En otra caja petri con medio de cultivo AN se colocd un explante del
hongo al centro de la misma, esta caja es la que sirvido como testigo para las

pruebas de confrontacion.

Después de la identificacion las cajas se sellaron con kleen pack para
incubar a 28°C hasta que el hongo testigo llenara por completo la misma. Cada
24 h se midio el crecimiento del hongo hacia la bacteria, reportando la media
de cuatro repeticiones como una sola medida y analizando los datos de cada

cepa en un Disefio Completamente al Azar.
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Para transformar el crecimiento del hongo en porciento de inhibicidn, se

utilizo la férmula propuesta por Skidmore (1976) citado por Garcia (2002):

ke
Gl 0
Donde:

GI = Porciento de inhibicion

Kr = Distancia (cm) del crecimiento del hongo, medida del punto de

inoculacion al margen de la colonia en la caja petri utilizada como testigo

rl = Distancia del crecimiento del hongo, a partir del punto de inoculacion al

margen de la colonia en direccion del antagonista

37



Propagacion y Obtencion de Esporas de las Cepas Bacterianas

La bacteria se inoculd a matraces con caldo nutritivo estéril con un asa
bacterioldgica y se coloco este en el agitador a 150 rpm y 29°C durante tres

dias (Fig. 3).

Figura 3. Matraces en agitacion con caldo nutritivo inoculado con las cepas bacterianas

Posteriormente se tomaron 5 ml con una pipeta estéril y se inoculd
homogéneamente en frascos con agar nutritivo (AN) para la produccion de

esporas en fase sélida.

La conservaciéon de las bacterias se llevo a cabo en placas con medio
agar nutritivo y la propagacion de las mismas se hizo de la siguiente manera:
en un frasco rectangular de 2 1 de capacidad se prepararon 225 ml de AN y se

dejo solidificar de manera horizontal (Fig. 4).
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Los frascos se incubaron a 29°C durante 5-8 dias y posteriormente se
hizo un barrido del crecimiento bacteriano para recolectar las bacterias en
tubos de ensaye de 50 ml y calcular la concentracién de bacterias en ntimero
de esporas por ml, lo anterior se hizo por medio de la cAmara de Neubauer o
hemacitometro. Antes de realizar el barrido se hizo un frotis in vivo para

corroborar la pureza de la bacteria y presencia de esporas.

Figura 4. Produccion de esporas en laboratorio de las cepas bacterianas del tipo de

Bacillus spp

La concentracion obtenida en el laboratorio se ajustd6 a una
concentraciéon de 1X10’, que es la concentracion recomendada

comercialmente para otras bacterias antagdénicas, como es el caso de Bacillus

subtilis (Kodiak™™).
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Conteo de Esporas

Para realizar el conteo de esporas de la solucidén stock obtenida de cada
una de las bacterias se realizaron 3 diluciones en tubos Erpendor con agua
destilada estéril (9:1). Posteriormente se tomd con una micropipeta una
muestra de 100 microlitros para colocarla en la camara de Neubauer y realizar
el conteo bajo el microscopio compuesto. Para el célculo de el nimero de
esporas por mililitro se contaron 5 cuadros de 16 cuadrantes cada uno y se
dividio entre cinco para sacar el promedio por cuadro. Posteriormente se
multiplico por 25, que es el nimero de cuadros de la camara, por 1000, que es
el namero de diluciones (107), y por 10,000, que es la profundidad del

hemacitémetro (Fig. 5).

La formula para obtener el nimero de esporas por ml esta dada por:

No de esporas/ml = [(Numero total de esporas contadas en 5 cuadros)/5]1X25X1000X10000

Figura 5. Camara de Neubauer o hemacitometro
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Pruebas Bioquimicas de Identificacion de Cepas de Bacillus spp

El género Bacillus comprende las bacterias en forma de baston capaces
de formar endosporas refractiles aecrébicamente, las cuales son mas resistentes
que las células vegetativas al calor, sequia y otros agentes adversos, ademas
este género es generalmente catalasa positivo. Debido a la gran dificultad para
diferenciar a las especies, no solo de este género, sino de la gran mayoria de
géneros y especies bacterianas, es necesario llevar a cabo una serie de
métodos y pruebas en diferentes medios de cultivo para hacer una

clasificacion de éstas.

En el presente trabajo se realizaron una serie de pruebas bioquimicas en
laboratorio para la identificacion de las cepas bacterianas utilizadas durante el

mismo (Cuadro 2).

