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1 INTRODUCCION

Los plaguicidas bioldgicos estan teniendo un gran auge, debido a la creciente
preocupacion mundial de mantener o disminuir la contaminacion medioambiental y de
aminorar los dafios a la salud de las personas. Lo anterior también esta sustentado, por el
hecho de que algunos plaguicidas quimicos usados para controlar agentes causantes de
enfermedades, poseen un casi nulo control sobre algunos patdgenos que afectan a
cultivos de importancia econémica en el mundo.

El hongo Rhizoctonia solani causa la enfermedad conocida como “sarna negra”,
principalmente en papa (Solanum tuberosum), encontrandose distribuido en todo el
mundo. Su mayor importancia radica en la disminucién del rendimiento por la muerte
anticipada de la planta, destruyendo los brotes primarios bajo el suelo, causando cancro
en los tallos, necrosis en los estolones y presencia de esclerocios en los tubérculos,
ocasionando asi la disminucion comercial de estos.

Por otra parte, la bacteria E. carotovora causa la enfermedad conocida como
“pudricion humeda”. Este patdgeno es el que causa el principal problema al cultivo en
calas de colores (Zantedeschia sp). Los sintomas son pudriciones blandas en taberos y
raices, una erratica emergencia de plantulas y caida de plantas.

Las practicas culturales y aplicaciones de plaguicidas quimicos para controlar
estas dos enfermedades no han tenido el resultado esperado. Por lo anterior, en los
ultimos afios se han acentuado las investigaciones en el campo del uso de
microorganismos para fines agricolas. Uno de estos es Bacillus subtilis, que se utiliza 'y
se acepta mundialmente como componente de varios bio-pesticidas. De esta forma, se
puede inferir que mediante cepas seleccionadas de B.subtilis provenientes de
aislamientos obtenidos de fuentes naturales, es posible ejercer un control frente a E.
carotovora en calas y R. solani en papas.

En base a todos estos antecedentes, la presente investigacion tiene como objetivo

general evaluar la capacidad inhibitoria de dos cepas de B.subtilis, una utilizada frente a



E.carotovora (pudricion humeda) en calas y la otra frente a R. solani (sarna negra) en
papas, bajo condiciones controladas.
Los objetivos especificos son los siguientes:
- Evaluar la cepa de B. subtilis, Bc 2 frente a R. solani en papas bajo condiciones
controladas de temperatura, humedad y fotoperiodo en un sustrato de suelo arcilloso
esterilizado.
- Evaluar la cepa de B. subtilis, B¢ 10 frente a E. carotovora en calas bajo
condiciones controladas de temperatura, humedad y fotoperiodo en un sustrato de
mezcla de humus vegetal y turba.
- Determinar la inocuidad de las dos cepas antagonistas en calas y papas.
- Obtener dosis 6ptimas de la cepa antagonista en calas y papas, que controlen o

reduzcan la enfermedad y que contribuya con el normal desarrollo de la planta.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 El cultivo de cala (Zantedeschia sp)en Chile.

En Chile, el cultivo de calas de colores fue iniciado comercialmente hace méas de 10
afios, cada vez con un mayor aumento, gracias a la incipiente exportacion a los mercados
de Holanda y Estados Unidos. Actualmente, hay medianos y grandes agricultores que se
dedican a este rubro, siendo el mayor inconveniente la elevada inversion en material
genético importado para producir flores de alta calidad, requerido por los mercados
internacionales (MOLKENBUHR y TAPIA, 2005).

El volumen de las exportaciones de esta flor de corte entre enero y octubre del

2005 alcanzé a los 96750 kg, lo que indica que hay un leve aumento del volumen desde
los afios 2003 como lo indica el Figura 1.

Volumen de exportacion de calas de colores como
flor de corte en Chile
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FIGURA 1 Volumen de exportaciones de calas de colores en kg y el valor FOB

(US$) en el transcurso de los afios 2003 a 2005. FUENTE:
MOLKENBUHR y TAPIA, 2005.



Las principales Regiones de produccion como flor para corte y produccion de
tuberos son la Metropolitana, Novena, Décima y Duodécima. Sin embargo, en los
ultimos afios se ha visto un gran aumento en la superficie cultivada con cala de color en
la provincia de Valdivia, Region de los Lagos, donde las condiciones de agua, luz y
temperatura son las adecuadas para esta planta (MOLKENBUHR y TAPIA, 2005).

Si bien la zona sur de Chile presenta condiciones climéticas favorables para el
cultivo de cala, la alta incidencia que provoca la bacteria patdgena Erwinia, que
ocasiona grandes pérdidas es una limitante en su produccion. Por esta razén, en la
Universidad de la Frontera de Temuco se realizo una investigacion en calas de colores
para disminuir el ataque de esta bacteria realizado por Pamela Leal Rojas Doctora en
Ciencias, mencion Biologia Celular y Molecular. Esta se llevé a cabo por que se sabe
que a nivel mundial las calas blancas son mas tolerantes a la Erwinia que las de color,
pero por incompatibilidad genética no se puede hacer cruza entre ellas, entonces a través
de la ingenieria genética o tecnologia molecular se transferio una caracteristica de
tolerancia a dicha bacteria (UNIVERSIDAD DE LA FRONTERA. UFRO, 2005).

La cala de color es mucho mas pequefia y liviana que la cala corriente y cuenta
con una gran variedad de colores. Su cosecha se realiza entre fines de noviembre y
enero, por lo que el 50% de los envios se realiza durante el mes de diciembre
(MOLKENBUHR y TAPIA, 2005).

La competencia en los mercados internacionales es muy grande. Por ello, tal vez
la Unica forma en que Chile puede continuar avanzando con éxito en este negocio es
ofreciendo productos de alta calidad y con un mayor valor agregado, que lo diferencie de
la competencia y le permita acceder a nichos de mercados mas exigentes
(MOLKENBUHR y TAPIA, 2005).

Para lograr este objetivo es fundamental tener un manejo adecuado de la
poscosecha, que permita mantener las flores el mayor tiempo posible en condiciones

Optimas, tanto durante el transporte como en el florero. En Chile existe muy poco



conocimiento sobre este manejo; por lo tanto, si se quiere llegar a los mercados externos
con un producto de calidad, es necesario continuar investigando y mejorar en esta
materia (MOLKENBUHR y TAPIA, 2005).

2.1.1 Descripcion de Erwinia carotovora en cala. La enfermedad méas grave y
aniquilante en este cultivo es la bacteria E. carotovora. No existe control para ella, solo
hay que prevenir que se desarrolle. Esto se logra a través de un cultivo sano, que crezca
en condiciones dptimas, tanto de temperatura como de humedad y de un suelo limpio,
libre de patégenos (CHAIN, 2001).

Esta bacteria pertenece a la familia Enterobacteriacea, es de forma bacilar, Gram
negativa y anaerdbica facultativa; no formadores de endosporas, se desplazan por medio
de flagelos peritricos y sus colonias pueden ser blancas o amarillas. Se caracteriza por
ser una bacteria oportunista, es decir, una infeccion latente en el tubero puede
convertirse en activa cuando la planta se estresa bajo condiciones de temperatura y
humedad. Las temperaturas minimas, optimas y maximas para que se desarrolle la
enfermedad son de 5, 22, 37 °C, respectivamente (GUSS, 1999).

Las especies del género Erwinia pertenecientes al grupo carotovora son
normalmente denominadas “erwinias causantes de pudriciones humedas” por que su
principal capacidad, es la de producir grandes cantidades de enzimas pécticas que les
permiten macerar tejido parenquimatco de un amplio rango de especies de plantas
(SMITH et al. ,1992).

Este patdgeno no puede sobrevivir por si mismo en el suelo, puede invernar en
restos de cosecha o sobrevivir en la rizosfera de las malezas como hospedante. Asi una
vez que invada al tejido intercelular de la planta hospedera, se multiplica en él y

posteriormente empieza la bacteria a generar enzimas pectoliticas (WALKER, 1965).



Esta bacteria se puede diseminar por insectos, agua de riego, maquinaria de
cultivo, agua de lluvia y por utilizacion de material de propagacion infectado (SMITH et
al. ,1992).

E. carotovora inverna en los 6rganos carnosos infectados, ya sea almacenados o
en restos que contienen partes de plantas infectadas, asociadas a las raices en terreno. La
enfermedad puede aparecer primeramente en el campo a través de heridas en los tuberos.
La inoculacién por bacterias de 6rganos carnosos y su diseminacion posterior son
facilitadas por insectos, los cuales permiten el avance de la infeccién en forma bastante
eficiente, tanto en el almacenamiento como en el campo. Cuando las bacterias de las
pudriciones blandas penetran en las heridas, se alimentan y se propagan inicialmente en
los liquidos liberados por las células degradadas de la superficie herida del 6rgano
(AGRIQOS, 1996).

Esta bacteria en la etapa de propagacion produce cantidades crecientes de
enzimas pectinoliticas que degradan las sustancias pécticas de la lamela media y de la
pared celular, produciendo la maceracion de los tejidos; ademas, producen enzimas
celuloliticas que causan la degradacion parcial y el ablandamiento de la celulosa de las
paredes celulares. Como resultado de la accion de estas y otras enzimas, el agua de los
protoplastos de las células se difunde por los espacios intercelulares; las células
plasmolizan, colapsan y mueren. Esta licuefaccion de sustancias pécticas, que estd
presente comdnmente en los tejidos suculentos y la exosmosis del agua de los
protoplastos en espacios intercelulares, producen la maceracion de los tejidos invadidos

y su transformacién en una masa mucilaginosa (AGRIOS, 1996).

2.1.2 Sintomatologia de la pudricion humeda en calas. Los sintomas causados por
esta bacteria son la pudricion humeda en tuberos y raices, una erratica emergencia de las
plantulas, caida de las mismas y el colapso del peddnculo de la flor cortada en
poscosecha (DOLE y WILKINS, 1999).



En las plantas, la patologia comienza en la base de los tallos los que muestran
una pudricién cuya coloracién tiende a ser parda, luego de lo cual puede llegar a afectar
al tbero o al tallo por completo. Al estar infectado el tdbero las plantas presentan hojas
amarillentas y decaimiento en general. Segln sea la severidad del ataque puede incluso
producirse la muerte de la planta. El tabero sufre un proceso de pudricién que lo puede
inutilizar por completo (WRIGHT, 1994). En los tuberos, la pudricion se puede
reconocer porque los tejidos adquieren una consistencia blanda, acuosa, de olor
desagradable, donde los residuos celulares de la accion de enzimas bacterianas degradan
la lamela media de las células afectadas, provocando la maceracion de los tejidos
(AGRIQS, 1996).

Para prevenir el ataque de organismos causantes de pudricion de taberos en
terreno, se deben considerar los siguientes factores: realizar rotacion de cultivos, el suelo
alrededor del tibero debe tener buena aireacion y buen drenaje, utilizar material vegetal
libre de enfermedades, idealmente debe provenir de cultivo de tejido y no tener mas de
dos ciclos de crecimiento. Ademas, desinfectar el equipo de trabajo, evitar dafiar tiberos
durante su manipulacién, realizar el curado y almacenamiento de rizomas bajo
condiciones adecuadas, desechar tuberos enfermos, y en el caso de tuberos que
provengan de partidas de propagulos en los que se encuentran algunos de éstos
infectados por Erwinia, se deben desinfectar aquellos que aparentemente no estan
enfermos (CHAIN, 2001).

2.2 El cultivo de la papa en Chile. Actualmente, la papa es el cuarto alimento basico en
el mundo, después del arroz, el trigo y el maiz. El principal uso que se le da a esta
hortaliza es la industrializacion (RODRIGUES, 2004).

La papa se cultiva en Chile a lo largo de todo el pais, desde las quebradas en
Tarapacéa hasta la Isla de Tierra del Fuego, con producciones comerciales concentradas
en la Zona Centro Norte y Central y en la Zona Sur, para la produccién de tubérculo
semilla (RODRIGUES, 2004).



