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RESUMEN

Se purificaron 29 cepas de bacterias antagodnicas aisladas de la rizosfera de
papa; para estudiar su antagonismo contra Rhizoctonia solani GA-1 y GA-6. De
los resultados obtenidos se seleccionaron a las 10 mejores cepas antagonicas
(B1, B5, B12, B15, B20, B21, B22, B25, B27 y B29) para evaluar su
antagonismo contra los grupos de anastomosis GA-2 al GA-13,  excepto el
GA-6.

Para llevar a cabo la evaluacion se utilizo la técnica de Korsten et al, 1995. Se
sembrd al grupo de anastomosis en el centro de la caja y en los cuatro puntos
cardinales se coloco una asada bacteriana a una distancia de 3.5 cm del centro
de la caja; se tomaron datos del radio micelial cada 24 hr con un Vernier hasta
que el testigo lleno la caja Petri. Para transformar el radio micelial en porcentaje
de inhibicion se utilizé la férmula propuesta por Skidmore, (1976).

La cepa B15 fue la que inhibi6 a la mayoria de los grupos de anastomosis hasta
en un 85% para el caso del GA-6; el grupo de anastomosis AG-9 no fue

susceptible a la cepa B15.



INTRODUCCION

El suelo arable 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 actividad del hombre se lo permite.

La rizosfera es la region del suelo inmediata a la raiz; una zona donde la
actividad microbiana suele ser intensa. El recuento de bacterias casi siempre es
superior en la rizosfera que en las regiones del suelo donde no hay raices; esto
se debe a que las raices secretan cantidades considerables de azucares,
aminoacidos , hormonas y vitaminas, estimulando un crecimiento tan intenso de
bacterias y hongos que estos organismos a menudo forman microcolonias en la
superficie de las raices (Walter et al., 1982). Dentro de éstos microorganismos
encontramos a algunos que producen antibiéticos o algun otro compuesto que
inhibe el crecimiento de patdégenos del suelo.

Rhizoctonia solani, patégeno del suelo presenta diferentes grupos de
anastomosis (GA) que difieren en su patogenicidad, virulencia y rango de
hospederos; en el cultivo de la papa se encuentran: GA-2, GA-3, GA-4, GA-5,y
GA-7 (Alonso, 1994; Pérez, 2000 y Virgen, 2000), siendo el mas importante el
GA-3 que causa la llamada costra negra (Bains y Bisht, 1995). En un intento por

combatir a esta enfermedad y otras que incluso pueden ser mas devastadoras



como el tizén tardio (Phytophthora infestans), se han utilizado varios tipos de
fungicidas que en su inicio resultaron ser efectivos, pero que al paso del tiempo,
y debido a un mal manejo han ocasionado que los patdgenos generen
resistencia a 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 in6culo de los organismos fitopatégenos presentes en
el suelo aumenten su densidad de poblaciéon y causen cada dia mayores
pérdidas econdmicas a los productores. En la actualidad la tendencia en el
manejo de enfermedades es hacia el uso de productos bioldgicos de tal manera
que en un periodo a largo plazo se logre restablecer la flora y fauna benéfica de

la rizosfera.

Por lo anteriormente expuesto se plantearon los siguientes objetivos:

Evaluar el antagonismo In vitro de cepas bacterianas aisladas de la rizosfera

de papa contra los diferentes grupos de anastomosis de R. solani.

Determinar cual o cuales cepas presentan mayor antagonismo (inhibicion) en

todos los grupos de anastomosis de R. solani.

Determinar el tiempo en el cual los grupos de anastomosis de R. solani son

inhibidos por el antagonismo de las bacterias.



REVISION DE LITERATURA

Antecedentes

Dentro de los organismos reportados como antagonistas de R. solani se
incluyen especies de bacterias (Azotobacter, Bacillus, Myxobacteria,
Pseudomonas, Streptomyces), hongos (Acremonium Aspergillus, Fusarium,
Gliocladium, Laetisaria, Penicillium, Pseudocercosporella, Pythium, Rhizoctonia,

Trichoderma, Verticillium), entre otros (Ogoshi, 1987).

Una gran variedad de actinomicetos, bacterias y hongos del suelo son capaces
de sintetizar antibiéticos. De las bacterias que sintetizan antibidticos, las que se
encuentran con mas frecuencia son especies de Bacillus y cepas de
Pseudomonas que liberan piocianina y compuestos relacionados (Alexander,

1980).

Mew y Rosales (1986) en un estudio de bacterizacion de plantas de arroz para
el control del tizon de la vaina causado por R. solani, reportaron que las
bacterias que mostraron antagonismo ante R. solani producen fluorescencia y
pigmentos no fluorescentes sobre medio KB. Los antagonistas fueron aislados
de esclerocios, arroz en campo inundado y de la rizosfera de suelos altos y

tierras bajas.



Cartwrith y Benson (1995) estudiaron efectos de la concentracion antagonista,
condicion nutrimental y antagonismo individual de preparaciones de
Paecilomyces lilacinus (aislado 6.2 F) y Pseudomonas cepacia (variedad 5.5 B)
sobre la pudricion del cuello causada por Rhizoctonia; demostraron que no
hubo diferencias significativas en el biocontrol cuando Paecilomyces lilacinus y
Pseudomonas cepacia fueron aplicados con o sin una solucién diluida de Papa-
dextrosa. Por otra parte Cartwrith y Benson (1995) compararon a P. cepacia
(variedad 5.5B) con otras variedades de P. cepacia, P. fluorescens, P.
chlororaphis y P. aureofaciens para el control de la pudricion del tallo causado
por R. solani; en un periodo de dos semanas se logré un control de 0% de

infeccidén con P. cepacia variedad 5.5B, destacando como la mejor cepa.

Una variedad antagoénica de Pseudomonas fluorescens para R. solani fue
aislada de la rizosfera de plantulas de algodon, esta bacteria produce un
antibidtico que inhibe fuertemente a R. solani, definido como Pirrolnitrina (3-
cloro-4-(2 nitro-3"-clorofenil)- pirrol). Tratando semillas de algodon con P.
fluorescens o Pirrolnitrina al momento de la siembra en un suelo infestado con
R. solani, la supervivencia de las plantulas incrementa de un 30 a 79% y de 13

a 70%, respectivamente (Howell y Stipanovic, 1979).

Tschen (1987) (citado por Diaz, 1990) estudié in vitro a Bacillus subtilis como
antagonista de R. solani y reporté que en Papa Dextrosa Agar (PDA) el

patdbgeno forma engrosamiento de las hifas y acumulaciéon de sustancias



quitinosas; ademas de que filtrado de la bacteria antagonica, estimula la
formacion de esclerocios de R. solani. Sustancias antibidticas aisladas de B.
subtilis, asi como la suspensidon de las mismas bacterias, inhibien el desarrollo
de la lesion causada por la infeccion de Rhizoctonia; sin embargo, las

sustancias fueron mas efectivas que la suspension de bacterias.

Castafieda (2001) utiliz6 a B. subtilis y Bacillus sp. para evaluar técnicas de
antagonismo in vitro, en su resultado determino que B. subtilis presenta un

efecto antagonista hacia Phytophthora capsici, Fusarium oxysporumy R.solani.

Rosales et al., (1995) aislaron e identificaron  metabolitos antifugicos
producidos por algunas especies de Pseudomonas; entre los hongos afectados
se encuentran R. solani, Fusarium moniliforme, Pyricularia oryzae, y
Sarocladium oryzae. Los mismos autores reportaron que dos cepas de P.
cepacia produjeron pyrolnitrina, cepas de P. aeruginosa produjeron &acido
carboxilico 1- fenazina y piocianina y una cepa de P. putida produjo 2,4-

diacetilploroglucinol.

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

es el producto comercial Quantum - 4000 formulado a base de



B. subtilis A13 (Weller, 1988).

Los antibiéticos juegan un papel importante en las enfermedades que son
suprimidas por las bacterias. Asi pues, tenemos que P. fluorescens 2-79
produce fenazina, P. fluorescens Pf-5 produce pioluterina y pirrolnitrina que
inhiben el crecimiento de Pythium ultimatum y R. solani; por otra parte
Streptomyces  hygroscopicus var. Geldanus produce el antibidtico

geldanamicina, el cual inhibe a R. solani in vitro (Séller, 1988).

Metabolitos volatiles identificados como alquil pyrones son producidos por
Trichoderma harzianum; cuando son agregados a una mezcla de turba con
suelo, este componente suprime a R. solani, inhibe fuertemente In vitro a varios

hongos (Fravel, 1988).

Interacciones entre Especies

Los microorganismos dependen uno de otro para obtener ciertas sustancias de
crecimiento, pero al mismo tiempo ejercen influencias dafinas, por lo que se
evidencian efectos benéficos y daninos. Puede ocurrir cierto numero de
posibles interacciones entre dos especies: a) Neutralismo, en el cual dos
microorganismos son totalmente independientes; b) Simbiosis, los dos
simbiontes dependen uno de otro y ambos se benefician por la relacién; c)

Protocooperacion, beneficio mutuo para las dos especies pero sin ser



obligatoria para su existencia; d) Comensalismo, solamente una especie
obtiene beneficio y la otra no se ve afectada; e) Competencia; f) Amensalismo,
una especie es suprimida mientras la otra no es afectada y g) Parasitismo y
predacion, el ataque directo de un organismo hacia otro (Alexander, 1980). Otra
interaccion mas es el Sinergismo; representa el logro que un organismo por si

solo no puede realizar (Walter et al., 1982).

Si una caja Petri con medio de cultivo es inoculada con suelo y crecen muchas
colonias, en donde algunas de ellas presentan un halo claro que muestra la
inhibicion del crecimiento de otras colonias vecinas debido a un antibiético o
bien, a la produccion de un acido, a este fendbmeno se le conoce como

antagonismo (Walter et al. 1982).