Ensayo Experimental de Antagonismo en Invernadero

El experimento se realizd6 en el invernadero del Departamento de
Parasitologia ubicado en la parte Noreste de la Universidad, colindando al
Norte con los invernaderos del Departamento de Forestal. Este se llevo a cabo
en una cama de 1x7 m, en la cual se sembraron papas inoculadas con las
bacterias antagonicas colocando seis tubérculos por tratamiento, los cuales
fueron: aislado de la cepa B;s aislada de la rizosfera de papa (reportada por
Castillo 2001) ; BCC-1 (contaminante de Ilaboratorio de cultivo de
Colletotrichum coccodes); *3 (cepa aislada y reportada clave de Tesis de
Maestria en proceso por Romel de la Garza, 2004; Bacillus subtilis (aislado
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Cuadro 2. Pruebas bioquimicas realizadas en laboratorio para la identificacion de las cepas
Bis, BCC-1y *3

Prueba

Tincion de Gram.

Prueba de Ryo

Tipo de espora

Crecimiento en agar anaerobico

Voges-Proskauer

Utilizacion de arabinosa

Utilizacion de manitol

Hidrolisis de almidon

Caseinasa

Reduccion de nitratos

Crec. en cloruro de sodio (7%)

Crecimiento a 3°C

Temperatura méxima de crec.

Utilizacion de citratos

Crec. en pH 5.7

Motilidad

Licuefaccion de gelatina

Oxido/fermentacion

Catalasa

Crecimiento en YDC

Las pruebas anteriores se citan en el Manual de agricultura No 427
(Gordon, E.R., 1973), en la Guia para practicas de microbiologia general
(Castillo,T.J, 1973) y en el Manual de Bergey (1974).

k™®); Pentacloro nitrobenceno (PCNB) como

del producto Comercial Kodia
testigo comercial; Mezcla de las tres cepas bacterianas de laboratorio

(B15tBCC-1+3); y un testigo absoluto.
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El suelo de la cama fue previamente inoculado con esclerocios de R.
solani para asegurar la presencia de la enfermedad. El material enfermo fue
colectado de los mercados de la ciudad y la obtencidon de los esclerocios se
hizo retirando la céscara con sintomas y signos caracteristicos, la cual se puso
a secar para posteriormente molerla en la licuadora hasta obtener el polvo que

se aplico al suelo.

La cama experimental fue previamente surcada de forma manual,
posteriormente a cada surco se le aplico aproximadamente 2.5 g del polvo con
esclerocios y se fertilizdé con 17-17-17 (15 g aprox.); la papa se coloco en el
surco, la cual se sumergid previamente en la solucion a probar para inocularla
con el tratamiento o producto a probar (bacteria, mezcla, PCNB). Cada
tratamiento se regd con una solucion liquida de fertilizantes que consistio de:
Biozime TFM® como regulador de crecimiento (10 ml), Raizplant™™® como
enraizador (10 ml) y Bionex™™ como coadyuvante (2 ml). Finalmente se
cubrid el surco con suelo y se tapo la cama con hule para acelerar la brotacion

y emergencia (Fig. 6).

Las variables medidas en invernadero fueron peso total (PT), peso de
tubérculos (Ptub) y peso del follaje (PF), todos por planta (repeticion). Para
medir las variables se realizo la cosecha en bolsas de papel destrasa y se llevo
a laboratorio para pesar el contenido (PT); posteriormente se retir6 el follaje y
se peso el tubérculo o rendimiento (Ptub); el peso del follaje se sacd por

diferencia entre las dos variables pesadas (PF=PT-Ptub).

El disefio utilizado para el analisis de los datos de laboratorio e

invernadero fue un Disefio Completamente al Azar (DCA) con igual nimero
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de repeticiones (cinco) en laboratorio y con diferente nimero de repeticiones
en invernadero (un dato perdido en el tratamiento con BCC-1). En laboratorio

cada repeticion representa la media de cuatro mediciones.