Segun TAPIA (2005) e INE (2006), la papa ocupa el cuarto lugar en importancia
de area sembrada. Presentd en el afio agricola 2005/2006 una cosecha de 13,9 millones
de quintales, con un aumento de 24,7% en su produccién y un rendimiento de 9,7%
superior al del periodo 2004/2005, en este periodo el rendimiento lleg6 a alcanzar los
220,2 gm/ha. En el mismo periodo 2004/2005, la superficie de este cultivo en Chile

alcanzé las 60 mil hectareas, con un consumo per capita estimado de 70 kg afio™.

El rendimiento ha ido incrementando a través de los afios, ya que en los afios 90
alcanzaba un rendimiento de 15 ton ha™, para llegar en el afio 2005 con un promedio de
22 ton ha™* (TAPIA, 2001).

Estas cifras demuestran que la papa es uno de los alimentos basicos para la
poblacion nacional. La superficie cultivada se distribuye a lo largo de todo el pais, pero

se concentra en las Regiones X, IXy IV, como se demuestra en el Cuadro 1.

CUADRO 1. Superficie , produccién y rendimiento de papas en Chile

Superficie (ha) Produccion (ton) [Rendimiento (ton/ha)
Region | 2003/04 | 2004/05| 2003/04 | 2004/05 | 2003/04 | 2004/05

v 5.400 4960 | 109.620 | 106.541 20,3 21,5

\% 1.200 1.550 15.000 25.575 12,5 16,5
RM 4.000 3.260 63.360 43.228 15,8 13,3
VI 3.450 2.820 65.550 56.513 19,0 20,0
VII 3.800 2.800 57.190 42.448 15,1 15,2
VIl 6.400 6.290 | 128.320 | 127.498 20,1 20,3
IX 16.800 | 15.620 | 302.400 | 321.303 18,0 20,6

X 17.200 | 17.010 | 390.784 | 380.684 22,7 22,4
Resto pais | 1.310 1.310 11.946 11.946 9,1 9,1
TOTAL | 59.560 | 55.620 | 1.144.170| 1.115.736 19,2 20,1

Fuente: INSTITUTO NACIONAL DE ESTADISTICAS, (2006).

La produccion chilena de papas esta fundamentalmente destinada al mercado

interno y las exportaciones son muy pequefias. Las compras de papas al exterior



crecieron fuertemente durante la década de los 90, mientras que las exportaciones se han

mantenido en valores bastante menores (TAPIA, 2005).

El comercio exterior de papas y sus derivados se ha mantenido en los Ultimos
cuatro anos. Los principales productos derivados que se comercializan son deshidratado
de papa, semillas, fécula (almidén), papas preparadas congeladas (papas prefritas),
preparadas no congeladas (snack) y harina. Estas exportaciones se han mantenido desde
el afio 2003 vendiéndose productos por un valor FOB total de US $ 2 millones ( TAPIA,
2005).

2.2.1 Rhizoctonia solani en papa. Una de las grandes limitaciones del cultivo de la
papa son los problemas fitopatoldgicos, que producen pérdidas importantes en los
rendimientos y calidad del producto, afectando su comercializacion tanto en el mercado
interno como externo. Entre las enfermedades més recurrentes en los tubérculos de papa

en la zona sur de nuestro pais esta la rhizoctoniasis (ACUNA et al., 2004).

Esta enfermedad se encuentra en muchas &reas productoras del mundo,
diseminandose con el agua de riego, la lluvia o por érganos infectados o contaminados.
Afecta al cultivo desde la emergencia hasta la cosecha, atacando también a una extensa
cantidad de especies vegetales, causando una baja calidad de la semilla, caida de
plantulas, pudricion de raices y enfermedades foliares (PARMENTER,1970).

R.solani es un hongo que consta de por lo menos cuatro formas mas o menos
emparentadas, estas cepas se distinguen entre si debido a que las anastomosis (fusién de
las hifas), solo se producen entre los aislados de un mismo grupo de anastomosis.
Presenta una fase anamarfica que se ubica dentro del Phylum Basidiomycota, género
Rhizoctonia (anamorfo). En esta fase el hongo presenta un micelio castafio oscuro con
hifas algo gruesas, posee ramificaciones en angulo recto, constricciones en el punto de
origen de la ramificacion de la hifa y formacion de una septa en el punto de origen
(AGRIQOS, 1996).
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Estas caracteristicas morfologicas anteriormente descritas no permiten
diferenciar R. solani de otros aislamientos del mismo género, por esta razon se debe
recurrir a caracteristicas mas especificas como son sus células jovenes multinucleadas,

aparato septal desarrollado y las caracteristicas de su fase sexual (OGOSHI, 1987).

La fase telomorfica o sexual, se producen basidiosporas, para el caso de R. solani
se denomina Thanatephorus cucumeris, perteneciente al Phylum Basidiomycota, orden
Ceratobasidiales, género Thanatephorus, en esta fase se presentan hifas de méas de 17um
de didmetro con constricciones cerca del punto de ramificacion y basidias hialinas. Este
hongo forma basiodiosporas en condiciones ambientales especiales, siendo raro de
encontrarlas en la naturaleza; de ahi que estas basidiosporas sean de poco valor en el
diagnostico del hongo, y en la practica se hace referencia sélo a su fase anamorfica
(AGRIQS, 1996).

El micelio se puede reconocer por medio de microscopia Optica, porque consta de
células largas con ramificaciones, que crecen en angulo recto con respecto a la hifa
principal. Ademas, las hifas se estrechan a nivel de la bifurcacién y poseen una septa
cerca de ella (AGRIOS, 1996).

Este hongo vive principalmente en forma de micelio y/o esclerocios en el suelo,
en plantas perennes o en 6rganos de propagacién como los tubérculos de papa. Cuando
las condiciones son favorables, el hongo germina e invade los tallos de las plantas o
los brotes emergentes, especialmente a través de las heridas (FRANK, 1980), esto se
puede apreciar en la Figura 2.

Este hongo se expande a través del estoldn y la raiz para formar una extensa red
de hifas. Durante esta etapa, la planta no produce sintomas. La etapa de infeccion se
produce cuando ocurre la diferenciacion de las células de la punta de la hifa en

ramificaciones en forma de T, desarrollandose la almohadilla de infecciéon sobre los
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tallos y estolones susceptibles. Estas hifas mas tarde penetran en el tejido de la planta
(JEGER et al, 1996).

Sin embargo, la penetracion no es puramente mecanica (mediante almohadillas
de infeccion), este patdgeno produce una variedad de enzimas como las pectinoliticas,
celuloliticas y proteoliticas capaces de destruir varios componentes del hospedero, junto
con la accién de toxinas que son producidas por micelio en crecimiento activo
(Bateman, 1970, citado por BETANCOURT, 1996).

Al momento de cosecha, se producen los esclerocios sobre los tubérculos hijos;
esto aparece porque los exudados de los tubérculos estimulan el desarrollo de la costra

negra, redistribuyendo recursos de las hifas a los esclerocios (JAGER et al., 1996).

Los esclerocios corresponden a conjunto de hifas variables en tamafio que se
forman sobre los tubérculos hacia el final del ciclo vegetativo de la planta y que
constituyen la forma de resistencia del hongo, ya que pueden vivir largo tiempo en el
suelo, hasta que se presenten las condiciones adecuadas para germinar. Un medio frio y
himedo es propicio para el desarrollo de este hongo, atacando primero a los brotes y
llegando a destruirlos cuando el clima favorece el desarrollo del patégeno. Cuando el
clima no favorece el desarrollo del patdégeno, los brotes son débiles, se retarda el
crecimiento de la planta y se producen tubérculos deformes (ROHM y HASS, 1980).

Por lo tanto, existen en papa tres fases distintas. La primera es parasitica sobre
plantas de papa, que corresponde a un esclerocio presente principalmente sobre
tubérculos; estos sirven para mantener al hongo durante la época invernal. Las otras dos
fases no son patogénicas; una de ellas se presenta sobre plantas de papas, produciendo
un micelio superficial blanco presente sobre la zona baja de los tallos y que representa al
estado sexual del hongo llamado T. cucumeris. La otra fase representa al estado sexual
del hongo; esta se presenta en la superficie de los tallos, exactamente sobre la linea del

suelo, formando una capa tenue, blanca plomiza sobre la que se originan las
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basidiosporas y le dan a la superficie una apariencia polvorienta (HOOKER, 1980). Esta

etapa se produce cuando hay suficiente humedad (AGRIOS, 1996).

Riizoctonia solam
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FUENTE: Dibigo [ CASTRO, adaplado da AGRIDE (1997)

FIGURA 2. Ciclo biolégico de Rhizoctonia solani, el agente causal de la “sarna
negra” de la papa. FUENTE: AGRIOS (1996)

Smith y Wilson (1978), citados por SCHNETTLER (1993), sefialan que las
temperaturas cardinales para el hongo son un 6ptimo de 25 a 30° C, un minimo de 7,7°
C y un maximo de 31 a 35 ° C. Indican que los esclerocios germinan de 7,7 a 30 ° C con
el optimo a 23 ° C, y el optimo para la germinacion de basidiosporas fluctta entre 21 a
25° C.

BAKER y MARTINSON (1970), sefialan que estaciones himedas unidas a
suelos mal drenados y pesados, favorecen el desarrollo de la enfermedad. El riego

abundante aumenta la infeccion en las plantas, especialmente en raices jovenes.
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2.2.2 Sintomatologia de sarna negra. El hongo sobrevive en el suelo como micelio,
atacando la parte inferior de la planta, destruyendo raices y tallos subterraneos. Cuando
los brotes comienzan a desarrollarse, en diferentes porciones se observan manchas de
color oscuro que terminan por destruir el tejido y matar el brote, que generalmente no
alcanza a emerger. Cuando la planta se ha desarrollado y estan afectadas las raices y el
tallo subterraneo, se manifiestan los sintomas en el follaje. En un comienzo el color
normal de las hojas apicales y los brotes se torna amarillento y luego adquiere un tono
rojo destefiido. Los tallos suelen engrosarse y las yemas axilares comienzan a alargarse y
engrosarse, originando tubérculos aéreos. En los estolones y raices aparecen al principio
manchas castafio oscuras, que posteriormente se transforman en cancros alargados y
bien delimitados (CALDERONI, 1978).

Estos cancros pueden continuar creciendo y llegar a estrangular la parte afectada
especialmente en plantas nuevas; en plantas adultas la formacion del cancro debilita la

parte aérea y la hace mas susceptible a otras enfermedades (ACUNA et al., 2004).

Los esclerocios se desarrollan sobre la superficie del tubérculo y estos pueden
variar de tamafio desde muy pequefio, planos, con punteado negro, hasta grandes masas
irregulares que cubren una gran parte del tubérculo, perjudicando su apariencia y calidad
(ACUNA et al., 2004).

Se han propuesto muchos métodos para controlar esta enfermedad, pero hasta la
fecha ninguno ha sido efectivo. A continuacion se detallaran algunas formas de controlar
R. solani :

-Rotacion de cultivos, por lo menos 3 0 4 afios, con cultivos de cereales y cruciferas que
no son afectados por esta enfermedad.

-Uso de semilla certificada, que garantice la pureza de la variedad.

-Uso de cultivares menos susceptibles a R. solani.

-Précticas culturales que induzcan una rapida emergencia y desarrollo de plantas.
-Cosecha rapida de los tubérculos.

-Tratamiento quimico a la semilla (ACUNA et al., 2004).
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2.3 Principales antagonistas bioldgicos estudiados.

Los antagonistas como agentes de control bioldgico de patdgenos de plantas
incluyen bacterias, Actinomycetes, hongos, virus, plantas superiores y microfauna
predatora (BAKER y COOK, 1974).