Antagonismo

Existen agentes de control biolégico que influyen sobre la abundancia de las
plagas pero que no se alimentan directamente sobre ellas. Estos afectan a las
poblaciones de las plagas por exclusion competitiva, misma que puede ser una
simple exclusion fisica o mediante sustancias (antibidticos) que secretan los
antagonistas. Estos agentes tienen particular importancia en el control bioldgico

de fitopatégenos (Barrera, 1999).



Todo organismo que se opone de alguna manera a la accion, presencia o
supervivencia de otro, se considera que es un organismo antagonista. Esta
relacion antagdnica puede manifestarse por antibiosis, lisis, reacciones
inmunoldgicas, competencia, parasitismo y predacion; siendo los mas
importantes en control bioldgico de fitopatdégenos el hiperparasitismo, la

antibiosis y la competencia (De la Garza, 1996).

Mecanismos de Accion de los Microorganismos Antagonicos

Los mecanismos que afectan a las poblaciones de patdgenos, no siempre son
claros pero en general se atribuyen a uno de cuatro efectos: 1) parasitismo
directo y muerte del patdgeno, 2) competencia por alimento, 3) efectos toxicos
directos sobre el patégeno por medio de sustancias antibidticas liberadas por el
antagonista y 4) efectos toxicos indirectos sobre el patdégeno por sustancias
volatiles, como el etileno, liberadas por las actividades metabdlicas del

organismo antagonista (Agrios, 1996).

Antibiosis
La antibiosis se considera como un antagonismo dado por metabolitos
especificos 0 no especificos de origen microbial, enzimas, compuestos volatiles

u otras sustancias toxicas (Fravel, 1988).



La antibiosis es la inhibicion o destruccidn de un organismo por el producto
metabdlico de otro; es extremadamente comun entre los microorganismos, las
contaminaciones bacterianas, que con frecuencia detienen en los medios de

cultivo el desarrollo de los hongos (De la Garza, 1996 y Stakman, 1957 ).

Competencia

Cuando dos especies ocupan un mismo habitat y utilizan uno u otro de los
mismos recursos, ambas poblaciones creceran hasta un punto en que la
mortalidad se equilibre con la reproduccion. Cuando es esencial cualquiera de
los recursos comunes, las dos poblaciones seran inevitablemente mas
pequefias que si ocupasen solo el habitat, 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
excresion de inhibidores especificos, como los antibidticos, o debido a la
actividad fisioldgica de un organismo que produce un producto téxico, como el

acido que resulta de la fermentacion de los azucares (Madigan et. al, 1998).

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

(Madigan et al. 1998).



Rhizoctonia solani Kiihn

Caracteristicas Morfologicas

R. solani presenta micelio estéril con caracteristicas distintivas como:
ramificacion en angulo recto o aproximadamente asi, presencia de un septo
tipo doliporo y la constriccion de la hifa cerca del punto de origen (Alexopoulos

et al, 1996).

Agrios (1995) reporta que R. solani forma micelio estéril que es incoloro
cuando pasa por su etapa juvenil pero que se torna amarillo o de color café
claro conforme madura. El micelio consta de células largas y produce
ramificaciones que crecen casi en angulo recto con respecto a la hifa principal,
se estrecha ligeramente a nivel de la bifurcacion y posee un septo cerca de ella.
El micelio es uniformemente distribuido sobre la superficie del sustrato y
algunas veces agregado en cordones miceliales productores de esclerocios; los
esclerocios son aplanados o redondos, cubiertos por un fieltro aterciopelado,
grueso, de diametro variable de algunos mm a varios cm (Romero, 1993).

Sneh et al. (1991) reportan que considerando el numero de nucleos en las
células, Rhizoctonia se separa en dos grandes grupos: los binucleados y los

multinucleados. Las caracteristicas de los dos grupos son: algun vestigio de



pigmentacién color café en las hifas, ramificacién cerca del septo distal en hifas
jévenes, constriccidon de la hifa y formaciéon del septo a corta distancia del punto
de origen de la hifa ramificada. De la misma manera, Ogoshi (1987) divide a
Rhizoctonia en tres grupos: el primero es Rhizoctonia multinucleados, tiene tres
0 mas nucleos por célula, hifas con diametros de 6 a 10 micras, y el teleomorfo
esta en el género Thanatephorus Donk. El segundo es Rhizoctonia binucleados,
tiene unicamente dos nucleos por célula (rara vez uno o tres), hifas de 4 a 7
micras de diametro, y el teleomorfo esta en el género Ceratobasidium Rogers.
El tercer grupo incluye a R. oryzae y R. zeae, los cuales son multinucleados y

su teleomorfo esta en el género Waitea Warcup y Talbot.

Fase Teleomorfica (Fase Sexual)

El teleomorfo de R. solani es un basidiomiceto conocido como Thanatephorus
cucumeris (Frank) Donk (Ogoshi, 1987, Singleton, 1992, Alexopoulus et al.
1996), el cual se forma en condiciones de humedad. Los basidios tienen forma
de barril, miden de 15 a 18 x 8 a 10 micras, formandose sobre una capa
membranosa de micelio y tienen 4 esterigmas, cada uno de ellos lleva una

basidiospora ovoide hialina de 7 a 16 x 5 a 15 micras (Sneh et al., 1991).

Grupos de Anastomosis (GA) de Rhizoctonia solani Kiihn

Mediante el uso de técnicas moleculares Carling (2000) reporté que R. solani



presenta 14 grupos de anastomosis, los cuales van del GA-1 hasta el GA-13 y

un GA-BI.

Concepto de Anastomosis

El termino se define, como la fusién de hifas con intercambio de nucleos y
recombinacidn genética, donde cada grupo puede ser considerado como una
unidad genéticamente evolucionada (Anderson, 1982). Después de la fusion
los nucleos heterocariontes suelen tener una virulencia distinta a la de los

progenitores (Webster, 1978).

Proceso de Anastomosis

Cuando dos aislados de R. solani son colocados de 2 — 3 cm separados uno del
otro sobre medio de cultivo agar agua al 2% en una caja Petri para que el
micelio se traslape y si ocurre la fusion de hifas, estos aislados pertenecen al
mismo grupo de anastomosis; pero, si la fusibn de hifas no ocurre estos

aislados pertenecen a diferentes grupos de anastomosis (Ogoshi, 1987).

Yokoyama et al. (1985) (citados por Pérez, 2000) sintetizaron el proceso de
fusion perfecta de anastomosis en siete etapas: 1) desarrollo hifal, 2) secrecion
y atraccion de una o mas sustancias, 3) contacto de hifas, 4) detencién en el
crecimiento hifal, 5) formacion de proyecciones semejantes a ramas, 6)

disolucién de las paredes celulares y 7) contacto de protoplasmas.



Importancia de los Grupos de Anastomosis

El reconocimiento de la existencia de los grupos de anastomosis y de su mayor
o menor especificidad por el hospedante, ha sido importante para determinar el
grupo de anastomosis que debe utilizarse para llevar a cabo inoculaciones
dirigidas al mejoramiento genético de varios cultivos con el proposito de obtener
resistencia a Rhizoctonia y de los propagulos estimados para hacer
predicciones de la enfermedad que causa el hongo en los diferentes cultivos

(Agrios, 1996).

Anderson (1982) reporta que los grupos de anastomosis tienen mucho que
ofrecer, ya que la aparicion de este concepto puede ser la diferencia entre el
proceso o fracaso de un programa de control de R. solani y un programa para

generar resistencia genética a la enfermedad.

Zarlengo et al. (1994) mencionan que la identificacion de las especies de
Rhizoctonia y los grupos de anastomosis (AG) que causan la mancha parda del
césped puede ser importante para el manejo de la enfermedad a través del uso

de fungicidas, fertilizantes, variedades y modificaciones al ambiente.

Patogenicidad y Virulencia de los Grupos de Anastomosis



Aun cuando los diferentes grupos de anastomosis no sean totalmente
especificos de su hospedero, muestran algunas tendencias bastante definidas,

estas son:

GA-1, produce pudricion de la semilla e hipocotilo, tizones de tejidos y partes
aéreas de muchas especies vegetales. GA-2, ocasiona un cancro de los
cultivos que producen raices comestibles y enfermedades de las raices de las
cruciferas. GA-3, afecta principalmente a plantas de papa y causan en ellas
cancrosis del tallo, lesiones en los estolones y forman esclerocios negros en los
tubérculos. GA-4, infecta a una amplia gama de especies vegetales y ocasiona
pudricion del hipocotilo y semillas en casi todas las angiospermas y lesiones
cerca de la superficie del suelo en la mayoria de las leguminosas, algodén y la

remolacha azucarera (Agrios, 1996).

Bains y Bisht (1995) en un estudio de la virulencia de los grupos de
anastomosis asociados al cultivo de la papa en Alberta, Canad4, determinaron
que el GA-3 fue significativamente mas virulento que el GA-4 y el GA-5; la
virulencia del GA-4 y GA-5 fue similar. Por otra parte Chand y Logan, (1983)
citados por Bandy et. al (1984) de 182 aislados de R. solani obtenidos de
tubérculos de papa en el Norte de Irlanda, encontraron al GA-3 y al GA-2 tipo1;

de los cuales el aislado del GA-3 fue mas virulento que el GA-2 tipo 1.



Windels y Naben (1989) realizaron pruebas de patogenicidad de seis grupos de
Anastomosis (AG-4, AG-5, AG-2-2, AG-2-1, AG-1 y AG-3) asociados a la
remolacha azucarera, reportaron que el AG-4 infecto al 44.3% de las plantas en
estudio, el AG-5 infecto al 27.1%, el AG-2-2 solamente infecto al 19.7% vy el
porcentaje restante entre los demas GA. Demostraron que el GA-2-2 es
altamente virulento a pesar de su baja patogenicidad; sin embargo, el AG-4
que mostré mayor porcentaje de patogenicidad unicamente produce lesiones

superficiales cerca del punto de inoculacién.