Los datos se analizaron bajo el DCA que funciona bajo el siguiente

modelo estadistico:

Yij: },L+Ti+Eij donde:

Y= valor observado de la variable
u = efecto de la media general del experimento
Ti= efecto del iésimo tratamiento

Ejj= error experimental
Para la comparacion de medias se utilizo la Diferencia Minima

Significativa (DMS) al 0.05% para la variable de laboratorio con la formula

siguiente:

2:2

DMs —

donde:
s’= cuadrado medio del error

r= numero de repeticiones
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Para la variable de invernadero se uso una prueba de “t” dela forma

siguiente:

donde:
Xi= media del tratamiento 1
Xj=media del tratamiento j

sd= error estandar de la diferencia entre las mediasie j
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Fig. 6. Representacion esquematica del ensayo experimental en invernadero

b) Aplicacion del polvo con Rhizoctonia y
fertilizante (17-17-17)

c) Siembra de la papa inoculada d) Fertilizacion con la mezcla
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RESULTADOS Y DISCUSION

Antagonismo in vitro

Los datos obtenidos en laboratorio (Cuadro 3) muestran una clara
diferencia entre las cepas utilizadas con respecto al testigo, por lo cual se
considera al antagonismo in vifro como una buena técnica para conocer los

efectos de las bacterias sobre hongos causantes de enfermedades.

El aislado de la cepa B;s muestra en menor tiempo mayor porcentaje de
inhibicion contra Rhizoctonia solani (92.68%), resultado semejante a lo

reportado por Garcia (2002) y Cadenas (2003).

La bacteria B;s mostro el mejor antagonismo hacia el hongo causante de
la costra negra de la papa (R. solani), (Fig. 7), ya que en un menor tiempo (48
h) inhibi6 el crecimiento de éste (92.68% de inhibicion). Las cepas *3 y BCC-
1 mostraron resultados similares en cuanto al tiempo y forma de inhibicion
con un porcentaje de inhibicion de 53.14 y 56.4%, respectivamente (Fig. 8).
Los analisis estadisticos muestran que hay una diferencia significativa entre
tratamientos, encontrando hasta cuatro grupos de significancia en Ia
interaccion tiempo-tratamiento (Cuadro 3). Se aprecia también que en el
tiempo de 24 h las cepas BCC-1 y *3 dejaron crecer menos al hongo,
tendencia que tiende a cambiar a partir de las 72 horas en el siguiente orden:
Bis, *3 BCC-1 y testigo, no mostrando diferencia significativa entre los
tratamientos BCC-1 y *3, pero si con respecto al testigo. De acuerdo con De la
Garza (1996) (citado por Cadenas, 2003), la cepa B;s ejerce su poder

antagonista mediante competencia, ya que presenta una alta capacidad para
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desarrollarse y difundirse sobre el medio de cultivo inhibiendo el desarrollo de

R. solani y de otros hongos, mientras que las cepas *3 y BCC-1 inhiben por

antibiosis dado que al parecer el crecimiento del hongo se detiene antes de

llegar al crecimiento de la bacteria, factiblemente debido a una sustancia de

excrecion biocida, no asi para con el aislado Bys, el cual crece aun sobre el

desarrollo del hongo (Fig. 7).

Cuadro 3. Medias (cm) del radio del crecimiento micelial de Rhizoctonia solani en

presencia de bacterias antagonicas a diferentes tiempos de incubacion

Tratamiento T I E M P O
24 48 72 96 120 144
Bis 0.367 B | 0.256 B | 0.256 C | 0.256 D | 0.256 D | 0.256 D
*3 0.222BC| 041 B [ 0.746 B | 1.358 B | 1.598 B | 1.64 B
BCC-1 0.13C | 04B |088 B |1.236 C| 1.31 C | 1526 B
Testigo 1.12 A | 1.92 A | 255 A |3.112 A| 344 A | 35 A

* Medias con la misma letra no muestran diferencia significativa

Figura 7. Inhibicion del crecimiento de Rhizoctonia solani por el aislado antagénico Bis
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Figura 8. Inhibicion in vitro de Rhizoctonia solani por la cepa BCC-1 (Izquierda) y *3
(Derecha)

Pruebas Bioquimicas

De acuerdo a las pruebas bioquimicas realizadas en el laboratorio
(Cuadro 4, Figuras 9-14) y siguiendo las claves de el manual de agricultura
No. 427 The Genus Bacillus (Gordon, 1973) se determindé que las cepas

utilizadas para el presente trabajo correspondian a las siguientes especies:

BCC-1------- ---Bacillus polymyxa con un 99% de similitud
K e Bacillus subtilis con un 100% de similitud
Bis Bacillus pumilus con un 94.12% de similitud

La cepa B;s5 se identific6 como B. pumilus debido al porcentaje de
similaridad con esta especie (94.12%), alin que con la clave utilizada se llegd
a la especie de Bacillus megaterium, con la cual se presentd una similitud de

apenas un 90% en las pruebas bioquimicas, sin tomar en cuenta las
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caracteristicas coloniales, las cuales concuerdan totalmente con las de B.

pumilus.