En el extranjero se han determinado hongos antagonistas para el control
bioldgico como Rhizoctonia spp binucleada para el control de Rhizoctonia solani,
Gliocladium virens y Trichoderma harzianum, efectivos sobre enfermedades conocidas

como caida de plantulas en ornamentales y hortalizas (AGRIOS, 1996).

En cuanto a agentes antagonistas bacterianos, se encuentran los géneros como
Bacillus spp, Streptomyces spp., Fusarium spp, Verticilum spp, Gaeumannomyces spp y
especialmente Pseudomonas spp. Estas bacterias tienen propiedades especificas para
controlar infecciones causadas por patdgenos en las raices del suelo, ya que producen
antibidticos y una competencia por el fierro +3 (VAN DRIESCHE y BELLOWS, 1996).

Agrobacterium radiobacter es una bacteria antagonista que controla la
enfermedad Agrobacterium tumefaciens, agente responsable de la formacion de tumores
en plantas; comercialmente ahora es usado para el tratamiento de semillas, plantulas y
esquejes (AGRIOS, 1996).

Streptomyces scabies, organismo que causa la sarna comun en papas, €S
suprimido naturalmente por Bacillus subtilus y el sapréfito Streptomyces spp (AGRIOS,
1996).

Las Rhizobacterias (bacterias colonizadoras de raices), como las del género
Pseudomonas, aplicadas en trozos de semilla y raices de plantas, muestran resultados en
menor caida de plantulas e incrementos consistentes en crecimiento y rendimiento en
diversos cultivos (AGRIOS, 1996).
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CUADRO 2 Principales bioantagonistas usados para el control de enfermedades

con su nombre comercial, los cultivos donde se aplica y patdgenos que

controla.
Antagonista Nombre Cultivo Fitopatdgenos a
comercial controlar
Bacillus subtilis Serenade SCY | Uva de mesa Botrytis cinerea
WP Uncila necator
Pudricion Acida
Trichoderma Binab T Frutales y plantas Fusarium spp,
harzianumy ornamentales Botrytis spp,
T.polysporum Rhizoctonia spp,
Sclerotium spp,
Sclerotinia spp
Trichoderma Trichodex 25 Uva de mesa y Botrytis cinerea
harzianum WP vinifera
Streptomyces spp | Actinovate Papa R.solani
Mycostop
Bacillus subtilis, Papa R.solani
Bacillus spp. Y
Pseudomonas
fluorescens
Fusarium spp Biofox C, Tomate, esparrago | Fusarium
Fusaclean oxysporum
Pythium Polyversum Tomate, papas Pythium spp,
oligandrum pepinos, Fusarium spp,
Brassicaceae, Botrytis spp,
frutales Phytophtora spp,
leguminosas, Alternaria spp,
cereales Rhizoctonia solani.
Pseudomonas spp | BioJect Spot- Cesped Antracnosis
Less, Bio-save, | Frutales B.cinerea,
BlightBan, Papa Penicillium spp,
Cedomon Cereales E.amylovora
Fusarium spp
Agrobacterium Galltrol, Nogall | Frutales y plantas Agrobacterium

spp.

ornamentales

tumefaciens

FUENTE: ASOCIACION NACIONAL DE FABRICANTES E IMPORTADORES DE

PRODUCTOS FITOSANITARIOS AGRICOLAS (2002, 2003).
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En el Cuadro 2 se puede observar los principales antagonistas usados, segun
ASOCIACION NACIONAL DE FABRICANTES E IMPORTADORES DE
PRODUCTOS FITOSANITARIOS AGRICOLAS (2002, 2003) para el control de
enfermedades.

Las Rhizobacterias son encontradas naturalmente en la rizésfera de las plantas,
gue es un volumen de suelo que esta dentro de la zona de influencia de las raices vivas,
extendiéndose al menos uno o dos milimetros de la superficie radicular. En esta zona se
encuentra una linea de defensa contra el ataque de patégenos, por lo tanto es posible
encontrar microorganismos que pueden ser ideales para ser empleados como agentes de
biocontrol (WELLER, 1988).

Las més corrientes enfermedades controladas por bacterias del suelo son la caida
de plantulas y enfermedades de las raices causadas por los hongos Pythium, Pythoptora,

Rhizoctonia, Fusarium y Gaeumannomyces (AGRIOS, 1996).

2.4 Bacillus subtilis como bioantagonista.

Las bacterias antagonistas, segin BAKER y COOK (1974), forman parte de un
numeroso grupo de microorganismos del suelo y de la rizésfera. Aunque la microflora
cerca de la raiz, es considerada como la primera linea de defensa en el sistema radicular
contra el ataque de patdgenos, muy pocas bacterias tienden a ser descritas
individualmente como antagonistas capaces de controlar patdgenos de las raices. Las
Unicas especies utilizadas como control bioldgico en este caso son Bacillus spp y muy
pocas bacterias del género Arthrobacter y Pseudomonas. Estas bacterias fueron
seleccionadas y reintroducidas al suelo para controlar patdgenos, aun cuando son
habitantes naturales de la rizosfera en plantas. Esto puede ser explicado por el
mecanismo que usan estos microorganismos para control bioldgico, donde fueron

seleccionados por la capacidad de producir antibioticos; esta propiedad ocurre con



17

frecuencia en las especies de Bacillus, mas bien que en los otros mencionados
(RODRIGUEZ y JULIA, 2006).

B. subtilis es una bacteria Gram positiva de forma bacilar, cuyo habitat natural es
el suelo, viven entre los limites de temperatura de 55-70 °C, y su limite inferior de pH es
de 2 a 3. Esta bacteria produce endosporas, estructuras altamente resistentes y viables
por periodos de tiempo inconmensurables, estas también pueden ser invulnerables a
factores fisicos perjudiciales como la desecacion, radiacion, acidos y desinfectantes
quimicos (GONZALEZ y FRAGOSO, 2002).

La produccion de endosporas por Bacillus ocurre al finalizar la fase exponencial
de crecimiento, destruyendo posibles agentes que interfieran en el normal desarrollo de
estos microorganismos. Asociado a la esporulacion, la produccion de un gran namero de
metabolitos secundarios o antibidticos son producidos por la bacteria perturbando al
metabolismo de especies enemigas, al punto que mueran a sean incapaces de
reproducirse (BUTT, et al, 1999; ROLLINS, 2000; SCHMIEDEKNECHT et al., 2001;
IANEZ, 1998).

La produccion de metabolitos de esta bacteria presenta propiedades
antibacterianas y antifangicas; esta ultima es la mas conocida y estudiada frente a
hongos como Rhizoctonia, Sclerotinia, Botrytis, Fusarium, Phytophthora vy
Gaeumannomyces, entre otras. Esta actividad antifungica se debe a polipéptidos
producidos por Bacillus, como la iturina, subtilina, bacitracina (SALLE, 1968),
mycobacillin, mycosubtillin, fengimincina y bacillomycin (SINCLAIR, 1992), que
actuan sobre la pared celular de los hongos. En el caso de la actividad antibacteriana
producida por Bacillus no existe mucha informacién, sélo existen informes de control
frente a Xanthomonas campestris y a E. carotovora, donde el principal antibiotico
producido es la surfactina, que posee un poder bactericida, modificando la superficie
hidrofoba bacteriana. Algunos antibidticos polipeptidicos producidos por miembros del
género Bacillus parecen destruir las bacterias, dafiando principalmente la pared celular

como la bacitracina o interfiriendo con la funcién de la membrana celular, destruyendo
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asi la barrera de permeabilidad de la célula, como es el caso de las iturinas y surfactinas
(CARRILLO, 2003).

Normalmente, esta serie de antibioticos mencionados, son producidos in vitro,
cuando se comprueba la inhibicién con el patégeno en cuestion, ocupando un medio
Optimo para su crecimiento. Pero la produccién in situ, o sea en invernadero o en campo,
es casi siempre mas sensible, ya sea por las condiciones quimicas (pH, salinidad,
nutrientes) o fisicas (textura) del suelo, temperatura, humedad (OWNLEY et al. 1992;
ENGELKES et al. 1997), en la cual las bacterias no pueden desarrollarse normalmente.

Esta bacteria es capaz de lograr el antagonismo por diversos mecanismos tales
como:

- Competencia por nutrientes en la rizésfera en lo que respecta a la utilizacion de

carbohidratos y nitrogeno.

- Exclusion de sitio, en la que el antagonista debe ser mas rapido que el patégeno al

momento de colonizar la rizésfera.

- Colonizacién de la bacteria en el patdgeno y o liberacion de componentes

celulares durante el crecimiento, protegiendo su nicho, inhibiendo el crecimiento de

los competidores y utilizando la misma fuente nutricional.

- Antibiosis, este consiste en la inhibicién de un microorganismo por parte de otro a

través de la accion del metabdlito, para que ocurra la sintesis de esta sustancia

antibidtica por parte del antagonista, debe existir una adecuada fuente de carbono,

el cual puede encontrarse en diversas formas de alimentos producidos por los

exudados radiculares o de las semillas, siendo la calidad de este sustrato alimenticio

un factor determinante en la calidad y cantidad del antibi6tico producido.

- Ademaés esta bacteria ha demostrado ademés inducir la resistencia sistematica

natural de la planta contra patdgenos bacterianos y fungosos (BUTT, et al., 1999).
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2.5 Bioplaguicidas que se aplican a través del riego.

Hoy en dia, se encuentran productos comerciales disponibles en el mercado en
formulaciones constituidas por microorganismos vivos. Estas formulaciones tienen
como principales componentes a hongos y bacterias (UNITED STATES,
DEPARTAMENT OF AGRICULTURE, 1998).

Existe un biofungicida Illamado Serenade creado por una empresa en California,
gue usa como antagonista a B. subtilis, para el control de enfermedades como Oidio,
Botritys, Erwinia amylovora, y pudricion acida en vides. Esta formulado como
suspension mojable o suspension concentrada que es utilizada a través del riego en Chile
(SOFFIA, 2005).

Las diferentes formas de como los productos bioldgicos estan formulados, va a
depender de la forma de su aplicacién; por esto las hay granulares, en pellets con células
congeladas, sustrato de turba, liquido, polvo seco y células vivas en agar (UNITED
STATES, DEPARTAMENT OF AGRICULTURE, 1998).

La forma de aplicacion de estos productos es muy variada, pero la mayor parte es
realizada por aspersion liquida e incorporacion en el suelo (UNITED STATES,
DEPARTAMENT OF AGRICULTURE, 1998). En el Cuadro 3 se puede apreciar las
distintas formas de aplicacion de diversos bioantagonistas.
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CUADRO 3. Bioantagonistas, su nombre comercial, formulacion y modo de

aplicacion
Bioantagonista Nombre Formulacion Aplicacion
comercial

Pseudomonas spp BIOJECT Liquido Riego

Pseudomonas spp BLIGH BAM Polvo mojable Aerosol

Streptomyces spp ACTINOVATE | Granulo dispersable | Riego

en agua

Streptomyces spp MYCOSTOP Polvo

Fusarium spp BIOFOX C Granulo Tratamiento
semilla e
incorporacion
al suelo

Fusarium spp FUSACLEAN | Micro granulo Riego

Bacillus subtilis KODIAK Polvo seco Tratamiento
semilla

B. subtilis SUBTILEX Polvo Riego

Trichoderma BINAB Polvo mojable y Aerosol

harzianumy pellets

T.polysporum

T.harzianum TRICHODEX | Polvo mojable Aerosol

FUENTE : MC SPADDEN (2005).
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3 MATERIAL Y METODO

La presente investigacion, que forma parte del Proyecto Fondef DO3I1-1140, se
llevo a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Austral de Chile, en donde se probo la accion antagonista de dos cepas de
B. subtilis en ensayos de macetas, para posteriormente poder establecer una posible
dosis 6ptima de estas, para el control de R. solani y E. carotovora en papas y calas,
respectivamente.

El estudio, en su fase practica, se realizé en el periodo comprendido entre octubre
de 2005y marzo de 2006.