Hospederos y Distribucion de los Grupos de Anastomosis

R. solani ataca a una amplia gama de cultivos, entre ellos judia, remolacha,
cruciferas, papa, tomate, asi como muchas ornamentales herbaceas y especies
consideradas como malezas en los cultivos (Smith et. al., 1992). Por otra parte
Singleton et al., (1992) mencionan que el rango de hospederos y su distribucion

son los siguientes:

AG-1. Este grupo es de distribucibn mundial y esta subdividido, basado
principalmente en la morfologia de la colonia y su patogenicidad; comprende
tres subgrupos: AG-1-IA (también llamado tipo 2 o el tipo Sasakii), AG-1-I1B
(también llamado tipo 1 o tipo de microesclerocios) y GA-1-IC. Una distincién
clara entre los tres subgrupos no se puede hacer con la técnica de

anastomosis. AG-1-1A es patdgeno aéreo causa el tizon de la vaina en arroz,



tizon de la hoja de muchos hospederos y mancha café de los céspedes (Martin
y Lucas, 1984). AG-1-IB también es un patdgeno aéreo, causa tizones en
muchos hospederos. AG-1-IC es patdégeno del suelo y causa el damping off en
muchos hospederos (Mew y Rosales, 1986). Por otro lado Windels y Naben
(1989) reportaron a R. solani GA-1 sobre remolacha azucarera. De igual
manera Zarlengo et al., (1994) en un estudio realizado en Arkansas reportaron

que Festuca arundinacea Pulaski es hospedero del GA-1 |IA

GA-2. Este grupo también esta subdividido, en base a su patogenicidad y
requerimientos nutricionales, comprende tres subgrupos: GA-2-1 (también
llamado tipo cultivos de invierno), GA-2-2 llIB, y GA-2-2 IV. Para diferenciar al
GA-2-1 de los GA-2 (llIB y 1V) son los requerimientos de tiamina , los subgrupos
AG-2-2 requiere de la tiamina mientras que AG-2-1 no la requiere. El AG-2-1 es
patdgeno del suelo y causa damping off, pudricion de raices en muchos
hospederos y el tallo de alambre en cruciferas. EI GA-2-2 1lIB es patdgeno del
suelo y aéreo, produce damping off en muchos hospederos y la mancha café en
césped (Martin y Lucas, 1984). El GA-2-2 IV es patdgeno del suelo y aéreo
causa tizoén y pudricion de la raiz en la remolacha (Windels y Naben, 1989). Por
otro lado Zarlengo et al., (1994) en un estudio realizado en Arkansas reportaron
al zacate bermuda (Cynodon dactylon) Benton como hospedero del GA-2-2. El

GA-2 es de distribuciéon mundial.



GA-3. Es un grupo homogéneo que no se le conocen subgrupos. Los aislados
del GA-3 crecen muy despacio y generalmente son mas tolerantes a las bajas
temperaturas que otros grupos de anastomosis de R. solani. Es un patdégeno
del suelo, causa pudricion de tallos y tubérculos en papa (Bains y Bisht, 1995,
Bandy et al., 1984,) EI GA-3 se encuentra en cualquier parte que se cultive
papa. Por otro lado Windels y Naben (1989) reportaron a éste grupo atacando

a la remolacha azucarera.

GA-4. Puede ser subdividido en dos subgrupos, HG-1 y HG-II, segun las
diferencias en la homologia de su ADN pero no por la reaccion de anastomosis.
El GA-4 es un patdgeno del suelo induce el damping off y la pudricion de raices
de un amplio rango de hospederos, principalmente papa (Bains y Bisht, 1995).
Por su parte Bell y Summer (1984) en un estudio bajo condiciones de
invernadero demostraron que el GA-4 causo la muerte de plantulas de

cacahuate y soya. Es de ocurrencia mundial.

GA-5. Es un grupo homogéneo patdégeno del suelo, puede producir pudricion
de tallos y tubérculos de la papa pero, generalmente es menos virulento que el
GA-3 (Bains y Bisht, 1995). El GA-5 se encuentra en Europa, Asia y Norte
América. En México se le encuentra en la region papera de Coahuila y Nuevo
Ledn (Alonso et al., 1994), en Chihuahua (Carvajal et al., sin fecha) y en Toluca
estado de México (Pérez, 2000 y Virgen et al., 2000). Por otro lado Windels y

Naben (1989) reportaron a este grupo atacando a la remolacha azucarera.



GA-6. Es un grupo sin importancia, sus aislados no son patogénicos, se le
encuentra en Japon. Hay dos subgrupos del GA-6, HG-l y GV. Pueden ser

diferenciados uno de otro principalmente por la homologia de su ADN.

GA-7. es patogeno del suelo que causa danos sin importancia en algunos
cultivos vegetales. Por otra parte Virgen et al. (2000) y Pérez (2000) reportaron

al GA-7 atacando al cultivo de papa en el estado de México.

GA-8. Es un patégeno del suelo que produce la mancha descubierta en
cereales. Algunos estudios en camaras de crecimiento indican que puede
causar la pudricion de tubérculos en papa. El GA-8 se encuentra en Australia, el

noroeste de los Estados Unidos y la U.K.

GA-9. Se encuentra en Alaska y Oregon. Es un patégeno débil del suelo que

puede infectar al cultivo de la papa y otros vegetales.

GA-10. Se encuentra en el noreste de Pacifico asociado con pequefios cultivos
de grano. Es patégeno del suelo y, aunque también puede ser saprofito, su

patogenicidad no esta bien reportada.

Kautmann y Rothrock (1995) reportaron que el GA-11 ataca a soya y trigo en

Arkansas y al altramuz en Australia.



Costra Negra de la Papa

Grupos de Anastomosis que Atacan a la Papa en México

Las principales regiones productoras de papa en México son Guanajuato,
Sinaloa, Sonora, Estado de México, Puebla, Coahuila, Chihuahua, Jalisco,
Michoacan y Veracruz, donde R. solani es una de las principales enfermedades
de la papa. En Leon, Guanajuato se encuentran los GA-3 y GA-4, al igual que
en Sinaloa; en Sonora, Jalisco y Veracruz se encuentra el GA-3; en el estado
de México se encuentran los grupos GA-2, GA-3 y GA-7 (Virgen et al., 2000,
Pérez, 2000); en Puebla se encuentran los grupos GA-3 y GA-4. En Coahuila y
Nuevo Leon se encuentran los grupos GA-2, GA-3, GA-4 y GA-5 (Alonso et al.
1994 y Virgen et al. 2000). En Chihuahua se encuentran los grupos de

anastomosis GA-3 y GA-4 (Carvajal, sin fecha).

Importancia

R. solani causa lesiones en los brotes, cancro de los estolones y tubérculos o
comunmente llamados costra negra, afecta la emergencia y en casos extremos
afecta el rendimiento (Randall, 1993). Las lesiones en los tallos subterraneos
que alcanzan mas del 90%, pueden reducir el rendimiento desde un 7 a un 64%
(Carling et al., 1986). En condiciones humedas y frescas reducen la calidad de
la cosecha por la formacion de esclerocios, que van de negros a cafés dando la

apariencia de costras en la superficie de los tubérculos (Holguin, 1999).



Ubicacion Taxondmica

Alexopoulos y Mims (1979) ubican a la costra negra en la siguiente posicion

taxondmica:
Reino ......ccccccueeeeee Mycetae
Division ............... Amastigomycota
Clase .......coeee Deuteromycetes
Orden ......coeeeeeeees Agonomycetales (Mycelia sterilia)
Genero .......ccccueeeeee Rhizoctonia
Especie .........ccceee. solani

En la cuarta edicion de Alexopoulos et al., (1996) ubican a Rhizoctonia en su

forma teleomorfica dentro de la clase Basidiomycetes.

Sintomas

En condiciones favorables el hongo ataca plantulas antes o poco después de
que estas emerjan; las lesiones son hundidas de color rojizo, de tamano
variable, si las condiciones son las Optimas para el hongo, puede causar

estrangulamiento o bien pudricion de brotes (Mendoza y Pinto, 1983).

Hoocker (1990) (citado por Holguin, 1999) menciona que sobre la superficie de
los tubérculos maduros se forman esclerocios de color negro, los que pueden

ser poco prominentes y superficiales o grandes e irregulares en forma de



terrones, de donde toma el nombre de costra negra. Generalmente la epidermis
del tubérculo por debajo de los esclerocios no presenta ninguna anormalidad.
Otros sintomas en los tubérculos incluyen zonas agrietadas, malformaciones y

necrosis en el extremo de la unién con el estolon.

Desarrollo de la Enfermedad

El hongo sobrevive en el suelo como micelio asociado con la descomposicion
de residuos vegetales. Los esclerocios sobreviven sobre tubérculos infectados y
pueden persistir libremente en el suelo por largos periodos de tiempo (Randall,
1993). Usualmente el indculo llega al campo de cultivo con el tubérculo—semilla,
agua de riego o a través de fuentes externas como campos cercanos y
maquinaria (Agrios, 1996). En primavera cuando las condiciones son favorables
(21 a 25° C y suelos humedos), los esclerocios germinan, invaden y penetran
directamente en los tallos de la papa o los brotes emergentes (Randall, 1993; y
Hooker (1990) citado por Holguin, 1999). Una segunda infeccién se manifiesta
como cancros en los tallos, lesiones sobre estolones y la formacion de
esclerocios sobre los tubérculos cuando aun permanecen enterrados (Randall,

1993).

Bolkan (1980) (citado por Holguin, 1999) menciona que a 18° C y en suelos
humedos, el patdgeno ocasiona mas dafios en tallos y brotes de papa,

encontrandose la temperatura media 6ptima entre 15 a 20° C. Por otra parte



Carling y Leiner (1990) aseguran que R. solani GA-3 dafia los brotes a

temperaturas de 10 a 20° siendo el dafio mas severo a 10°C.

Métodos para Evaluar el Antagonismo In vitro

Existen varias formas de avaluar el antagonismo in vitro de un organismo

considerado como antagonista, dentro de las mas conocidas tenemos las

siguientes:

1.