Cuadro 4. Resultados de las pruebas bioquimicas y comparacién con las especies

identificadas
B A C T E R 1 A
Prueba B. Bis B. BCC-1 B. *3 B.
megaterium pumilus poymyxa subtilis
Gram + + + + + + +
Ryu Nd - Nd - nd - nd
Espora S/T S S/T S T S T
Crec. en agar - - - + + - -
anaerobico
V-P - - + + + + +
Utilizacion + + + + + + +
de arabinosa
Utilizacion + + + + + + +
de manitol
Hidrolisis de + - - + + + +
almidon
Caseinaza + + + + + + +
Reduccion de D - - + + + +
nitratos
Crec. en + + + - - + +
NaCl (7%)
Crec.a3C + + + - - + +
Temp. 45°C 45C | 45-50C | 45C | 35-45C | 55C | 55¢C
maxima de
crecimiento
Utilizacion + + + - - - +
de citratos
Crec. en pH + + + + + + +
5.7
Motilidad + + + + + + +
Licuefaccion + - - - nd + +
de gelatina
O/F nd + Nd + + + +
Catalasa + + + + + + +
Crecimiento nd + Nd + nd + nd
en YDC

nd = no determinado, S = Subterminal, T = Terminal, d = difiere.
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Figura 9. Prueba de hidrolisis de almidon por las cepas Bisy *3

Figura 10. Prueba de Voges- Proskauer
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Figura 11. Prueba de reduccion de nitratos

Figura 12. Prueba de Oxidacion-Fermentacion
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Figura 13. Crecimiento en caldo nutritivo con cloruro de sodio al 7%

Figura 14. Prueba de Ryu (Izquierda, positivo; derecha, negativo)
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Experimento de Invernadero

La incidencia y severidad de Rhizoctonia solani sobre los tubérculos y
tallos de papa mostraron datos muy heterogéneos que incluyeron a un testigo
sin la presencia de la enfermedad por lo que solo se analizaron los efectos
sobre biomasa producidos en cada uno de los tratamientos. El tratamiento con
la inoculacion de la bacteria Bys fue el que presentd datos de variables de
produccién con mayor valor, aunque no hubo diferencia significativa entre los
tratamientos utilizados. La tnica diferencia observada fue con las cepas *3 y
Bis con respecto al testigo en las variables Peso Total (PT) y Peso del
Tubérculo (Ptub), mientras que en la variable Peso de Follaje (PF) no hubo

diferencias entre tratamientos (Cuadro 5).

Trabajos realizados con anterioridad por Cadenas (2003), Castillo
(2001), Lagunas (2001) y Gutiérrez (2002) muestran inhibicidn in vitro sobre
cultivo de hongos fitopatdogenos como Rhizoctonia solani, Phytophthora
capsici, Colletotrichum gloesporoides y Fusarium oxysporum pero no
muestran datos de ensayo de invernadero o campo con estos aislados, sin
embargo existen reportes (Diaz, 1990) que sefialan que las bacterias
esporuladas del tipo de Bacillus muestran un efecto hormonal sobre el
crecimiento de las plantas y su efecto biocida sobre fitopatdgenos, tal y como

se encontro en esta investigacion.
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Cuadro 5. Medias (peso en gramos) de las variables en los diferentes tratamientos

Tratamiento Medias (peso en gramos de las dife rentes variables*
PT Ptub PF
*3 968.33 A 760.83 A 207.50 A
Bis 938.33 A 778.33 A 160.00 A
BCC-1 794.00 AB 564.00 AB 230.00 A
Kodiak 720.83 AB 535.00 AB 185.83 A
Mezcla 698.33 AB 517.50 AB 180.83 A
PCNB 645.00 AB 494.16 AB 150.83 A
Testigo 490.00 B 275.833 B 214.16 A

* Medias con la misma letra no muestran diferencia significativa

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una clara tendencia
de las cepas utilizadas hacia la inhibicion de la enfermedad conocida como
costra negra de la papa, sobre todo de la bacteria identificada como Bacilllus
pumilus para el caso de antagonismo in vitro y de B. pumilus (Bys) y B. subtilis
(*3) para el caso de invernadero, ya que estas fueron las inicas que mostraron

una diferencia significativa en relacion con el testigo.