3.1 Materiales utilizados para el estudio en calas.

A continuacion se detallan los materiales a utilizados en este ensayo.

3.1.1 Preparacion del indculo de Erwinia carotovora en calas. Placas de Petri, asa
de siembra, pipetas estériles, micropipetas, puntas estériles, tubos de ensayo estériles,
tubos falcon, matraces Erlenmeyer, agitador orbital , camara de flujo laminar, agua
destilada estéril, camara de incubacidn, autoclave, microscopio Optico, portaobjetos, y
cronometro digital.

Medio de cultivo (agar peptona)

- Extracto decarne  3g L™

- NaCl 5g L™
- Peptona de caseina  10g L™
- Agar 20g L (*)

*Caldo peptona, contiene los mismos ingredientes exceptuando agar.

3.1.2 Propagaciéon de la cepa antagonista BC10. Matraces Erlenmeyer, pipetas
estériles, agitador orbital, fermentador, agua potable estéril, bomba peristéltica,
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mangueras estériles, frascos estériles, autoclave, microscopio oOptico, portaobjetos,

balanzas analiticas y espatulas.

Medio de cultivo.
- Cultivo madre de melaza (20 g L™)
- Sacarosa (2gL™
- Extracto de levadura (1 g L™
- Sulfato de amonio (5g L™)
- Buffer fosfato KH,PO4/K,;HPO4 a pH 5.5 (utilizado solo en cultivos de
los matraces).
- KH2PO4 (0.3gL™) (solamente en fermentador)
- HCl y NaOH 2N, para regular pH del fermentador.

3.1.3 Materiales para la preparacién de tuberos de calas para su posterior
plantacion. Agua destilada estéril, escobilla suave, hipoclorito de sodio al 5%, agua
destilada, toalla nova estéril, horno Pasteur, autoclave, estufa esterilizadora y bisturi

estéril.

3.1.4 Materiales para las evaluaciones en calas. Para las evaluaciones se utilizaron los
siguientes materiales:

-Bolsa de polietileno de 3 litros de capacidad usadas como macetas

-Mezcla de turba y humus vegetal en una relacion 1:10

-216 tuberos de cala (Zantedeschia sp) de la variedad Lady Lack de segunda y tercera
temporada, sin sintomas aparentes de pudricién blanda.

-Cémara de crecimiento con condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo.

3.1.5 Cepa antagonista. Se utilizd6 en el cultivo de calas una cepa BC10,
correspondiente a una especie de B. subtilis, aislada de hojas provenientes del jardin
botéanico que presenta antagonismo comprobado frente a E. carotovora, en estudios
realizados in vitro (MENDEZ, 2005).
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3.1.6 Cepa control. La cepa control para verificar la capacidad antagonica de la cepa
BC10, correspondi6 a E. carotovora LC-37 %, aislada de tdberos de calas, los cuales

presentaban sintomas propios de la enfermedad causada por este tipo de patdgeno.

3.2 Método usado para el ensayo de calas.

A continuacién se describird la metodologia a emplear para el aislamiento y
propagacion de la cepa patdgena, preparacion y propagacion de la cepa antagonista,
preparacion de los sustratos y la plantacion de los taberos.

3.2.1 Propagacion de la cepa patogena en calas. Se repicoé frecuentemente Erwinia
LC-37 virulenta que se encontraba almacenada en placas con agar peptona, para obtener
finalmente cultivos frescos. Para la propagacion de esta cepa patdgena, se inoculd
mediante azadas de las colonias tipicas en caldos peptona, contenidos en dos tubos
Falcon estériles con 40 mL cada uno. Estos fueron agitados por 24 horas a 25 °C y 100
rpm en un agitador orbital. Posteriormente, se retiraron para volver a inocular en caldo
peptonado, esta vez 2 litros de caldo peptona estéril divididos en 4 matraces de un litro
de capacidad, los cuales contenian 500 mL de medio de cultivo cada uno. El indculo sera
al 4 %, siendo sometido a las mismas condiciones de agitacion, tiempo y temperatura de
la primera etapa. Posterior a este tiempo se verifico el crecimiento bacteriano mediante
lectura de la densidad éptica del cultivo a 600 nanémetros (D.O gq0). Esta lectura se baso
en estudios previos que demuestran que para un cultivo de E. carotovora cultivada en
caldo peptona y cuya D.Ogq €s cercana a 1, su poblacion es de 1 x10° ufc/ml. A partir de
los 2 litros de cultivo de Erwinia de concentracion 1 x10° ufc/mL, se efectuaron
diluciones en agua destilada para evaluar tres niveles de infestacion, como se muestra a

continuacion.

! Risco, D. (2006). Estudiante de Tecnologia Médica. Universidad Austral de Chile. Comunicacion
personal.
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a) Eo= 0 ufc/mL (Bajo). Tratamiento control para demostrar que el sustrato donde se
plantaron los tiberos de calas no es dafino, verificar la presencia de tuberos que
presenten la enfermedad adn siendo previamente higienizados y sin enfrentarse al
inéculo de Erwinia (Eo) y por ultimo verificar la inocuidad de la cepa antagonista
(BC10) en distintos niveles de aplicacion.

b) Em= 10* ufc/mL (Medio). Tratamiento donde se esperd un posible efecto antagonista

dependiendo de la concentracion del antagonista.

¢) Ea= 10° ufc/mL (Alto). Tratamiento que aseguraria la enfermedad (pudricion blanda
en los tuberos plantados en las macetas) y asi validar los tratamientos alto y medio.

En cada maceta de plastico se agregé 250 mL del patégeno por cada nivel de
infestacion, por lo tanto las poblaciones por cada nivel son: EM = 2,5%10° UFC, EA=

2,5% 10" UFC y en EO = 0 UFC; en este Gltimo nivel sélo se incorporé agua destilada.

3.2.2 Preparacién y propagacion de la cepa antagonista en calas’. La cepa
antagonista BC10 provino de un cultivo liquido en medio base de melaza, cultivado en
agitador orbital a 28 °C y 250 rpm por 24 horas. Posteriormente, se prepararon 10 litros
del mismo medio en fermentador, autoclavado a 121°C por 30 minutos, para poder
satisfacer las necesidades del ensayo como es la concentracion del Bacillus y el
volumen que se inocul6 en las macetas. Los parametros utilizados para fermentacion
fueron los siguientes: pH 5.5, temperatura de 28 °C, aireacion de 1 v/vm, agitacion
constante y el tiempo de cultivo 40 horas.

Una vez obtenido el in6culo del fermentador en una poblacion aproximada de 1 x
10*, se prosigui6 con las distintas diluciones en agua destilada para asi conformar los
distintos niveles de cepa antagonista, los que fueron enfrentados a E. carotovora. Estas

concentraciones son las siguientes:

Ruminot, C. (2006).Ingeniero en Alimentos. Instituto de Produccion y Sanidad vegetal. Universidad
Austral de Chile. (Comunicacion personal).
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Ao = 0 ufc/mL
A, =10* ufc/mL
A = 10° ufc/mL
Ag = 108 ufc/mL
A= 10Mufe/mL
A= 10"ufc/mL
En resumen, fueron 3 niveles de indculo del patdgeno por 6 dosis de la cepa
antagonista, o sea 18 tratamientos con cuatro repeticiones, como se muestra en la Figura
3.

Ao A As Ag A Ay Ay Ap Ag Ag A Aw Ag Ap Ag Ag Ay Agg

¢

~ N ~

FIGURA 3: Esquema representativo de los 18 tratamientos correspondientes a 3

niveles de patdgeno y 6 de la cepa antagonista en el ensayo de calas.

3.2.3 Preparacion del sustrato y tiberos. Antes de plantar los taberos primero se hizo
un lavado con abundante agua potable, utilizando una escobilla suave; posteriormente
fueron desinfectados en una solucion de hipoclorito de sodio al 5% por 5 minutos.
Luego se realizaron enjuagues con agua destilada estéril durante 5 minutos, seguido de
un secado con una toalla nova estéril para finalmente ser envueltos en un papel
absorbente estéril para mantener su higienizacion. Estos tuberos fueron almacenados en

camara fria, previo al momento de ser plantados.
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En el caso del sustrato se us6 una mezcla de turba y de humus vegetal en una

proporcion de (1:10) el que fue previamente esterilizado a 121°C por 2 horas.

3.2.4 Preparacion de las bolsas de polietileno con sustrato y tuberos. A cada bolsa de
polietileno, se le introdujo 2.5 kg de sustrato, para después inocular el suelo con 250 mL
del patégeno (E. carotovora) en las dosis indicadas anteriormente (3.2.1). Luego de 24 h
se plantaron los tuberos a los que se les debid inducir heridas mediante bisturi estéril
para facilitar asi la infestacién con Erwinia. Se plantaron 3 taberos por cada maceta en
forma aleatoria a una profundidad de 5 cm; después de 24 h se agregé los 250 mL de la
cepa antagonista Bacillus BC10, segun las concentraciones indicadas (3.2.2). Estas
macetas fueron mantenidas por 10 semanas en una camara bajo condiciones adecuadas
de temperatura (25° C), humedad y fotoperiodo (16 h luz y 8 h oscuridad). Cada 3 dias
fueron regadas con 200 mL de H,O destilada sin producir percolacién evitando asi la

perdida de la cepa antagonista o la cepa patogena.

3.2.5 Parametros a medir en el ensayo de calas. Los parametros a evaluar fueron los
siguientes:

-Para observar el crecimiento y la incidencia de la enfermedad se midi6 cada 10 dias, la
altura de las plantas desde el cuello hasta la Gltima hoja, la cantidad de brotes por maceta
cada 7 dias en las primeras 6 fechas de medicion y cada 11 dias en las Gltimas dos
fechas, con esto se obtuvo el % de sobrevivencia de las plantas.

-Al final del ensayo, se hizo una observacion de los tuberos y las plantas de calas,
clasificandolas segun el grado de pudricidn del tbero y el desarrollo que presentaba la
planta al momento de su cosecha. La clasificacion que se hizo en esta etapa se ajusto a la
siguiente escala fitopatologica:

a) 1 Tubero no emergido. Tubero completamente podrido por causas bacterianas o por
otros agentes responsables de pudriciones.

b) 2 Planta emergida parcialmente (hasta 5 cm), la planta logré emerger con un solo tallo
corto y ha dejado de crecer, a pesar de que el tibero se encuentra completamente

podrido por causas bacterianas o por agentes responsables de pudriciones.
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¢) 3 Planta emergida parcialmente (sobre 5 cm), la planta logré emerger con un solo
tallo y ha dejado de crecer, ya que el tubero se encuentra totalmente podrido por causas
bacterianas o por agentes causantes de pudriciones.

d) 4 Planta emergida totalmente que ha dejado de crecer, presenta hojas y tallos. Tubero
ligeramente dafiado y con pocas raices.

e) 5 Planta sana, presencia de hojas verdes, varios tallos y largos. Tubero intacto con

abundante raices.

3.2.6 Disefio estadistico. Los tratamientos ensayados correspondieron a un arreglo
factorial enteramente al azar de 6 niveles de la cepa antagonista B. subtilis, 3 niveles de
E. carotovora; con 4 repeticiones. Se practicd un andlisis de varianza en un disefio
enteramente al azar en el programa Statgraphics 5.1 en el caso de altura de plantas,
cantidad de brotes y % de sobrevivencia. Cuando presentaron diferencias estadisticas en
estos parametros medidos se realizé el Test de Tuckey. Para realizar el analisis de la
clasificacion de tlberos y plantas de calas se uso estadistica no paramétrica, utilizando el

test de Kruskall-Wallis y posteriormente el test de Dunn.