Uno de los métodos consiste en colocar una linea horizontal del
microorganismo antagonico a lo largo del diametro de la caja Petri y otra
linea perpendicular interceptandose las dos lineas en el centro de la caja
Petri, de tal manera que la caja sea dividida en cuatro cuadrantes; los
explantes del hongo se colocan en cada uno de los cuadrantes de tal
manera que sean equidistantes del centro de la caja a cada uno de los

puntos inoculados con el hongo (Filippi et al., 1987).

Otro método ampliamente empleado es sembrando al microorganismo
antagonico en linea horizontal a lo largo del diametro de la caja petri y se
coloca un explante del hongo en un extremo de la division, en la otra
division de la caja Petri se coloca otro explante del hongo de tal manera
que se proyecte una linea imaginaria perpendicular a la linea del

antagonista (Filippi et al., 1987).



3. Otra forma de evaluar el antagonismo, consiste en colocar al antagonista
en el centro de la caja Petri y los explantes del hongo se colocan en
forma equidistante en los cuatro puntos cardinales de la caja Petri (Filippi

et al., 1987).

4. En este método, se coloca un punto del inoculo bacteriano en un extremo
de la caja Petri y en el extremo contrario se coloca el explante del hongo

(Olivares, 1993).

5. Otro método mas consiste en colocar un explante del hongo en el centro
de la caja petri y colocar a una distancia conocida un punto de inoculo
bacteriano en los cuatro puntos cardinales de la caja petri (Korsten et al.,

1995).



MATERIALES Y METODOS

Localizacién del Area Experimental

La evaluacién de las bacterias antagonicas aisladas de la rizosfera de papa
contra los diferentes grupos de anastomosis (Rhizoctonia solani) se realizd en
el laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Parasitologia Agricola,

Universidad Autonoma Agraria “Antonio Narro” (U.A.A.A.N).

Obtencion del Material Biolégico

Bacterias Antagonicas

Las bacterias antagonicas fueron producto del proyecto “Aislamiento vy
caracterizacion de actinomicetos utiles en el control biolégico de Rhizoctonia
solani Kihn en papa (Solanum tuberosum L.) aisladas de la rizosfera de papa

de la region papera de Coahuila y Nuevo Le6n” (Cuadro No. 1).

Grupos de Anastomosis (GA) de R. solani Kuhn.
Los 13 grupos de anastomosis de R. solani que se utilizaron para evaluar a las
diferentes cepas bacterianas antagonicas, fueron proporcionados por el

Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Parasitologia de la



U.A.A.A.N. Los grupos de anastomosis GA-4, GA-5, GA-6 fueron adquiridos de
American Type Culture Collection (ATCC), y los GA-1, GA-2, GA-3, GA-7, GA-8,
GA-9, GA10, GA-11, GA-12 y GA-13 de la coleccion de hongos tipo del Centro

Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF — SAGARPA).

Purificacion de las Bacterias

Para corroborar la pureza de las colonias bacterianas, se realizaron siembras
mediante la técnica de la estria cruzada (Rodriguez, 1994). Con un asa
microbiolégica estéril se tomo una asada bacteriana y se estrio sobre una caja
Petri con agar nutritivo (AN), después de hacer la estria se flameo el asa
microbiolégica en el mechero de alcohol para su esterilizacion, una vez
esterilizada el asa, se tomo al inoculo bacteriano por un extremo de la estria
mas fina y se realiz6 otra estria en el segundo cuadrante de la caja Petri, para
el tercer y cuarto cuadrante se hizo el mismo procedimiento que en el segundo
cuadrante. Las estrias se realizaron de tal manera que se fuese diluyendo la
concentracion del inéculo para que al final de la cuarta estria se formaran
colonias aisladas de bacterias. Después de hacer las estrias se sello la caja
Petri con kleen pack y se incub6é a una temperatura de 28°C por 48 hr.
Transcurrido el periodo de incubacion se seleccionaron aquellas colonias
aisladas del ultimo cuadrante para transferirlas con una asa microbioldgica

estéril a otra caja Petri con medio de cultivo nuevo (AN); posteriormente se



incubaron por 24 horas y al termino de dicho tiempo, se tomo una muestra para
realizar una prueba de tincién de Gram, para corroborar la pureza de la colonia.
Para identificar a las diferentes cepas bacterianas se les asigno un numero

antecedido por la letra “B” (B1, B5, ... B29).

Conservacion de las Bacterias

Las bacterias se conservaron en tubos de ensaye con agar nutritivo inclinado.
Se preparé agar nutritivo como medio de cultivo, se colocaran 12 ml del medio
en un tubo de ensaye con rosca con capacidad de 30 ml. Los tubos con el
medio de cultivo se esterilizaran a una temperatura de 120°C por un tiempo de
20 minutos; pasando el tiempo de esterilizacion, se colocaron los tubos por 24
hr en una posicion de tal manera que al solidificar el medio quedara inclinado.
Se tomé6 una asada bacteriana del cultivo puro y se hizo una estria sobre el
agar inclinado; después de la siembra, se llevaron los tubos a incubar a 28°C
por 48 hr. Pasando las 48 hr de incubacién, se llevaran los tubos con
crecimiento bacteriano a refrigeracion (5°C) para preservar y tener disponible a

las cepas bacterianas para su evaluacion.

Recuperacion de las Bacterias para su Evaluaciéon

De los cultivos bacterianos puros en refrigeracion se tomdé con un asa

microbioldgica estéril una asada de bacteria y se paso a una caja Petri con agar



nutritivo, después de la siembra se sello la caja Petri con kleen pack y se llevd
a incubar por 48 hr a una temperatura de 28°C. Para mantener activas a las
bacterias antagonicas durante la evaluacion de los diferentes grupos de
anastomosis se hicieron transferencias en cajas de Petri con medio de cultivo
(AN) nuevo. La manipulacién del material se hizo en condiciones de asepsia en

una camara de flujo laminar (marca Alder).

Recuperacion de los Grupos de Anastomosis

La recuperaciéon de las cepas se hizo en cajas Petri con medio de cultivo agar
dextrosa papa (Infusidén de papa). Con una aguja de diseccién estéril se tomo
un explante del grupo de anastomosis preservado en aceite mineral, se coloco
en el centro de la caja Petri con medio de cultivo y se llevo a incubar por 5 dias

a una temperatura de 24° C .

Estudio de Diferentes Medios de Cultivo para Realizar la Evaluacion del

Antagonismo In vitro.

En este estudio se probaron los medios de cultivo: Papa Dextrosa Agar (PDA),
Agar Nutritivo (AN) y Sabouran Dextrosa Agar (SDA), para observar en cual de
los medios se desarrollan sin problemas los dos grupos de organismos

involucrados en este estudio.



Para ello se colocaron en el centro de cada una de las cajas Petri con medio
diferente, un disco explante de R. solani del cultivo original y a una distancia de
3 cm de éste, en direccion de los cuatro puntos cardinales se coloco con el asa
microbiolégica un punto de indculo bacteriano; posteriormente se incubaron a

una temperatura de 28° C por 5 dias.

Pasado el tiempo de incubacion se midié el diametro micelial del hongo vy el
crecimiento bacteriano; la comparacion de los diferentes medios se hizo en

cuanto al crecimiento del hongo y el crecimiento bacteriano.

Evaluacion de las Bacterias Antagdnicas contra los Diferentes Grupos de

Anastomosis (GA) de Rhizoctonia solani.

Método

Para realizar la evaluacion de los antagonistas in vitro se utilizo el método
propuesto por (Korsten et al. 1995).

En una caja Petri sin medio de cultivo se marcaron dos ejes uno vertical y otro
horizontal, en la interseccion de los ejes se marco un punto que representa el
centro de la caja Petri. A partir del centro se midieron 3.5 cm y se marco un
punto en cada uno de los cuatro radios marcados por los ejes horizontal y
vertical. Esta caja marcada sirvi6 como molde para posteriormente poner sobre

ella una caja petri con medio de cultivo (AN) para realizar las evaluaciones.



Prueba del Antagonismo In Vitro

Con un sacabocados estéril de 5 mm de diametro se marcaron suficientes
discos explante del grupo de anastomosis desarrollado en cajas Petri con PDA.
Se coloco una caja Petri con medio de cultivo AN sobre la caja Petri molde. Con
una aguja de diseccion estéril se tomo un disco explante del grupo de
anastomosis y se coloco en el centro de la caja Petri, posteriormente con un
asa microbiolégica se tomo una asada bacteriana del cultivo puro y se coloco
un punto de masa bacteriana en los cuatro puntos marcados a 3.5 cm a partir
del centro de la caja Petri. A la caja Petri sembrada se le pusieron datos de
identificaciéon del grupo de anastomosis y la bacteria antagdnica en estudio.
Este procedimiento se utilizo para un grupo de anastomosis contra todas las

bacterias antagonicas.

En otra caja Petri con medio de cultivo AN, se coloco en el centro unicamente
un disco explante del grupo de anastomosis en estudio. Esta caja Petri sirvié
como el control de la prueba o testigo para medir el antagonismo de cada una

de las bacterias antagdnicas contra un GA en particular.

Después de la identificacion, se sellaron las cajas Petri con kleen pack y se
llevaron a incubar a una temperatura de 28°C hasta que el grupo de
anastomosis testigo llenara el area de la caja Petri.

Durante la evaluaciéon todas las bacterias antagénicas contra cada uno de los

13 grupos de anastomosis se utilizé el procedimiento anterior.



Radio Micelial del Grupo de Anastomosis (Inhibicion)

Para medir el antagonismo, se tomaron datos de longitud del crecimiento
micelial a partir del punto de inoculacién hasta el margen del micelio en
direccion del antagonista; para el caso del testigo se marcaron cuatro puntos de
referencia simulando al antagonista sobre los cuales se tomaron los datos del
crecimiento micelial. La toma de datos se hizo cada 24 hr y se dejo de anotar
los datos hasta que el grupo de anastomosis testigo lleno toda el area de la caja

Petri.