Los resultados obtenidos sobre el potencial de control de las cepas de
Bacillus pumilus, B. polymyxa (resultados de este trabajo), Bacillus firmus
(Lagunas, 2001) comprueban claramente 1 potencial de biocontrol de

esporulados de suelo que poseen las bacterias reportadas.

De igual manera, datos publicados por Garcia (2002) y Castillo (2001)

muestran a Bacilus pumilus (B,5s) como una bacteria con amplias posibilidades
55




de ser empleado como agente antagonico para el control de la costra negra,
dado que experimentos realizados in vitro con este aislado muestran
porcentajes de inhibicion que oscilan entre un 50 y un 87% (Garcia, 2002)
para diferentes grupos de anastomosis de Rhizoctonia solani. La bacteria
Bacillus pumilus (B,s) se puede considerar como un agente potencial para el
control de esta y otras enfermedades de la papa en un programa de manejo
integrado del cultivo debido a que en las confrontaciones de laboratorio,
practicamente no dejo crecer al hongo y de presentarse este mismo efecto en
campo favorecerd reducir fuertemente el uso de fungicidas para el control de

fitopatogenos del suelo.
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CONCLUSIONES

Las tres bacterias utilizadas presentaron inhibicién in vitro contra
Rhizoctonia solani, siendo Bys la que presentd6 mejores resultados (92.68%),
dado que solo requiri6 de 48 h para inhibir el crecimiento del hongo, en tanto

que las cepas BCC-1 y *3 requirieron de 144 h (6 dias).

Las pruebas bioquimicas indican que el aislado B,s es B. pumilus debido
al porcentaje de similaridad con esta especie (94.12%), aun que con la clave
utilizada se lleg6 a la especie de Bacillus megaterium, con la cual se presentd
una similitud de apenas un 90% en las pruebas bioquimicas, sin tomar en
cuenta las caracteristicas coloniales, las cuales concuerdan totalmente con las
de B. pumilus; el aislado BCC-1 es la especie B. polymyxa con un 99% de

similitud y *3 con un 100% de similitud con B. subtilis.

En el experimento de invernadero se observa que solamente las cepas
Bis y *3 muestran diferencia con el testigo en las variables Peso Total y Peso
de Tubérculo, mientras que la cepa BCC-1, la mezcla de las tres, el testigo
quimico (PCNB) y el testigo comercial (Kodiak, a base de B. subtilis) no
mostraron ninguna diferencia estadistica con el testigo en ninguna de las tres

variables evaluadas (PT, Ptub, PF), aunque numéricamente si la hubo.
Por su desempefio en invernadero las cepas B15 y *3 favorecieron una

mayor produccion respecto al testigo absoluto, sin diferencia en el peso del

follaje.
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APENDICE

Cuadro 6. Medias del Radio de Crecimiento micelial de Rhizoctonia solani en placas de

agar nutritivo en confrontacion antagonica con bacterias esporuladas a las 24 h..

Tratamiento| R E P E T I € I O N E S*
1* 2% 3* 4% 5*
Bis 0.34 0.31 0.495 0.34 0.35
BCC-1 0.1 0.1 0.0 0.2 0.25
*3 0.23 0.15 0.3 0.15 0.28
Testigo 1.2 1.0 0.9 1.2 1.3

*Medias del radio de crecimiento de Rhizoctonia solani en cm

ANALISIS DE VARIANZA
Fuente g.l SC CM Valor de F P>F
Tratamiento 3 3.0489 1.0163 86.84** 0.0001
Error 16 0.1872 1.1081
Total 19 3.2362

** Altamente significativo a un 99.99% de probabilidad
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Cuadro 7. Medias del Radio de Crecimiento micelial de Rhizoctonia solani en placas de

agar nutritivo en confrontacion antagoénica con bacterias esporuladas a las 48 h..

Tratamiento| R E P E T I € I O N E S
1 2 3 4 5
Bis 0.45 0.4 0.0 0.43 0.0
BCC-1 0.47 0.5 0.23 0.31 0.49
*3 0.42 0.31 0.52 0.29 0.51
Testigo 1.9 1.9 1.7 2.1 2.0
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente gl SC CM Valor de F P>F
Tratamiento 3 9.2549 3.0849 119.13** 0.0001
Error 16 0.4143 0.0258
Total 19 9.6692

** Altamente significativo a un 99.99% de probabilidad
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Cuadro 8. Medias del Radio de Crecimiento micelial de Rhizoctonia solani en placas de

agar nutritivo en confrontacion antagoénica con bacterias esporuladas a las 72 h..