3.2.7 Segundo ensayo de calas

-En forma complementaria se realizd un segundo ensayo de calas, con el nivel de
Erwinia que poseia los mejores resultados obtenidos del primer ensayo. Por esto sélo se
uso el nivel de Erwinia medio cuya concentracién era de 10% ufc/mL. Las
concentraciones de antagonistas de la cepa BC10 que se utilizaron en este ensayo fueron
cinco:

Ao = 0 ufc/mL

A, = 10* ufc/mL

A = 10° ufc/mL

Ag = 10° ufc/mL

A= 10%ufc/mL
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Este ensayo fue realizado en las mismas condiciones anteriormente expuestas en
el punto 3.1 y 3.2 de material y método, las unicas diferencias que existieron fueron a
que los taberos no se les indujo heridas en el tejido superficial y que este experimento
fue realizado bajo invernadero durante ocho semanas, con el propdsito de poder apreciar
el comportamiento de la cepa antagonista sobre la planta, en un sistema menos

controlado en lo que respecta a temperatura y luz.

3.2.8 Parametros a medir durante el segundo ensayo de calas. Los parametros
analizados durante el ensayo fueron:

- Medicién cada 10 dias de la altura de la planta, cantidad de brotes para finalmente
obtener el % de sobrevivencia.

- Cuando las plantas alcanzaron el 25 % de la floracién se procedio a cortar los tallos a 3
cm del suelo suspendiéndole por completo el riego por unas cuatro semanas. Después de
esto se procedio a cosechar los tdberos de las plantas, momento en el cual se observé y
separ0 visualmente los tiberos enfermos de los sanos.

- Los taberos que resultaron sanos se les tratd de inducir la enfermedad (E. carotovora);
para poder comprobar o rechazar la idea de que el tibero podria ser el portador de la
enfermedad Erwinia spp.

Los pasos a seguir para realizar la induccion fueron los siguientes:

1.-Se lavaron con agua corriente y una escobilla suave, para extraer el sustrato que
poseian.

2.- Se pesaron todos los tuberos

3.-Se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5 % por 5 minutos.

4.-Posteriormente se volvieron a lavar con agua destilada estéril.

5.-Después se envolvieron en toalla nova estéril humedecida y con pléstico alusa.

6.- Se incubaron por 5 dias en estufa entre 25° a 30° C (estas son condiciones propicias
para que la bacteria se desarrolle si se encontrase en el interior del tbero).

7.- Finalmente se observé si se desarrollo la enfermedad en los tdberos. Los que habian
desarrollado la pudricién himeda fueron lavados para sacarle el tejido macerado y
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volvieron a ser pesados, para posteriormente sacar una relacion entre el peso inicial del

tubero y el final.

3.2.9 Disefio estadistico del segundo ensayo de calas. Los tratamientos ensayados
correspondieron a un disefio enteramente al azar con 5 niveles de la cepa antagonista B.
subtilis, 1 nivel de la cepa patdgena E. carotovora; con 4 repeticiones. Se practicé un
analisis de varianza enteramente al azar en el programa de Statgraphics 5.1. Cuando se

presentaron diferencias estadisticas se realiz0 el Test de Tuckey.

3.3 Materiales utilizados para ensayo en papas.

A continuacion se detallan los materiales a utilizar en este ensayo.

3.3.1 Preparacion del inéculo de Rhizoctonia solani en papas.

-Placas de Petri, sacabocados, granos de centeno, vaso precipitado estéril, colador,
picadora Moulinex , asa de siembra, portaobjeto, cdmara de flujo laminar, estufa
esterilizadora, agua destilada estéril, cAmara de incubaciéon, matraces Erlenmeyer
esterilizados, autoclave Quimis, microscopio Optico, crondmetro digital y bandeja de

aluminio esterilizada.

3.3.2 Propagacion cepa antagonista BC2 *
- Matraces Erlenmeyer, pipetas estériles, fermentador, bomba peristaltica, mangueras
estériles, frascos estériles, balanzas analiticas y espatulas.
Medio de cultivo.
- Cultivo madre de melaza (10%) (200 mL L™)
- Sacarosa(2gL™)
- Extracto de levadura o carne (5g L™)

- Sulfato de amonio 5gL™ (solamente utilizado en cultivo del fermentador)

¥ Ruminot, C. Ingeniero en Alimentos. Instituto de Produccién y Sanidad Vegetal. Universidad Austral de
Chile. (Comunicacion personal. 2006).
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- Buffer fosfato KH,PO4/K,HPO, (utilizado s6lo en cultivos batch de
matraces).

- HCl y NaOH 5N, para regular pH del fermentador.

3.3.3 Preparacion de tubérculos de papas para su posterior plantacion.
- Agua destilada esteéril, escobilla suave, hipoclorito de sodio al 5%, cloro, agua

destilada, toalla nova estéril, horno Pasteur y autoclave.

3.3.4 Materiales para las evaluaciones en papas.

-Bolsas de polietileno de 1 litro de capacidad usadas como macetas.

-Suelo arcilloso esterilizado

-72 tubérculos de papas (Solanum tuberosum) del cultivar Desiree

-Cémara de crecimiento con condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo.

-Invernadero.

3.3.5 Cepa antagonista para controlar R. solani. Se utilizd6 la cepa BC2,
correspondiente a un tipo de B. subtilis aislado de raices de calas proveniente del vivero
BOPAR. Esta cepa presenta un antagonismo comprobado frente al hongo R. solani en
estudios realizados*‘in vitro’. (BARRIA, 2005)

3.3.6 Cepa control. La cepa control para verificar la capacidad antagdnica de la cepa

BC2, correspondera a R. solani, aislada de esclerocios de papas.

3.4 Método usado para el ensayo de papas. A continuacién se describird la
metodologia a emplear para el aislamiento y propagacion de la cepa patdgena (R.
solani), preparacion y propagacion de la cepa antagonista (B. subtilis), preparacion del

sustrato y la plantacion de los tubérculos.

3.4.1 Preparacion del inoculo en papas. Para cultivar R. solani se debi6 utilizar unos

60 g de granos de centeno, que se depositaron en un matraz con unos 400 mL de agua y
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estos se dejaron a temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente, con la ayuda de
un colador se saco toda el agua, para luego esterilizar el matraz, con los granos de
centeno por 3 dias consecutivos, a 100° C.

Paralelamente desde un cultivo de R. solani se procedié a sacar esclerocios con un
bisturi desde la periferia, con el objetivo de sacar micelio del frente activo. A
continuacion, estos se introdujeron en el matraz con los granos de centeno ya
esterilizados, estos se incubaron por unas 3 semanas aproximadamente a 23 / 25 ° C.
Pasado las 3 semanas, se comprobo la presencia de R. solani en los granos de centeno,
mediante microscopia 6ptica, la cual correspondié al grupo de anastomosis AG3 el mas
virulento en papa.

Posteriormente, se deshidrataron los granos por 5 dias aproximadamente en una
camara de acrilico estéril, de la siguiente manera, se abrié el matraz, y se colocé los
granos en una bandeja de aluminio previamente esterilizada, se cubrié con una bolsa de
papel esterilizada, y se realizd un cuello de cisne en el extremo abierto de la bolsa de
papel para mantener la esterilidad. Pasado el periodo de deshidratacion de los granos se
procedid a molerlos, con una picadora Moulinex para producir asi el inéculo en polvo.
De esto se tomaron 2 gramos, lo que constituyd el nivel medio de Rhizoctonia (Ry) y 10
gramos para el nivel alto de Rhizoctonia (Ra); y (Ro) nivel en el cual no existié indculo

en polvo del patégeno. (Figura 2).

3.4.2 Preparacion de la cepa antagonista. También se debi6 preparar el in6culo de la
cepa antagonista liquida Bacillus BC2. Para esto se procedio de la misma forma que en
el cultivo de la cepa BC10 (3.2.2), debido a que se trata de un mismo género de
microorganismo. Las concentraciones aplicadas al suelo fueron las mismas que en el
caso de calas, siendo previamente diluidas en agua destilada. Por lo tanto, las
concentraciones del antagonista fueron las siguientes:

A’ = 0 ufc/mL, A* =10" ufc/mL, A® = 10° ufc/mL, A® =10° ufc/mL, A=
10"ufe/mL y A= 10"ufc/mL
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En resumen el ensayo consistio en 3 niveles de inoculo del patégeno por 6 dosis
de la cepa antagonista, con cuatro repeticiones. Por lo tanto el total de macetas que se

ocuparon en el ensayo fueron 72. Como se muestra en la Figura 4.
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FIGURA 4 Esquema representativo de los 18 tratamientos correspondientes a 3
niveles de patdgeno (Ro, rm, Ra) Y 6 de la cepa antagonista (Ao, A4...A1s),

ensayo en papas.

3.4.3 Preparacion del sustrato y tubérculos de papa. Para proceder a plantar los
tubérculos, primero se debieron lavar con abundante agua potable y con la ayuda de
escobilla para extraer todo el suelo que cubria al tubérculo; luego se desinfectaron con
una solucion de hipoclorito de sodio al 5%, para posteriormente lavarlos con agua
destilada y secarlos con toallas nova estéril para retirar exceso de humedad.

El sustrato a utilizar fue un suelo rojo arcilloso que se debi esterilizar en sacos de
harina, para finalmente ser conservados a 15 © C hasta el momento de la plantacion.

3.4.4 Preparacion de las bolsas de polietileno con sustrato y tubérculos. A cada
maceta, se le introdujo un 1kg de sustrato, y se inocul6 con 2 0 10 gramos del patdgeno
(R. solani)  mezclandose homogéneamente en los primeros 5 cm del suelo
(correspondientes a 200 gramos de suelo estéril). Luego, se plant6 un tubérculo de papa
desinfectada por bolsa de polietileno, en los primeros 5 cm donde fue infectado el
sustrato con R. solani. Después de 5 dias se agreg6 los 200 mL de la cepa antagonista en
los distintos niveles (Figura 2). Estas macetas fueron mantenidas en una cdmara de frio
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por ocho semanas, con una Optima humedad y a un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h
oscuridad, en el caso de la temperatura no debid superar los 15° C, con el objetivo de
facilitar el crecimiento del patdgeno sobre la planta. Después de esto las plantas de papa
fueron trasladados a un invernadero por cinco semanas, facilitando asi el desarrollo de
las plantas para dar origen a los tubérculos hijos. El riego por maceta fue efectuado cada
5 dias con 50 mL de H,O destilada no estéril. Cantidad Optima de agua para que no se

produjera percolacion de la cepa antagonista o el patdgeno.

3.4.5 Parametros a medir en el ensayo de papas. Los parametros a evaluar en este
ensayo seran los siguientes:

-Para observar el crecimiento y la incidencia de la enfermedad se midid, cada 10 dias la
altura de las plantas desde el cuello hasta el tltimo foliolo, y periédicamente la cantidad
de brotes por bolsa de polietileno para obtener finalmente el % de sobrevivencia.

-En la cosecha (20 de enero 2006) se midio:

- Biomasa seca de cada planta (raiz mas el follaje) cosechada en cada maceta o bolsa al
final del ensayo, posterior a la eliminacién de agua de los tejidos a una estufa por 48 h
dentro de un sobre de papel. Siendo posteriormente pesados y restado el peso del sobre.

- El largo de la planta incluyendo la raiz y follaje.

-Peso materia verde de toda la planta (raiz y follaje) cosechada en cada maceta.

-NUmero y produccion de tubérculos por maceta, que consistio en contar el nimero de
tubérculos cosechados de cada maceta y pesarlos.

- Porcentaje de sobrevivencia de las plantas, donde se hizo una relacion entre la cantidad
méaxima de brotes o tallos de plantas con la cantidad final, medidas en una misma
maceta.

- Se hizo una evaluacion visual de los tubérculos hijos para ver la presencia de
esclerocios segun la escala del MANUAL OF PLANT GROWTH STAGES AND
DISEASE ASSESMENT KEYS (1976), Ministry of Agriculture Fisheries and Food
(Figura 5). Esta escala se presenta a continuacion con los distintos porcentajes 5%,10%
y 25% de esclerocios en los tejidos de los tubérculos hijos.
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Percentape oI ared alfected

FIGURA 5.Escala de evaluacién para el porcentaje de esclerocios sobre tubérculos
hijos. FUENTE: MINISTRY OF AGRICULTURE GREAT BRITAIN,
FISHERIES AND FOOD (1976).