Para transformar los datos de radio micelial en porcentaje de inhibicion se utilizo

la férmula de Skidmore (1976):

Gl = (Kr - r1/Kr)100

Donde:

Gl, es el porcentaje de inhibicion.

Kr, representa la distancia (mm) del crecimiento del hongo, medida del punto de
inoculaciéon al margen de la colonia en la caja petri utilizada como testigo o
control.

r1, es la distancia del crecimiento del hongo, a partir del punto de inoculacién al

margen de la colonia en direccién del antagonismo.



Diseino experimental

Para los grupos de anastomosis GA-11, GA-12 y GA-13 se utilizo un disefio
completamente al azar con cuatro repeticiones; los tratamientos fueron cada
una de las cepas antagodnicas, utilizandose como unidad experimental a una
caja petri. Esto se debié a que el experimento solo dio oportunidad de realizar

una sola toma de datos (48 hr).

Para los grupos de anastomosis GA-1 al GA-10 se utilizo un bifactorial
completamente al azar con cuatro repeticiones; el factor A fue el tiempo de
inhibicion y el factor B fueron las cepas antagonicas, la unidad experimental fue

una caja Petri (Olivares, 1994).

Las variables a evaluar fueron el radio micelial del (GA) y el tiempo de

inhibicion.



RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacion de los aislados bacterianos

De la purificacidon de las bacterias antagdnicas se obtuvieron 29 cepas, de las
cuales 21 fueron Gram (+) y 8 Gram (-), 7 esporuladas y 22 no esporuladas

(Cuadro 1).

Crecimiento en Medios de Cultivo para Evaluaciéon del Antagonismo In

vitro

El crecimiento observado de R. solani a 28°C por 48 hr fue similar sobre los
medios de cultivo PDA y AN e incluso crecié6 mas sobre AN, las bacterias
crecieron menos sobre PDA el crecimiento sobre AN y SDA fue similar; sin
embargo, el crecimiento de ambos organismos resaltd mas sobre el medio de
cultivo AN, donde incluso su desarrollo fue mas rapido. Para el caso del medio
SDA el crecimiento de R. solani fue mucho mas lento y menos vigoroso (Figura

9 del apéndice).



Cuadro 1. Caracteristicas de las bacterias aisladas de la rizosfera de papa de
la regién papera de Coahuila y Nuevo Leon.

CEPA TINCION FORMA ESPORAS
B1 Gram (+) Bacilos Si
B2 Gram (+) Bacilos No
B3 Gram (+) Bacilos Si
B4 Gram (+) Bacilos Si
BS Gram (+) Bacilos No
B6 Gram (+) Bacilos No
B7 Gram (+) Bacilos Si
B8 Gram (+) Bacilos No
B9 Gram (-) Bacilos No
B10 Gram (-) Bacilos No
B11 Gram (+) Bacilos No
B12 Gram (+) Bacilos No
B13 Gram (-) Bacilos No
B14 Gram (-) Bacilos No
B15 Gram (-) Bacilos No
B16 Gram (-) Bacilos No
B17 Gram (+) Bacilos Si
B18 Gram (+) Bacilos Si
B19 Gram (+) Bacilos no
B20 Gram (+) Bacilos No
B21 Gram (+) Bacilos No
B22 Gram (+) Bacilos No
B23 Gram (-) Bacilos no
B24 Gram (+) Bacilos Si
B25 Gram (+) Bacilos No
B26 Gram (+) Bacilos No
B27 Gram (+) Bacilos No
B28 Gram (+) Bacilos No
B29 Gram (-) Bacilos No




Ensayos de Antagonismo In Vitro

Comportamiento de las Cepas Antagdénicas vs los Grupos de

Anastomosis

Los resultados de este apartado seran unicamente los correspondientes a los
grupos de anastomosis GA-1 y GA-6, los cuales sirvieron para seleccionar el
antagonismo de las 29 cepas aisladas de la rizosfera de papa. De acuerdo a
las pruebas de medias (Cuadro 2 y 3) la cepa B15 fue la que expreso el mayor
porcentaje de inhibicion en ambos grupos de anastomosis, 50% en al GA-1 vy
85.71% en el GA-6. En segundo lugar la cepa B20 con un 42.85% en el GA-1y
las cepas B7 y B22 con un porcentaje de 69.62% en el GA-6. De acuerdo con
De la Garza, (1996) la cepas B15 y B7 ejercen su poder antagonista mediante
competencia, ya que presenta una alta capacidad para desarrollarse y
difundirse sobre el medio de cultivo inhibiendo el desarrollo del Rhizoctonia
solani. En el caso de la cepa B22 la inhibicién se atribuye a que se debe a la
produccion de sustancias toxicas o por el producto metabdlico de ésta
(Stakman, 1957 y De la Garza, 1996). En la Figura 1 se presenta el

antagonismo de las 29 cepas contra los grupos de anastomosis AG-1y AG-6.

En el Cuadro 2 y 3 se observa la comparacién de medias (Tukey) del radio de
inhibicion que presentaron estos grupos de anastomosis GA-1 y GA-6 al

enfrentarlos contra las cepas bacterianas aisladas de la rizosfera de papa, se



Cuadro 2. Comparacion de medias para el radio micelial

anastomosis AG-1 en diferentes tiempos.

96 HORAS 120 HORAS
Cepa Radio (cm) Radio (cm) |Media (4 Rep.)
B1| 1.750 ABCDE 2.600 BCD |2.175 BCDE
B2 | 1.8500 DEF 2400 B 2.125BC
B3| 1.700 ABCDE 2.650 CDE | 2.175 BCDE
B4 | 1.775 BCDEF 2.875 EFG |2.325 EFGH
B5| 1.900 EF 2.900 FGH | 2.400 GH
B6| 1.825 CDEF 3.325J 2.5751
B7| 1.850 DEF 2.400B 2.125BC
B8| 1.725 ABCDE 2400 B 2.062 B
B9| 1.550 AB 2.900 FGH | 2.225 BCDEF
B10| 1.650 ABCDE 3.150 IJ 2.400 GH
B11| 1.700 ABCDE 2425BC |2.062 B
B12| 1.600 ABC 3.100 GHIJ | 2.350 FGH
B13| 1.750 ABCDE 3.150 IJ 2.450 HI
B14| 1.725 ABCDE 3.125 HIJ [2.425 HI
B15| 1.600 ABC 2.100 A 1.850 A
B16| 1.650 ABCD 2.600 BCD |2.125 BC
B17| 1.525 A 2.600 BCD |2.062 B
B18| 1.775BCDEF 2.500 BCD |2.137 BCD
B19| 1.775 BCDEF 2.725 DEF | 2.250 CDEFG
B20| 1.900 ENF 2400 B 2.150 BCD
B21| 1.850 DEF 2450 BC |2.150 BCD
B22| 1.900 EF 2.600 BCD | 2.250 CDEFG
B23| 1.825 CDEF 3.025 GHI |2.425 HI
B24| 1.800 CDEF 2.600 BCD | 2.200 BCDEF
B25| 1.825 CDEF 2450 BC [2.137 BCD
B26| 1.900 EF 2.925 FGHI | 2.412 GHI
B27| 1.875 DEF 2.725 DEF |2.300 DEGH
B28| 1.700 ABCDE 2.875 EFG |2.287 CDEFG
B29| 1.650 ABCD 2.600 BCD |2.125 BC
TESTIGO| 2.000 F 4.200 K 3.100 J

Tratamientos y bloques con las mismas letras son estadisticamente iguales

Tukey (0.01).

del grupo de




Cuadro 3. Comparacion de medias para el radio micelial del grupo de
anastomosis AG-6 en diferentes tiempos.
96 horas 120 horas 148 horas 172 horas Media (4 R.)
Cepa | Radio (cm) |Radio (cm) Radio (cm) Radio (cm) Inhibicién (%)
B1|2125 E 1.975 CDEFG 2.050 CDEF 2.050 DEFGH |2.050 HIJKLMN
B2|1.750 BCDE | 1.800 BCDEF 1.800 BCD 1.800 BCDE 1.787 BCDE
B3|1.975 CDE |2.050 DEFG 2.050 CDEF 2.050 CDEFG |2.031 GHIJKL
B4|1.675BCD |1.775 BCDE 1.850 BCDE 1.850 BCDEF |1.787 BCDE
B5|1.975 CDE |2.050 DEFG 2.125 DEF 2.150 DEFGHI | 2.075 IJKLMN
B6|2.050 DE 2.200 FG 2.325 FG 2.325 GHIJ 2.225 LMNO
B7]1.600 BC 1.600 BC 1.700 BC 1.700 BC 1.650 BC
B8 |1.800 BCDE | 1.800 BCDEF 1.800 BCD 1.800 BCDE 1.800 CDEF
B9|2.000 CDE |2.125 EFG 2.125 DEF 2.150 DEFGHI | 2.100 IJKLMN
B10|2.050 DE 2.200 FG 2.225 EFG 2.225 FGHIJ |[2.175 KLMNO
B11][1.700 BCD |1.700 BCD 1.700 BC 1.700 BC 1.700 BC
B12|1.900 BCDE |2.000 DEFG 2.025 BCDEF |2.025 BCDEF |1.987 EFGHIJK
B13[1.775 BCDE |2.050 DEFG 2.350 FG 2.500 1J 2.168 JKLMNO
B14|1.900 BCDE [2.300 G 2.550 G 2.600 J 2.337 0
B15/0.600 A 0.600 A .0600 A 0.600 A 0.600 A
B16|1.750 BCDE | 1.800 BCDEF 1.800 BCD 1.800 BCDE 1.787 BCDE
B17/2.00 CDE |2.000 CDEFG 2.000 BCDEF |2.000 BCDEF |2.000 FGHIJK
B18[1.750 BCDE |1.750 BCDE 1.750 BCD 1.750 BCD 1.750 BCDE
B19|1.775 BCDE | 1.925 BCDEFG |2.075 CDEF 2.075 CDEFG |1.962 EFGHIJ
B20|[1.950 CDE |2.250 G 2.400 FG 2.450 HIJ 2.262 NO
B21|2.050 DE 2.200 FG 2.375FG 2.375 GHIJ 2.250 MNO
B22|1.725 BCDE |[1.700 BCD 1.700 BC 1.700 BC 1.706 BC
B23|1.875 BCDE |2.025 DEFG 2.225 EFG 2.250 FGHIJ [ 2.093 IUKLMN
B24 | 1.800 BCDE | 1.800 BCDEF 1.850 BCDE 1.850 BCDEF |1.825 CDEFG
B25[1.525 B 1.550 B 1.625 B 1.625 B 1.581 B
B26 |1.775 BCDE |2.000 CDEFG 2.125 DEF 2.175 EFGHI | 2.018 GHIJKL
B27|1.800 BCDE |1.825 BCDEFG |1.900 BCDE 1.900 BCDEF | 1.856 CDEFGH
B28 | 1.875 BCDE |1.950 BCDEFG |2.000 BCDEF |2.025 BCDEF |1.962 EFGHIJ
B29|1.850 BCDE | 1.900 BCDEFG |2.025 BCDEF |2.050 CDEFG |1.956 DEFGHI
Test. |[2.125 E 3.200H 4.000H 4200 K 3.381 P