Tratamiento| R E P E T I ¢ I O N E S
1 2 3 4 5
Bis 0.45 0.4 0.0 0.43 0.0
BCC-1 1.0 0.9 0.7 0.83 1.0
*3 0.85 0.75 0.74 0.52 0.87
Testigo 2.48 24 2.1 2.92 2.85
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente gl SC CM Valor de F P>F
Tratamiento 3 14.9279 4.9759 97.36** 0.0001
Error 16 0.8177 0.0511
Total 19 15.7456

** Altamente significativo a un 99.99% de probabilidad
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Cuadro 9. Medias del Radio de Crecimiento micelial de Rhizoctonia solani en placas de

agar nutritivo en confrontacion antagonica con bacterias esporuladas a las 96 h..

Tratamiento| R E P E T C I O N E S
1 2 3 4 5
Bis 0.45 0.4 0.0 0.43 0.0
BCC-1 1.15 1.37 1.24 1.25 1.17
*3 1.6 1.43 1.32 1.08 1.36
Testigo 3 2.95 2.81 3.4 3.4
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente gl SC CM Valor de F P>F
Tratamiento 3 21.1778 7.0592 164.17*%* 0.0001
Error 16 0.6880 0.0430
Total 19 21.8658

** Altamente significativo a un 99.99% de probabilidad
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Cuadro 10. Medias del Radio de Crecimiento micelial de Rhizoctonia solani en placas de

agar nutritivo en confrontacion antagonica con bacterias esporuladas a las 120 h.

Tratamiento| R E P E T C I O N E S
1 2 3 4 5
Bis 0.45 0.4 0.0 0.43 0.0
BCC-1 1.22 1.46 1.3 1.32 1.25
*3 1.89 1.64 1.5 1.42 1.54
Testigo 3.5 3.4 3.3 3.5 3.5
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente gl SC CM Valor de F P>F
Tratamiento 3 26.3281 8.7760 336.09** 0.0001
Error 16 0.4178 0.0261
Total 19 26.7459

** Altamente significativo a un 99.99% de probabilidad
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Cuadro 11. Medias del Radio de Crecimiento micelial de Rhizoctonia solani en placas de

agar nutritivo en confrontacion antagonica con bacterias esporuladas a las 144 h..

Tratamiento| R P E T I € I O N E S
1 2 3 4 5
Bis 0.45 0.4 0.0 0.43 0.0
BCC-1 1.42 1.63 1.45 1.6 1.53
*3 1.97 1.71 1.51 1.49 1.54
Testigo 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente gl SC CM Valor de F P>F
Tratamiento 3 26.7764 8.9254 353.98** 0.0001
Error 16 0.4034 0.0252
Total 19 27.1798

** Altamente significativo a un 99.99% de probabilidad
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Cuadro 12. Medias (peso en gramos) de las variables en los diferentes tratamientos del

experimento de invernadero

Tratamiento Medias (peso en gramos de las dife rentes variables
PT Ptub PF

*3 968.33 A 760.83 A 207.50 A
Bis 938.33 A 778.33 A 160.00 A
BCC-1 794.00 AB 564.00 AB 230.00 A
Kodiak 720.83 AB 535.00 AB 185.83 A
Mezcla 698.33 AB 517.50 AB 180.83 A
PCNB 645.00 AB 494.16 AB 150.83 A
Testigo 490.00 B 275.833 B 214.16 A

Tratamientos con la misma letra no presentan diferencia significativa

ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VARIABLE PESO TOTAL (PT)

Fuente gl SC CM Valor de F P>F
Tratamiento 6 1001378.67 | 166896.44 0.1883
Error 34 3631640.83 | 106812.96
Total 40 4637019.51

** Altamente significativo con un 81.17% de probabilidad
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ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VARIABLE PESO TUBERCULO

(PTUB)
Fuente g.l SC CM Valor de F P>F
Tratamiento 6 1053174.71| 175229.11 2.81%* 0.025
Error 34 2124253.33 | 62478.03
Total 40 3177428.04

** Altamente significativo con un 97.5% de probabilidad

ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VARIABLE PESO FOLLAIJE (PF)

Fuente gl SC CM Valor de F P>F
Tratamiento 6 28504.77 4750.79 0.33%* 0.9161
Error 34 488670.83 | 14372.67
Total 40 517175.60

** Altamente significativo con un 8.39% de probabilidad

70




71