3.4.6 Disefio estadistico del ensayo de papas. Los tratamientos ensayados
correspondieron a un disefio experimental enteramente al azar, con un arreglo factorial
de 6 niveles de la cepa antagonista B. subtilis, 3 niveles de la cepa patdgena R. solani
con 4 repeticiones. Se practicé un analisis de varianza en un disefio enteramente al azar
en el programa Statgraphics 5.1. Cuando se presentaron diferencias estadisticas se
realizd un Test de Tuckey. También se hizo un anélisis no paramétrico con el Test de
Kruskall- Wallis y el Test de Dunn que involucré solamente la evaluacion visual de los

tubérculos hijos que presentaban esclerocios.
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4 RESULTADOS

4.1 Pruebas de antagonismo contra E.carotovora en cultivo de calas bajo cAmara de
ambiente controlada.
A continuacion se presentan los resultados obtenidos de los parametros

evaluados en el primer ensayo de calas.

4.1.1 Altura de plantas de calas. El analisis de varianza realizado en relacién a la
altura de plantas de calas del ensayo hecho en cdmara (Anexo 1), muestra que existen
diferencias significativas al 0,05% y al 0,01% en el factor dosis de E.carotovora.
También existen diferencias significativas al 0,05% en el factor dosis de antagonista y

en la interaccion.

CUADRO 4 Altura promedio de plantas de calas del primer ensayo segun las

distintas variables medidas (cm).

Fechas de medicién

Erwinia 11-10-2005 | 21-10-2005 | 31-10-2005 | 10-11-2005 | 20-11-2005

EA (108 UFC/mL) [1,049 b (2,262 Db (7,815 b |11,395 b |1576 b
EM (10" UFC/mL) |3,242 a 7,379 a 23,46 a (36,32 a 44,72 a

EO0 (0 UFC/mL) 3,545 a 8,254 a 27,078 a  |50,14 a 59,49 a
Antagonista

A0 (0 UFC/mL) 22 ab |6325a b|19613 a b|33,67 a b [42,72 a

A4 (10M UFC/mL) |3,07 ab [7,949 a 25,085 a 44,16 a 59,98 a

A6 (1076 UFC/mL) (2,587 a b |5108 a b |20,525 a b|32,65 a b [40,2 a

A8 (108 UFC/mL) (2,85 ab |49 a b|1724 ab|2543 a b |32,14 a

All (10"11 UFC/mL) 3,311 a 7,235 a 23985 a (3559 a b |34,58 a

Al4 (10"4 UFC/mL) (1646 b 4275 b |10,257 Db|1924 b 30,34 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

En el Cuadro 4 se puede observar que hay diferencias entre las dosis de E.

carotovora aplicada al sustrato en todas las variables medidas. De esto se puede inferir
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que hay una correcta infestacion del sustrato con el patogeno, ya que al comparar EA
(dosis de Erwinia alta) con EO (sustrato no infectado con E. carotovora) o con EM
(dosis con Erwinia medio), hay una disminucion en el crecimiento de la planta a medida
que se incrementa la dosis del patdgeno. Sin embargo, no se detectaron diferencias entre
el nivel de infestacion EM y EO. En relacion a las dosis de antagonista, es posible
observar diferencias en las primeras cuatro fechas de medicion; el 11-10-2005 la mayor
altura de la planta de cala se observo con la dosis de antagonista A11 y la menor altura
se observo con la dosis més alta de antagonista A14. Una posible explicacion a esto seria
que altas poblaciones de B. subtilis causan una menor eficacia como antagonista, ya que
esta bacteria deja de producir los metabolitos (antibioticos), que reducen el crecimiento
de E. carotovora. En las fechas de medicion 21-10-2005 y 31-10-2005, las plantas que
presentaron una mayor altura fueron las que se les aplicé la dosis de antagonista A4 y
All. En contraste, con la dosis de antagonista mas alta A14, donde las plantas crecieron
menos. En la fecha 10-11-2005 solo se observan diferencias entre la dosis A4 con un
mayor crecimiento de la planta y A14 con menor crecimiento. En la ultima fecha medida
20-11-2005 no se observaron diferencias entre las dosis de antagonistas.

Se encontraron diferencias en la interaccion de la fecha 31-10-2005 en el nivel de
Erwinia medio, donde las plantas presentaron un mayor crecimiento sin la dosis de
antagonista; en cambio donde se observa una menor altura de las plantas de calas fue en
la dosis mas alta de antagonista, como se puede observar en el Cuadro 5.

CUADRO 5 Promedio de la altura de plantas de calas, segun los distintos
tratamientos en la fecha 31-10-2005.

Erwinia carotovora

Antagonista EO EM EA

A0 (0 UFC/mL) 16,44 a 36,83 a 556 a
A4 (1074 UFC/mL) 26,65 a 29,23 ab 194 a
A6 (10" 6 UFC/mL) 279 a 28,42 ab 525 a
A8 (1078 UFC/mL) 3153 a 17,69 ab 25 a
A1l (10711 UFC/mL) 39,41 a 24,33 ab 82 a
Al4 (10714 UFC/mL) 20,52 a 425 b 6 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).
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Esta diferencia demuestra que dosis muy elevadas de antagonista disminuyen el
crecimiento de la planta. Por lo tanto, la dosis o concentracion limite que puede ser
usada en las plantas de calas para obtener un buen desarrollo, es del orden de
10*UFC/mL de la cepa antagonista en el nivel alto de infestacién y de 10" UFC/mL de
B. subtilis en el nivel EOQ.

4.1.2 Cantidad de brotes o tallos. Al observar el analisis estadistico (Anexo 2) en
relacion a la cantidad de brotes en plantas de calas, se puede sefialar que existen
diferencias estadisticamente significativas al 0.05% y al 0.01% en el factor E.
carotovora desde la fecha de medicion 07-10-2005 al 02-12-2005. También existen
diferencias significativas al 0,05% en el factor dosis de antagonista en las siguientes
fechas de medicion: 14-10-2005, 21-11-2005 y 02-12-2005. En el Cuadro 6, se puede
apreciar que existieron diferencias entre las dosis de E.carotovora, ya que al haber dosis
mas altas de este patogeno en el sustrato se produce una disminucion del nimero de
brotes por planta en relacion a la dosis de Erwinia medio y Erwinia cero. Asimismo el
namero de brotes es mayor en las variables o fechas de medicion 07-10-2005, 14-10-
2005, 21-10-2005 y 02-12-2005. A medida que transcurre el tiempo y la planta se
desarrolla, las tres dosis del patdgeno estan bien demarcadas, ya que al disminuir la
dosis de E. carotovora aumenta el nimero de brotes.

En relacion a la dosis de antagonista se observan diferencias en la variable 14-10-
2005, entre la concentracion A4 que presenta un mayor numero de brotes en relacién a
Al4; también en las ultimas dos fechas de medicion 21-11-2005 y 02-12-2005 entre las
dosis A4 y A6, que presentan un mayor nimero de brotes en contraste con las dosis A8,
All y Al4, donde se observa una menor cantidad de brotes en las plantas. En las
Figuras 6, 7, 8, 9, 10 y 11 se puede observar el desarrollo de las plantas a las tres
semanas de plantacion y previo al momento de su cosecha. También es posible apreciar
las diferencias entre los 3 niveles con E. carotovora, y la accion del antagonista en sus

distintas concentraciones en plantas de calas, que permanecieron en camara controlada.
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FIGURA 6 Plantas de calas del nivel EO (Erwinia cero), con las distintas
concentraciones de antagonistas a las tres semanas de
plantacion.

FIGURA 7 Plantas de calas del nivel de infestacion EM (Erwinia medio), con las
distintas concentraciones de antagonistas a las tres semanas de
plantacion.

FIGURA 8 Plantas de calas del nivel de infestacion EA (Erwinia alto), con las
distintas concentraciones de antagonistas a las tres semanas de
plantacion.
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FIGURA 9 Plantas de calas del nivel EO (Erwinia cero), con las distintas
concentraciones de antagonistas al momento de cosecha.

FIGURA 10 Plantas de calas del nivel de infestacion de EM (Erwinia medio), con
las distintas concentraciones de antagonistas en el momento de
cosecha.

FIGURA 11 Plantas de calas del nivel de infestacion de EA (Erwinia alto), con las
distintas concentraciones de antagonistas en el momento de cosecha.
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CUADRO 6. Numero promedio de brotes de plantas de calas del primer ensayo

segun las distintas variables medidas.

FECHAS DE MEDICION

Erwinia 30-09-2005 | 07-10-2005 14-10-2005 | 21-10-2005 | 28-10-2005
EA (1078 UFC/mL) 0,083 a 0,791 b| 1,583 b 1,708 b| 1,45 ¢
EM (10"4 UFC/mL) 0,166 a 2,125 a 3,04 a 3458 a | 366 b
EO (0 UFC /mL) 0,208 a 25 a 4,375 a 3875 a | 6,66 a
Antagonista

A0 (0 UFC/mL) 0,166 a 1,583 a 2916 a b 4 a| 441 a
A4 (1074 UFC /mL) 0,166 a 2,333 a 3,75 a 45 a | 458 a
A6 (10”6 UFC /mL) 0,166 a 1,916 a 3a b 425 a | 441 a
A8 (1078 UFC /mL) 0,083 a 1,583 a 275 a b 341 a | 383 a
A1l (10711 UFC /mL) 0,083 a 2,08 a 35a b 35 a/| 358 a
Al14 (10"14 UFC /mL) 0,25 a 1,33 a 2,083 b 242 a | 275 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

CONTINUACION DE CUADRO 6

FECHAS DE MEDICION
Erwinia 04-11-2005 10-11-2005 21-11-2005 02-12-2005
EA (1078 UFC /mL) 0,875 c 0,66 c 0,5 c 0,5 c
EM (1074 UFC /mL) 35 b 3,75 b 316 b 25 b
EO  (0OUFC/mL) 6,5 a 587 a 55 a 4,7 a
Antagonista
A0 (0 UFC/mL) 4 a 3,83 a 3,33 ab 225 ab
A4 (1074 UFC /mL) 4,33 a 4,16 a 4 a 391 a
A6 (10" 6 UFC /mL) 391 a 4,08 a 4,083 a 4,08 a
A8 (10”8 UFC /mL) 341 a 241 a 225 b 133 b
A1l (10711 UFC /mL) 341 a 35 a 225 b 183 b
Al4 (10714 UFC /mL) 2,66 a 2,58 a 2416 b 2 b

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

En relacion a la interaccion de los factores dosis de E. carotovora con dosis de
antagonista, se encontraron diferencias significativas al 0.01% y al 0.05% en las
variables 14-10-2005, 10-11-2005, 21-11-2005 y 02-12-2005 como se indica en los
Cuadros 7, 8, 9y 10.

En el Cuadro 7 se observan diferencias en los tratamientos con la dosis de E.
carotovora alto, donde la dosis de antagonista A4 presenta un mayor namero de brotes

en contraste con la dosis Al4, que presenta la menor cantidad de este parametro.
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CUADRO 7. Promedio del numero de brotes en plantas de calas del primer ensayo

segun los distintos tratamientos en la fecha de medicion 14-10-2005.

Erwinia carotovora

Antagonista EO EM EA

A0 (0 UFC/mL) 55 a 2,5 a 0,75 ab
A4 (10"4 UFC/mL) 425 a 3,25 a 3,75 a
A6 (10" 6 UFC/mL) 3,75 a 4 a 1,25 ab
A8 (1078 UFC/mL) 3,5 a 4 a 0,75 ab
All (10"11 UFC/mL) 475 a 3 a 2,75 ab
Al4 (10714 UFC/mL) 45 a 1,5 a 0,25 b

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

CUADRO 8 Promedio del numero de brotes en plantas de calas del primer ensayo

segun los distintos tratamientos en la fecha de medicion 10-11-2005.