Tratamientos y bloques con las mismas letras son estadisticamente iguales

Tukey (0.01).




Figura 1. Antagonismo In vitro de 29 cepas bacterianas contra los GA-1y GA-6,
en un tiempo de 120 horas y 96 horas respectivamente a temperatura
constante de 28°C.
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aprecia que estadisticamente (P = 0.01) existe diferencia significativa suficiente
como para considerar que hay diferencias entre los radios de inhibicion de los
grupos de anastomosis evidenciandose la cepa B15 como la que mejor inhibio

en tiempo y radio micelial a estos grupos de anastomosis.

De éstas evaluaciones por cuestiones de la cantidad de material y de acuerdo a
los resultados obtenidos se seleccionaron a 10 cepas que mostraron el mayor
antagonismo tomando encuenta los criterios de antagonismo por competencia
B15 y por antibiosis B1, B5, B12, B20, B21, B22, B25, B27 y B29 (Stakman,

1957 y De la Garza, 1996).



Para todos y cada uno de los grupos de anastomosis el analisis de varianza fue
altamente significativo (Cuadros 6 al 26 y figuras 3 al 8 del apéndice), esto es
que el antagonismo de las cepas expresado en porciento de inhibicion, tiempo
de inhibicién y la interaccion entre las cepas y el tiempo de inhibicién, de
acuerdo al resultado de la comparacion de medias (cuadros 9 al 27 del
apéndice) es diferente entre las cepas antagonicas, entre grupos de
anastomosis y su interaccién (P = 0.01) destacandose el aislado B15 como el
que mejor inhibié a todos los grupos de anastomosis, en tiempo y radio de

inhibicion.

Tiempo de Inhibicién

El tiempo de inhibicion estuvo en funcién del desarrollo de cada uno de los
grupos de anastomosis, ya que las condiciones fueron las mismas para todos
los grupos. Se describen las cepas que inhibieron en el menor tiempo de

exposicién dentro de cada grupo de anastomosis (Cuadro 4).

A las 48 hr en tiempo de inhibicion la mayor cantidad de grupos de anastomosis
de R. solani fué inhibido por la mayoria de los aislados recuperados de la
rizosfera de papa. El grupo de anastomosis mas sensible a los aislados
bacterianos en el menor tiempo de inhibicion fue el GA-7, mientras que los
grupos de anastomosis que presentaron mayor resistencia en cuanto al tiempo

de inhibiciéon fueron el GA-1, GA-2, GA,6, GA-8 y el GA-9 (Cuadro 4).



Aun y cuando todos los aislados fueron recuperados de rizosfera de papa, estos
demuestran que la presencia de distintos tipos bacterianos poseen diversos
grados de actividad para una misma especie de R. solani. Se demuestra
también que particularmente las bacterias aisladas desarrollan su mejor efecto
antagonico contra grupos de anastomosis reportados para la zona de Coahuila
y Nuevo Ledn tanto en tiempo como en porcentaje de inhibicion. A excepcidon de

los grupos de anastomosis(GA-1 y GA-6) que atacan a otros cultivos.

Cuadro 4. Tiempo en el que las cepas antagonicas inhibieron totalmente el
desarrollo de los diferentes grupos de anastomosis, después de
haberse sembrado.

T | E M P 0)
Cepas | 24 horas 48 horas 72 horas | 96 horas | 120 horas
B1 GA-7 GA-3, GA-4, GA-11,|GA-2 GA-1
GA-12, GA-13
B5 GA-4, GA-11, GA-12, GA-1
GA-13
B7 GA-6 GA-1
B12 GA-11, GA-12, GA-2 GA-1
GA-13
B15 |GA-7 GA-3,GA-4,GA-5, GA-2 GA-6 GA-1
GA-10, GA- 11al 13. |GA-8
B20 GA-11, GA-12,GA-13 | GA-9 GA-1
B21 GA-7 GA-4, GA-5, GA-10,|GA-2 GA-1
GA-11, GA-12,GA-13 | GA-9
B22 GA-4, GA-10, GA-11 GA-6 GA-1
GA-12, GA-13
B25 GA-11,GA-12, GA-13 GA-6 GA-1
B27 |GA-7 GA-11,GA-12, GA-13 GA-6 GA-1
B29 |GA-7 GA-11,GA-12, GA-13 | GA-2 GA-1
GA-8
GA-9




Interaccion Entre el Antagonismo de las Cepas y el Tiempo de Inhibicion

En la figura 2, se aprecian las seis mejores cepas antagonicas con los mas
altos porcentajes de inhibicion y el tiempo en el que se presento ésta;
destacando nuevamente la cepa B15 como el aislado que en tiempo e inhibicion
presentd una diferencia bien marcada en comparacion con los otros aislados,
resaltandose como la mejor. Lo anterior estuvo en funcién al testigo de cada
grupo de anastomosis, en el cual se aprecié su crecimiento después de los
tiempos en los que las bacterias no permitieron que el grupo de anastomosis en
estudio continuara con su desarrollo y, de acuerdo al analisis de la prueba de

medias de cada grupo (Cuadros 9al 27 del apéndice).

Analizando estadisticamente en grupo a las cepas antagoénicas contra los
grupos de anastomosis y utilizando las medias del radio de inhibicion micelial
total (radio final de inhibicién total obtenido del promedio de todos los grupos de
anastomosis en el ensayo para cada cepa antagonica), el analisis de varianza
reportd significancia entre las cepas antagonicas, de acuerdo a la comparacion
de medias la mejor cepa antagdnica que redujo el radio micelial de todo los
grupos de anastomosis fue la cepa B15 (Cuadro 5). La cual es una bacteria
Gram (-), de crecimiento rapido, con altos porcentajes de inhibiciéon y de gran
potencial para su empleo como agente de control biolégico de R. solani en
papa y otros cultivos. Nuestros resultados concuerdan con otros reportes donde

se menciona a bacterias del tipo de Pseudomonas spp. y de Bacillus spp. con



de alto potencial para el control de fitopatégenos de suelo como R. solani (
Howell y Stipanovic, 1979; Yuen et. al., 1985; Ogoshi, 1987; séller, 1988;
Cartwrith y Benson, 1995 y Rosales et al., 1995) ademas de otros como

Fusarium 'y Phytophthora en otros cultivos.

Figura 2. Tiempo minimo en el cual las cepas expresaron el maximo porcentaje
de inhibicién de acuerdo al grupo de anastomosis.
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Cuadro 5. Comparaciéon de medias para el radio micelial de los grupos de
anastomosis en funcién de las cepas antagodnicas.

GRUPOS DE ANASTOMOSIS DE Rhizoctonia solani

Cepa | GA-1 |GA-2 |GA-3 |GA-4 |GA-5 |GA-6 |GA-7 | GA-8 | GA-9 | GA10 | GA11 | GA12 | GA13 | MEDIA

B1 117 (276 |221 |245 |255 |205 |1.05 |211 |225 |203 |17 245 |297 |21AB

B5 240 |3.08 [243 |253 |255 |207 |183 |248 |263 |1.88 |1.82 |27 3.2 24B

B12 [235 [285 (242 [223 |246 [1.98 |262 |2.01 |246 |15 165 |232 |31 23B

B15 (185 [237 [1.07 [095 |16 0.6 142 |1.05 |28 0.75 |13 1.75 |18 14 A

B20 [215 [280 (265 [233 [226 [226 [132 |200 |187 |168 |197 |252 |3.00 [2.2AB

B21 215 252 |261 |216 |[191 225 |135 |188 |197 |131 |1.20 (232 (287 [20AB

B22 225 [3.70 (235 [216 [215 [1.70 |226 |214 |3.08 |152 |1.80 |232 (282 [23B

B25 (220 [320 (231 (238 [237 (158 (246 [1.92 |24 1.75 |15 240 |295 |22B

B27 [230 [3.70 (230 [237 [247 |[185 |16 206 275 |183 |162 |255 |3.20 (235B

B29 (212 [255 (232 (242 |228 [195 |261 |180 |235 |135 |152 |230 (280 [2.1AB

Grupos estadisticos con las mismas literales son estadisticamente iguales
Tukey (0.01)

Los datos obtenidos en este trabajo con bacterias Gram (+) y Gram (-)
concuerdan con los encontrados por Castillo (2001) quien reporta la existencia
de altos porcentajes de inhibicion In vitro (73.9% a 87.05%) al usar
actinomicetos aislados de la rizosfera de papa de la regién de Coahuila y Nuevo
Ledn. Lo anterior corrobora los reportes de Alexander (1980) y Vilich y Sikora
(1998) quienes citan que la rizosfera de las plantas es una fuente de
microorganismos antagoénicos que pueden tener alto potencial para usarse

como agentes de control de patdgenos del suelo.