Erwinia carotovora

Antagonista EO EM EA

A0 (0 UFC/mL) 7,25 a 3,5 ab 0,75 a
A4 (1074 UFC/mL) 6,5 ab 425 ab 1,75 a
A6 (10" 6 UFC/mL) 6 ab 6,25 a 0 a
A8 (1078 UFC/mL) 2,25 b 45 ab 0,5 a
All (10711 UFC/mL) 6 ab 3,75 ab 0,75 a
Al4 (10714 UFC/mL) 7,25 a 0,25 b 0,25 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

Segun el Cuadro 8, en la dosis de E. carotovora media existieron diferencias con

la dosis de antagonista A6 y Al4, demostrando que dosis altas de B. subtilis como

antagonista causan una disminucion en el nimero de brotes de plantas de calas. En el

nivel de EO, o sea sin dosis de Erwinia, hay un efecto contrario, ya que en la dosis de

antagonista A0 y Al4 son las que poseen mayor cantidad de brotes en comparacion con

la dosis de AS.
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CUADRO 9 Promedio del niumero de brotes en plantas de calas del primer ensayo,

segun los distintos tratamientos en la fecha de medicion 21-11-2005.

Erwinia carotovora

Antagonista EO EM EA

A0 (0 UFC/mL) 725 a 2 ab 0,75 a
A4 (1074 UFC/mL) 6,5 ab 425 ab 125 a
A6 (10" 6 UFC/mL) 6 ab 6,25 a 0 a
A8 (1078 UFC/mL) 2,25 b 4 ab 0,5 a
All (10711 UFC/mL) 425 ab 225 ab 025 a
Al4 (10714 UFC/mL) 6,75 a 0,25 b 025 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

En el Cuadro 9 se pueden observar las mismas diferencias que en el Cuadro 8 en
el nivel de Erwinia cero con las dosis de antagonista A0 y Al4, presentando un mayor
numero de brotes que con la dosis A8, y en el nivel EM entre las dosis de antagonista
A6y Al4,

CUADRO 10 Promedio del numero de brotes en plantas de calas del primer ensayo

segun los distintos tratamientos en la variable 02-12-2005.

Erwinia carotovora

Antagonista EO EM EA

A0 (0 UFC/mL) 575 ab 0,5 ab 0,5 a
A4 (10"4 UFC/mL) 6,5 a 4,25 ab 1l a
A6 (10" 6 UFC/mL) 55 ab 6,25 a 0,5 a
A8 (10”8 UFC/mL) 15 b 2 ab 0,5 a
A1l (10711 UFC/mL) 3,5 ab 1,75 ab 0,25 a
Al4 (10"14 UFC/mL) 55 ab 0,25 b 0,25 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias
estadistica significativa al 5% (Tuckey)

Las diferencias que se observan en el Cuadro 10 se encuentran en el nivel EO,
donde la dosis de A4 presenta la mayor cantidad de brotes de cala en contraste con la
dosis de antagonista A8, que presenta la menor cantidad. En el nivel EM la dosis de B.

subtilis que presenta la mayor cantidad de brotes es la A6,en cambio la dosis A14 es la
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que presenta el menor numero. Estos resultados pueden indicar que la accion de la
bacteria antagonista sobre el patdgeno, en relacion a la cantidad de brote o tallos de las
plantas, se podria ejercer después de 1 mes de haber aparecido el primer brote de la

planta, estando en condiciones controladas de temperatura, luz y humedad.

4.1.3 Porcentaje de sobrevivencia de plantas de calas del primer ensayo. De
acuerdo al analisis de varianza realizado (Anexo 3), se puede observar que existieron
diferencias estadisticamente significativas en el factor dosis de E. carotovora, factor

dosis de antagonista y en la interaccion de estos dos factores.

CUADRO 11 Porcentaje de sobrevivencia de plantas de calas.

E.CAROTOVORA % de sobrevivencia de calas

EA (108 UFC/mL) 14,2 c
EM  (10*4 UFC/mL) 47,08 b
EO  (0UFC/mL) 71,57 a
DOSIS DE ANTAGONISTA

A0 (0 UFC/mL) 36,758 b
A4 (104 UFC/mL) 68,183 a

A6 (10" 6 UFC/mL) 64,1083 a

A8 (1078 UFC/mL) 28,891 b
A1l (10711 UFC/mL) 33,05 b

(on

Al4 (10"14 UFC/mL) 34,71

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

En el Cuadro 11, se puede observar que en el factor E.carotovora existen tres
niveles del patogeno, y que al aumentar la dosis de Erwinia disminuye el % de
sobrevivencia de las plantas. En el factor dosis de antagonista los niveles con el mayor
% de sobrevivencia son el A4y A6. En el Cuadro 12 se nota la interaccién de la dosis
de antagonista con la dosis de E. carotovora, en el cual no se puede apreciar diferencias
entre los tratamientos, pero si se puede ver, segin los porcentajes, que el sustrato que no
poseia Erwinia al agregarle dosis de antagonista A4 y A6 eleva la sobrevivencia de las
plantas. Lo mismo ocurre en el nivel de Erwinia medio. Por lo tanto, se puede ver un

efecto antagonista de la cepa B.subtilis BC10 en concentraciones de 10* y 10° UFC/mL
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contra E.carotovora, aumentando la sobrevivencia de las plantas de un 25 a un 90% en

el nivel de infestacion EM y de un 72.7 a un 100% en el nivel EOQ.

CUADRO 12 Promedio del porcentaje de sobrevivencia de plantas de calas segun
los distintos tratamientos.

Erwinia carotovora

Antagonista EO EM EA

A0 (0 UFC/mL) 72,77 a 25 a 125 a
A4 (1074 UFC/mL) 100 a 90,18 a 14,4 a
A6 (1076 UFC/mL) 100 a 92,33 a 0 a
A8 (1078 UFC/mL) 29,175 a 325 a 25 a
A1l (101 UFC/mL) 60,82 a 30 a 8,33 a
Al4 (1014 UFC/mL) 66,65 a 125 a 25 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

CUADRO 13 Promedio del estado de tuberos y plantas de calas en cosecha (segun
escala de valoracion relativa, Cap. 3.2.5)

ERWINIA Mediana Media Dunn
EA (108 UFC/mL) 1 2.16 b
EM (104 UFC/mL) 2 1,33 b
EO (0 UFC/mL) 4 3,66 a
ANTAGONISTA

A0 (0 UFC/mL) 1,5 2,25 a

A4 (10" UFC/mL) 2 2,916 a

A6 (1076 UFC/mL) 3,5 3 a

A8 (1078 UFC/mL) 1 1,75 a

A1l (10711 UFC/mL) 1,5 2,41 a

Al14 (10714 UFC/mL) 1,5 2 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias
estadistica significativa al 5% (Tuckey).

4.1.4 Estado de tuberos y plantas de calas medidas al momento de cosecha. Como se
observa en el Cuadro 13, el estado de tuberos y plantas de calas en el factor dosis de
Erwinia no presenta diferencias en los niveles de EM y EA, en contraste con los
resultados del control. Pero en el factor dosis de antagonista no existieron diferencias

entre los distintos niveles con respecto al estado de tiberos y plantas.
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En el Cuadro 14, no es posible observar diferencias entre los tratamientos en el
nivel de Erwinia medio, entre las dosis de antagonista A0 y A14, que presenta un estado
en que los taberos estan completamente afectados por el patdgeno. En cambio la dosis
A6, presenta un estado en el cual los tlberos estan ligeramente dafiados por sintomas
de pudricién y la planta se encuentra completamente desarrollada, como se puede
indicar en el capitulo 3.2.5, donde se encuentra la escala del estado de tuberos y plantas
de calas al momento de cosecha. En la Figura 12, se puede apreciar los distintos estados
de tlberos y plantas de la escala indicada en el Capitulo 3.2.5 (se debe tener en
consideracién que el estado 2 y 3 estan indicados en la misma figura, la Gnica diferencia

entre estos dos valores relativos es el largo de la planta)

CUADRO 14 Promedio del estado de tuberos y estado de plantas de calas al
momento de cosecha segun los distintos tratamientos (segun escala
relativa indicada en el Cap 3.2.5)

Erwinia carotovora

Antagonista EO EM EA

A0 (0 UFC/mL) 43 a 1,25 a 1,25 a
A4 (1074 UFC/mL) 43 a 2,75 ab 1,75 a
A6 (1076 UFC/mL) 4 a 4 b 1a
A8 (1078 UFC/mL) 23 a 15 ab 15 a
A1l (10711 UFC/mL) 3,8 a 2,25 ab 1,25 a
Al14 (10714 UFC/mL) 3,5 a 1,25 a 1,25 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

FIGURA 12 Escala relativa del estado de los tuberos y plantas al momento de
cosecha.
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4.2 Pruebas de antagonismo contra E.carotovora en invernadero.
A continuacion se presentaran los resultados de los parametros medidos durante

y después de realizado el segundo ensayo de calas.

4.2.1 Altura de las plantas. Los resultados obtenidos en relacion a la altura de plantas
de calas del ensayo realizado en el invernadero muestran que, segun el analisis de
varianza (Cuadro 15), no existen diferencias significativas en el factor de variacion con

respecto a las fechas de medicion de este parametro para el nivel de Erwinia Medio.

CUADRO 15 Analisis de varianza del parametro altura de plantas de cala del

segundo ensayo.

Fuente de variacion GL SC CM Fcal P value
Variable 05-12-2005
Antagonista 4 213,3 53,28 1,16 0,368
Error 15 690,33 46,023
Total 19 903,47
Variable 15-12-2005
Antagonista 4 714,218 178,55 0,96 0,459
Error 15 2798,26 186,55
Total 19 3512,48
Variable 25-12-2005
Antagonista 4 1815,76 453,94 1,46 0,263
Error 15 4657,59 310,51
Total 19 6473,53
Variable 04-01-2006
Antagonista 4 1778,1 44453 1,46 0,264
Error 15 4571,4 304,76
Total 19 6349,5
Variable 14-01-2006
Antagonista 4 841,07 210,27 0,75 0,57
Error 15 42209 281,4
Total 19 5061,9
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4.2.2 Cantidad de brotes de plantas de calas del segundo ensayo. En el Cuadro 16,

se presentan los resultados del anélisis estadistico en relacion a la cantidad de brotes en

plantas de calas que permanecieron en invernadero.

CUADRO 16 Analisis de varianza del parametro cantidad de brotes de cala en el

segundo ensayo.

Fuente de variacién GL SC CM Fcal P value
Variable 25-11-2005
Antagonista 4 3,2 0,8 0,36 0,836
Error 15 33,75 2,25
Total 19 36,95
Variable 05-12-2005
Antagonista 4 21,8 5,45 1,07 0,408
Error 15 76,75 5,116
Total 19 98,55
Variable 15-12-2005
Antagonista 4 21,2 53 1,14 0,375
Error 15 69,75 4,65
Total 19 90,95
Variable 25-12-2005
Antagonista 4 14,8 3,7 0,71 0,595
Error 15 77,75 5,183
Total 19 92,55
Variable 04-01-2006
Antagonista 4 18,2 4,55 0,98 0,45
Error 15 70 4,66
Total 19 88,2
Variable 14-01-2006
Antagonista 4 31,5 7,87 1,24 0,33
Error 15 95,5 6,36
Total 19 127

Del anélisis de varianza en relacién a la cantidad de brotes se observa, que no

existen diferencias estadisticamente significativas en el factor dosis de antagonista con
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el nivel de EM (Erwinia medio), en ninguna de las fechas en que se midio el parametro
ya indicado.