De acuerdo a los datos obtenidos en este estudio, en el cultivo de la papa el
cual es afectado por R. solani GA-2, GA-3, GA-4, GA-5 y GA-7 (Alonso, 1994,

Pérez 2000 y Virgen et. al, 2000), la cepa B15 pude ser un agente potencial




para el control de la costra negra dentro de un programa de manejo integrado
del cultivo, ya que in vitro reportd altos porcentajes de inhibicion ( 43.4% a
85.7%) para éstos grupos de anastomosis. Este aislado en lo particular, pudiese
ser util como agente de control biolégico y alternativa a las dosis cada vez mas
altas de fungicidas quimicos ( Pencycuron, Tolcoflos-metil, PCNB, Fludioxonil,
Azoxystrobin, Iprodione, Fluazinam) que se emplean en el control de ésta y
otras enfermedades de la papa que ejercen una fuerte presion de seleccion
que induce a la resistencia a dichos fungicidas. Al respecto Summer (1987)
reporté que el grupo de anastomosis GA-2-1 es resistente al Pencycuron a
concentraciones de 10 mg /gramo de suelo; por otra parte en ensayos In vitro
Olaya et al., (1994) reportdé que los grupos de anastomosis GA-2-1, GA-2-2,
GA-4 y GA-5 son insensibles al Benomil y Pencycuron a una concentracién de

100 pgi.a./ml.



CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se desarrollé esta investigacion

podemos concluir lo siguiente:

Todas las cepas presentaron inhibicion contra los 13 grupos de anastomosis,
sin embargo los aislados de clave B1, B15, B20, B21, B22 y B29 fueron los

que presentaron los mas altos porcentajes de inhibicion.

La cepa B15 presento el mayor porcentaje de antagonismo en todos los grupos
de anastomosis, excepto en el GA-9. Su potencial de inhibicion vario de

acuerdo al grupo de anastomosis y va desde un 40% hasta un 85%.

El tiempo que la cepa B15 necesita para inhibir totalmente a un grupo de

anastomosis generalmente es de 48 horas.

El aislado B15 posee potencial para poder emplearse contra los grupos de

anastomosis de R. solani que atacan a la papa en México.
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APENDICE

Cuadro 6. Analisis de varianza de las cepas antagonicas contra el grupo de
anastomosis GA-1.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F

FACTOR A 1 59.50158 59.50158 8483.7227** 0.000
FACTORB 29 11.23291 0.38734 556.2271** 0.000
INTERAC. 29 8.73242 0.30111 42.9333*  0.000
ERROR 180 1.26245 0.00701

TOTAL 239 80.72937

C.V.=3.70%

** = Altamente significativo (P = 0.01)

Cuadro 7. Analisis de varianza de las cepas antagonicas contra el grupo de
anastomosis GA-6.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F
FACTOR A 3 4.40808 1.46936 65.6474** 0.000
FACTORB 29 79.62744 2.74577 122.6744*  0.000
INTERAC. 87  11.53381 0.13257 5.9230**  0.000
ERROR 360 8.05773 0.02238
TOTAL 479 103.62707

CV.=7.62%%

** = Altamente significativo (P = 0.01)



Cuadro 8. Analisis de varianza de las cepas antagonicas contra el grupo de
anastomosis GA-2.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F
FACTOR A 1 1.690918 1.690918 637.3176** 0.00
FACTORB 10 19.597107 1.959711  738.6272** 0.00
INTERAC. 10 4.311707 0.431171  162.5109** 0.00
ERROR 66 0.175110 0.002653

TOTAL 87 25.774841

CV.= 1.70%

** = Altamente significativo (P =0.01)

Cuadro 9. Comparacion de medias para el radio micelial del grupo de
anastomosis AG-2 en diferentes tiempos.

T I E M P O
Cepa 72 horas 96 horas Media (4 rep.)
B1 2.750 C 2775 C 2.762 C
B5 3.075 D 3.100 D 3.087 D
B12 2.850 C 2.850 C 2.850 C
B15 2.375 A 2.375 A 2.375 A
B20 2.800 C 2.800 C 2.800 C
B21 2525 B 2.525 B 2.525 B
B22 3.200 D 4.200 E 3.700 F
B25 3.200 D 3.200 D 3.200 E
B27 3.200 D 4.200 E 3.700 F
B29 2.550 B 2.550 B 2.550 B
Testigo 3.200 D 4.200 E 3.700 F

Tratamientos y bloques con las mismas letras son estadisticamente iguales

Tukey (0.01).



Cuadro 10. Analisis de varianza de las cepas antagodnicas contra el grupo de
anastomosis GA-3.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F

FACTOR A 2 7.824036 3.912018 417.6224** 0.00
FACTOR B 10 31.432434 3.143243 335.5529** 0.00
INTERAC. 20 7.069153 0.353458 37.7329** 0.00

ERROR 99 0.927368 0.009367
TOTAL 131 47.252991
CV.=  410%

*% —

Altamente significativo (P = 0.01)

Cuadro 11. Comparacion de medias para el radio micelial del grupo de
anastomosis AG-3 en diferentes tiempos.

T I E M P O

Cepa 48 horas 72 horas 96 horas Media (4 rep.)
B1 2.175 CDE 2.250 B 2.225 B 2.216 B
B5 2.200 CDE 2550 C 2.550 CDE 2433 C
B12 2.150 CDE 2.500 BC 2.625 DE 2425 C
B15 1.075 A 1.075 A 1.075 A 1.075 A
B20 2.025 BCD 2.850 D 3.100 G 2.658 D
B21 2.000 BC 2.850 D 3.000 FG 2.616 D
B22 1.850 B 2.475 BC 2.750 EF 2.358 BC
B25 2.175 CDE 2.375 BC 2.400 BCD 2.316 BC
B27 2.075 BCDE [2.425 BC 2.425 BCD 2.308 BC
B29 2.275 DE 2.375 BC 2.325 BC 2.325 BC
Testigo 12.325 E 3.200 E 4.200 H 3.241 E

Tratamientos y bloques con las mismas letras son estadisticamente iguales
Tukey (0.01).



Cuadro 12. Analisis de varianza de las cepas antagodnicas contra el grupo de

anastom

osis GA-4.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F
FACTORA 3 1.119141 0.373047  36.2632** 0.000
FACTORB 10 61.276123 6.127612 595.6541** 0.000
INTERAC. 30 2.406311 0.080210 7.7971** 0.000
ERROR 132 1.357910 0.010287

TOTAL 175  66.159485

CV.=  434%

** = Altamente significativo (P = 0.01)

Cuadro 13. Comparacion de medias para el radio micelial

anastomosis AG-4 en diferentes tiempos.

del grupo de

T I E M P O

Cepa 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas | Media (4 rep.)
B1 2.300 BC 2500 C 2500 CD [2.500 CD [2.450 ED
B5 2400 C 2.525 C 2.600 D 2.600 D 2.531 E
B12 2.200 BC |2.200 B 2.275 BC [2.275 BC [2.237 CB
B15 0.950 A 0.950 A 0.950 A 0.950 A 0.950 A
B20 2.225 BC |2.375 BC [2.375 BCD |2.375 BCD |2.337 DC
B21 2.125 B 2175 B 2175 B 2175 B 2.162 B
B22 2125 B 2175 B 2175 B 2175 B 2.162 B
B25 2.325 BC |2.350 BC |2.350 BCD |2.500 CD [2.381 D
B27 2.350 BC [2.350 BC [2.350 BCD (2450 CD |2.375 D
B29 2275 BC 2475 C 2475 CD 2475 CD [2.425 ED
Testigo [3.000 D 3.700 D 3.775 E 4.200 E 3.668 F

Tratamientos y bloques con las mismas

Tukey (0.01).

letras son estadisticamente iguales




Cuadro 14. Analisis de varianza de las cepas antagodnicas contra el grupo de
anastomosis GA-5.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F

FACTOR A 2 1.896179 0.948090 237.4273** 0.000
FACTORB 10 25.043518 2.504352 627.1575** 0.000
INTERAC. 20 4.755432 0.237772  59.5444** 0.000

ERROR 99 0.395325 0.003993
TOTAL 131 32.090454
CV.= 2.66%

** = Altamente significativo (P = 0.01)

Cuadro 15. Comparacion de medias para el radio micelial del grupo de
anastomosis AG-5 en diferentes tiempos.

T I E M P O

Cepa 48 horas 72 horas 96 horas Media (4 rep.)
B1 2.450 FGH 2575 F 2.650 G 2.558 G
B5 2.475 GH 2.600 F 2.600 FG 2.558 G
B12 2.300 DEF 2.550 EF 2.550 EFG 2.466 FG
B15 1.600 A 1.600 A 1.600 A 1.600 A
B20 2.150 CD 2.250 CD 2.400 DE 2.266 D
B21 1.900 B 1.900 B 1.950 B 1.916 B
B22 2100 C 2150 C 2.200 C 2.150 C
B25 2.250 CDE 2.400 DE 2.475 EF 2.375 EF
B27 2.325 EFG 2.500 EF 2.600 FG 2475 G
B29 2.275 DE 2.300 CD 2.275 CD 2.283 DE
Testigo |2.500 H 3.600 G 4.200 H 3433 H

Tratamientos y bloques con las mismas letras son estadisticamente iguales
Tukey (0.01).



Cuadro 16. Analisis de varianza de las cepas antagodnicas contra el grupo de
anastomosis GA-7.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F
FACTOR A 1 1.205688 1.205688 120.1128** 0.000
FACTORB 10 52.027252 5.202725 518.3044** 0.000
INTERAC. 10 1.995605 0.199561 19.8806** 0.000
ERROR 66 0.662506 0.010038

TOTAL 87 55.891052

CV.=  474%

** = Altamente significativo (P = 0.01)

Cuadro 17. Comparacion de medias para el radio micelial
anastomosis AG-7 en diferentes tiempos.

del grupo de

T 1 E M P O
Cepa 24 horas 48 horas Media (4 rep.)
B1 1.000 A 1.100 A 1.050 A
B5 2.725 F 2.950 F 2.837 F
B12 2.575 EF 2.675 EF 2.625 E
B15 1.425 BC 1.425 B 1.425 B
B20 1.500 AB 1.500 BC 1.325 B
B21 1.350 BC 1.350 AB 1.350 B
B22 2150 D 2375 D 2.262 N
B25 2.325 DE 2.600 DE 2462 E
B27 1.625 C 1.725 N 1.675 C
B29 2.575 EF 2.650 DE 2612 E
Testigo [3.075 G 4200 G 3.637 G

Tratamientos y bloques con las mismas letras son estadisticamente iguales

Tukey (0.01).




Cuadro 18. Analisis de varianza de las cepas antagonicas contra el grupo de
anastomosis GA-8.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F

FACTOR A 2 1.089294 0.544647 156.4140* 0.000
FACTOR B 10 34.415344 3.441535 988.3541** 0.000
INTERAC. 20 5.980774 0.299039 85.8792** 0.000

ERROR 99 0.344727 0.003482
TOTAL 131 41.830139
CV.= 285%

*% —

Altamente significativo (P = 0.01)

Cuadro 19. Comparacion de medias para el radio micelial del grupo de
anastomosis AG-8 en diferentes tiempos.

T I E M P O
Cepa 72 horas 96 horas 120 horas | Media (4 rep.)
B1 2.050 CD 2.150 E 2.150 EF 2116 F
B5 2.350 E 2.550 F 2550 G 2483 G
B12 1.950 BCD |2.050 DE 2.050 DEF |2.016 DE
B15 1.050 A 1.050 A 1.050 A 1.050 A

B20 2.000 CD 2.000 CDE |2.000 CDE [2.000 DE

B21 1.900 BC 1.875 BC 1.875 BC 1.883 BC

B22 2.100 D 2125 E 2.200 F 2141 F
B25 1.925 BC 1.925 BCD [1.925 BCD |1.925 CD
B27 2.000 CD 2.100 E 2.100 EF 2.066 EF
B29 1.800 B 1.800 B 1.800 B 1.800 B

Testigo [2.350 E 3.350 G 4.200 H 3.300 H




Tratamientos y bloques con las mismas letras son estadisticamente iguales
Tukey (0.01).

Cuadro 20. Analisis de varianza de las cepas antagonicas contra el grupo de
anastomosis GA-9.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F

FACTOR A 2 19.064392 9.532196 728.8632** 0.000
FACTOR B 10 21.443665 2.144367 163.9653** 0.000
INTERAC. 20 5.507324 0.275366 21.0554** 0.000

ERROR 99 1.294739 0.013078
TOTAL 131 47.310120
CV.=  4.52%

** = Altamente significativo (P = 0.01)

Cuadro 21. Comparacion de medias para el radio micelial del grupo de
anastomosis AG-9 en diferentes tiempos.

T I E M P O

Cepa |48 horas 72 horas 96 horas Media (4 rep.)
B1 1.750 BC 2.200 AB 2.800 CDE |2.250 B
B5 2.075 DE 2.850 DE 2.975 DE 2.633 DE
B12 2.150 DE 2.625 CD 2.625 BC 2.466 CD
B15 2.325 E 3.000 E 3.075 E 2.800 E
B20 1.400 A 2.050 A 2175 A 1.875 A
B21 1.575 AB 2.125 A 2.225 A 1.975 A
B22 2.225 DE 3.025 E 4.000 F 3.083 F
B25 1.950 CD 2.550 CD 2.700 BCD |2.400 BC
B27 2.250 DE 2.950 E 3.050 E 2.750 E
B29 2.150 DE 2.475 BC 2.450 AB 2.358 B
Testigo |2.375 E 3.100 E 4.200 F 3.225 F




Tratamientos y bloques con las mismas letras son estadisticamente iguales
Tukey (0.01).

Cuadro 22. Analisis de varianza de las cepas antagonicas contra el grupo de
anastomosis GA-10.

ANALISIS DE VARIANZADEL

FV GL SC CM F P>F
FACTOR A 1 3.093658 3.093658 121.7140* 0.000
FACTOR B 10 25.911072 2.591107 101.9421** 0.000
INTERAC. 10 9.007599 0.900760 35.4386** 0.000
ERROR 66 1.677551 0.025417

TOTAL 87 39.689880

CV.= 938%

** = Altamente significativo (P = 0.01)

Cuadro 23. Comparacion de medias para el radio micelial
anastomosis AG-10 en diferentes tiempos.

del grupo de

T I E M P O
Cepa 48 horas 72 horas Media (4 rep.)
B1 1.900 E 2175 E 2.037 E
B5 1.725 DE 2.050 DE 1.887 DE
B12 1.275 ABC 1.725 BCD [1.500 BC
B15 0.850 A 0.650 A 0.750 A
B20 1.550 CDE 1.825 CDE |1.687 CD
B21 1.300 BCD 1.325 B 1.312 B
B22 1.500 BCDE 1.550 BC 1.525 BC
B25 1.725 DE 1.775 CDE |[1.750 CDE
B27 1.800 E 1.875 CDE |1.837 DE
B29 1.100 AB 1.600 BC 1.350 B
Testigo |1.900 E 4.200 F 3.050 F




Tratamientos y bloques con las mismas letras son estadisticamente iguales
Tukey (0.01).

Cuadro 24. Analisis de varianza de las cepas antagodnicas contra el grupo de
anastomosis GA-11.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F

TRAT. 10 27.087296  2.708730 638.5586™* 0.000
ERROR 33 0.139984 0.004242
TOTAL 43 27.227280

CV.= 3.56 %

** = Altamente significativo (P = 0.01)

Cuadro 25. Analisis de varianza de las cepas antagonicas contra el grupo de
anastomosis GA-12.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F

TRAT. 10 14.515472 1.451547 800.0112** 0.000
ERROR 33 0.059875 0.001814
TOTAL 43 14.575348

CV.= 168 %

** = Altamente significativo (P = 0.01)



Cuadro 26. Analisis de varianza de las cepas antagodnicas contra el grupo de
anastomosis GA-13.

ANALISIS DE VARIANZADEL GA-13

FV GL SC CM F P>F

TRAT. 10 12.140076 1.214008  9.4045** 0.000
ERROR 33 4.259888 0.129088
TOTAL 43 16.399963

CV.= 11.98 %

** = Altamente significativo (P = 0.01)

Cuadro 27. Comparacion de medias para el radio micelial de los grupos de
anastomosis AG-11, AG-12 y AG-13 en un tiempo de 48 horas.

GRUPO DE ANASTOMOSIS
Cepa AG-11 AG-12 AG-13
B1 1.700 DE 2.450 CD 2975 B
BS 1.825 EF 2.700 E 3.200 BC
B12 1.650 CDE 2325 B 3.100 B
B15 1.300 A 1.750 A 1.800 A
B20 1975 F 2.525 D 3.000 B
B21 1.200 A 2325 B 2875 B
B22 1.800 DEF 2325 B 2.825 AB
B25 1.500 BC 2.400 BC 2950 B
B27 1.625 CD 2.550 D 3.200 CB
B29 1.325 AB 2.300 B 2875 B
Testigo |4.200 G 4.200 F 4.200 C




Tratamientos con las mismas letras son estadisticamente iguales Tukey (0.01).

Cuadro 28. Analisis de varianza para las cepas antagoénicas contra todos los
grupos de anastomosis de Rhizoctonia solani Kihn.

ANALISIS DE VARIANZA

FV GL SC CM F P>F

TRAT. 9 8.376282 0.930698  3.3961* 0.001
ERROR 120 32.885925 0.274049
TOTAL 129 41.262207

CV.= 2410%

* = Significativo (P = 0.05)



Figura 3. Antagonismo In vitro de 10 cepas bacterianas contra los GA-2 y GA-3
en un tiempo de 96 horas y 120 horas respectivamente a
temperatura constante de 28°C.
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Figura 4. Antagonismo /n vitro de 10 cepas bacterianas contra los GA-4 y GA-5
en un tiempo de 120 horas y 96 horas respectivamente a temperatura
constante de 28°C.
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Figura 5. Antagonismo /n vitro de 10 cepas bacterianas contra los GA-7 y GA-8
en un tiempo de 120 horas a temperatura constante de 28°C.
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Figura 6. Antagonismo /n vitro de 10 cepas bacterianas contra los GA-9 y GA-
10 en un tiempo de 96 horas y 72 horas respectivamente a
temperatura constante de 28°C.
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Figura 7. Antagonismo In vitro de 10 cepas bacterianas contra los GA-11 y GA-
12, en un tiempo de 48 horas a temperatura constante de 28°C.
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Figura 8. Antagonismo In vitro de 10 cepas bacterianas contra el GA-13, en un
tiempo de 48 horas a temperatura constante de 28°C.



Inhibicion (%)

B1 B5 B12 B15 B20 B21 B22 B25 B27 B29 T

Cepas antagénicas

Figura 9. Ensayo del crecimiento de R. solani GA-7(A) y la cepa bacteriana B5

(B) aislada de la rizosfera de papa sobre medios de cultivo AN, PDA y
SDA.

Figura 10. Antagonismo /n vitro de la cepa B15 contra los grupos de
anastomosis GA-3, GA-4, GA-8 y GA-10 de R. solani.



Figura 11. Antagonismo In vitro de la Cepa B22 (izquierda), testigo (centro) y
el antagonismo de la cepa B5 (derecha), contra el GA-8 de Rhizoctonia
solani.
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Figura 12. Antagonismo In vitro de la cepa B20 (izquierda), B29 (derecha)
contra R. solani GA-8.
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