En relacion a la altura de plantas de calas y la cantidad de brotes del segundo
ensayo no se encontraron diferencias en ninguna de las fechas de medicion; esto se debe
a que los taberos utilizados en este ensayo no se les indujeron heridas, por lo tanto la via
de entrada del patogeno fue mas lenta y la bacteria antagonista tuvo mas tiempo para
lograr el control de la enfermedad, dando como resultado un crecimiento normal de las
plantas durante este ensayo. En las Figuras 13, 14 y 15 se muestra, el crecimiento de las
plantas de calas en invernadero en el nivel de infestacion medio con cinco
concentraciones de antagonistas.

Por lo tanto, es posible indicar que B. subtilis, puede ser usado en plantas de
calas sin afectar el desarrollo de esta, e impidiendo que se desarrolle la pudricion
hdmeda en la planta, en presencia de tberos sin heridas.

FIGURA 13 Plantas de calas en el nivel medio de infestacion con Erwinia y con
las cinco concentraciones de antagonistas a las tres semanas de

plantacion.
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FIGURA 14 Plantas de calas en el nivel medio de infestacién con Erwiniay con
las cinco concentraciones de antagonistas tres semanas antes de la
cosecha.

FIGURA 15 Plantas de calas en el nivel medio de infestacion con Erwinia y con
las cinco concentraciones de antagonistas antes de la cosecha o  cortes
de los tallos.

4.2.3 Porcentaje de pudricion de tuberos de calas después de realizada la induccién
de E. carotovora en el segundo ensayo. En el Cuadro 17, se observa que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre el factor antagonista y el nivel EM con
respecto a este parametro, por lo tanto no hay variacion entre las dosis de antagonista
con el % de pudricion de taberos, que fue inducida artificialmente después del momento

de cosecha de las plantas.
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CUADRO 17 Andlisis de varianza del parametro porcentaje de pudricion de
tuberos después de induccion en el segundo ensayo de calas.

Fuente de variacion GL SC CM Fcal P value
% de pudricién
Antagonista 4 0,239 0,0598 0,58 0,679
Error 15 1,537 0,1024
Total 19 1,776

En las Figuras 16, 17, 18, 19 y 20 se puede observar el estado de los tuberos,
que resultaron con pudricion después de la induccion de Erwinia carotovora en los

distintos tratamientos.

FIGURA 16 Tuberos del tratamiento EM-ADQ, en la izquierda antes de induccion y a
la derecha después de la induccion ( sin pudricién después de la
induccidn)
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FIGURA 17 Tuberos del tratamiento EM-A4, en la izquierda antes de induccion y a
la derecha tuberos que resultaron con algun porcentaje de pudricién
después de la induccion.
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FIGURA 18 Tuberos del tratamiento EM-AG, en la izquierda antes de induccion y a
la derecha tuberos que resultaron con algin porcentaje de pudricion
después de la induccion.

EMAS

FIGURA 19 Tuberos del tratamiento EMAS, en la izquierda antes de induccion y a
la derecha tuberos que resultaron con algin porcentaje de pudricion
después de la induccion.
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FIGURA 20 Tuberos del tratamiento EMA11, en la izquierda antes de induccién y
a la derecha taberos que resultaron con algun porcentaje de pudricion
después de la induccion.
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De acuerdo a estos resultados es posible indicar que a la cosecha muy pocos
tuberos presentaban signos de pudricion, pero después de ser inducidos en camara a
temperatura y humedad adecuada, hubo algunos que manifestaron la enfermedad

(pudricion humeda), sin embargo todos los tratamientos fueron afectados por igual.

4.2.4 Porcentaje de sobrevivencia de plantas de calas del segundo ensayo. En el
Anexo 4, se puede observar que existen diferencias al 0,05% en el porcentaje de
sobrevivencia de las plantas de calas entre los distintos tratamientos. Esto queda
demostrado en el Cuadro 18, en el cual existen diferencias entre los tratamientos EM-A6
(en el cual no hubo pérdidas de plantas en el desarrollo del ensayo) y el tratamiento EM-

A8, con un porcentaje de sobrevivencia de 78,92%.

CUADRO 18 Promedio del porcentaje de sobrevivencia de plantas de calas del

segundo ensayo en los distintos tratamientos.

E.CAROTOVORA
ANTAGONISTA EM
A0 (0 UFC/mL) 84,37 ab
A4 (10"4 UFC/mL) 90 ab
A6 (10" 6 UFC/mL) 100 a
A8 (1078 UFC/mL) 78,92 b
A1l (10"11 UFC/mL) 94,44 ab

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).
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A continuacion se presentaran los resultados de los parametros medidos durante

y después de realizado el ensayo de papas.

4.3.1 Altura del follaje. En el Cuadro 19, se observa que no existieron diferencias

estadisticamente significativas entre los factores dosis de antagonista y de R. solani, ni

en la interaccion con respecto a este parametro. Esto indica que la altura del follaje en

plantas de papas, experimentaron un similar crecimiento en los distintos tratamientos.

CUADRO 19 Analisis de varianza del parametro altura del follaje en plantas de

papas (cm).
Fuente de variacion GL SC CM Fcal P value
Variable 16-12-2005
Antagonista 5 226,126 45,225 1,24 0,3041
Rhizoctonia solani 2 60,68 30,34 0,83 0,4410
Interaccion 10 273,303 27,33 0,75 0,6762
Error 54 1971,97 36,51
Total 71 2532,09
Variable 26-12-2005
Antagonista 5 198,252 39,65 0,72 0,6121
Rhizoctonia solani 2 150,273 75,13 1,36 0,2648
Interaccion 10 324,931 32,49 0,59 0,8157
Error 54 2978,66 55,16
Total 71 3652,12
Variable 05-01-2005
Antagonista 5 271,498 54,29 0,7 0,623
Rhizoctonia solani 2 285,169 1425 1,85 0,167
Interaccion 10 272,995 27,29 0,35 0,960
Error 54 4165,53 77,13
Total 71 4995,19
Variable 15-01-2005
Antagonista 5 561,063 112,21 1,26 0,2931
Rhizoctonia solani 2 349,541 1747 1,97 0,1497
Interaccion 10 456,326 45,63 0,51 0,873
Error 54 4796,05 88,81
Total 71 6162,98
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4.3.2 Cantidad de brotes en plantas de papas. Del analisis de varianza (Anexo 5), se
observan diferencias estadisticamente significativas al 0.05% y 0.01% en el factor dosis
de R. solani en tres fechas de medicion, como se indica en el Cuadro 20. Estas ocurren
en las fechas 28/10/2005; 28/11/2005 y 05/12/2005; en el caso del factor dosis de
antagonista no se observaron diferencias. Es posible desprender de este analisis, que las
diferencias que existieron fueron cuando las plantas se mantuvieron en la camara de frio,
donde estuvieron expuestas a condiciones adversas de crecimiento. Por el contrario,
cuando fueron trasladadas a invernadero para favorecer su desarrollo, no existieron
diferencias estadisticas significativas. De esto se puede deducir, que el efecto del hongo
se manifiesta tempranamente en la planta de papa cuando se dan todas las condiciones

para el desarrollo de este patégeno.

CUADRO 20 Cantidad promedio de brotes en plantas de papas a través de todas

las fechas de medicién.

Fechas de medicion

R.solani 28-10-2005| 08-11-2005| 28-11-2005| 05-12-2005| 12-12-2005| 26-12-2005[ 05-01-2006| 20-01-2006
RA (10g/in6culo) 2,83 b |1,7 a 504 a 6,08 a 42 a 425 a 391 a 383 a
RM (4g/in6culo) 65 a 20 a 416 ab |50 ab [462 a 458 a 454 a 445 a

RO (0 g/indculo) 8,16 a 212 a 396 b [445 b 475 a 387 a 462 a 47 a

Antagonista

A0 (0 UFC/mL) 7,92 a 191 a 4,66 a 558 a 6,08 a 55 a 558 a 575 a
A4 (10 UFC/mL) |5,58 a 2,25 a 50 a 6,33 a 441 a 4,16 a 441 a 433 a
A6 (106 UFC/mL) 16,0 a 1,75 a 425 a 508 a 40 a 392 a 40 a 40 a
A8 (10"8 UFC/mL) [5,58 a 1,66 a 4,16 a 4,66 a 416 a 392 a 4,16 a 425 a
A1l (10711 UFC/mL) |5,33 a 192 a 411 a 525 a 516 a 433 a 491 a 458 a
Al4 (10714 UFC/mL) 14,58 a 2,16 a 4,08 a 4,16 a 333 a 3,58 a 3,08 a 3,08 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

En la interaccion de ambos factores dosis de antagonista y R. solani (Cuadro 21),
se puede ver que las diferencias se presentan en el nivel de RA en la concentracion de
antagonista AO (sin dosis de antagonista), donde el nimero de brotes es mayor que en la
dosis de antagonista A14 e incluso mayor a todos los otros tratamientos. Esto nos indica
que el suelo no fue infestado adecuadamente con el patdgeno, ya que en este tratamiento
(RA-AOQ) debiera haber existido el menor nimero de brotes con respecto a R0O-A0 y RM-
AOQ.
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CUADRO 21 Promedio de la cantidad de brotes de plantas de papas en la fecha de
medicion 28-11-2005 a través de los distintos tratamientos.

R.solani
Antagonista RO RM RA
A0 (0 UFC/mL) 25 a 425 a 725 a
A4 (1074 UFC/mL) 525 a 40 a 575 ab
A6 (10" 6 UFC/mL) 40 a 40 a 4,75 ab
A8 (1078 UFC/mL) 40 a 325 a 525 ab
A1l (10711 UFC/mL) 40 a 45 a 40 ab
Al4 (10714 UFC/mL) 40 a 50 a 325 b

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

En las Figuras 21, 22 y 23 se puede apreciar los distintos niveles de R. solani en

plantas de papas cuando permanecieron en camara de frio.

FIGURA 21 Plantas de papas del nivel RO (Rhizoctonia cero), con las distintas
concentraciones de antagonistas en camara de frio.

FIGURA 22 Plantas de papas del nivel de infestacion RM (Rhizoctonia medio), con
las distintas concentraciones de antagonistas en camara de frio.
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FIGURA 23 Plantas de papas del nivel de infestacion RA (Rhizoctonia alto), con las
distintas concentraciones de antagonistas en camara de frio.

4.3.3 Materia seca total. Los resultados obtenidos en relacion a la materia seca total de

las plantas de papa del ensayo en cdmara muestran que, segun el analisis de varianza

(Cuadro 22), no existen diferencias significativas en los factores analizados. Por lo tanto,

las materias secas obtenidas de todos los tratamientos fueron muy similares.

CUADRO 22 Analisis de varianza del parametro materia seca total en plantas de

papas.
Fuente de variacion GL SC CM Fcal | Pvalue
Materia seca parte aérea
Antagonista: A 5 11,425 2,285 | 0,50 0,7742
Rhizoctonia solani: R 2 4,861 2,43 0,53 0,5900
Interaccion: AXR 10 63,29 6,33 1,39 0,2112
Error 54 | 246,37 4,56
Total 71 | 325,956

4.3.4 Numero de tubérculos producidos por plantas de papas. El analisis de varianza
realizado a partir de la cantidad de tubérculos que produjeron las plantas se presenta en
el Anexo 6, donde se pueden ver diferencias estadisticamente significativas al 0,05% en
el factor A (dosis de antagonista). Este factor por si s6lo no es relevante para este

estudio.
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CUADRO 23 Promedio del numero de tubérculos producidos por la papa madre
de las plantas de papas.

R. solani NUmero de tubérculos
RA (10 g/ indculo) 3,83 a
RM (4 g /inéculo) 3,16 a
RO (0 g /inéculo) 3 a
ANTAGONISTA

A0 (0 UFC/mL) 4,75 a
A4 (10"4 UFC/mL) 3,83 a b
A6 (10" 6 UFC/mL) 2,75 a b
A8 (108 UFC/mL) 1,91 b
A1l (10711 UFC/mL) 3,416 a b
A14 (10714 UFC/mL) 3,33 a b

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

En el Cuadro 23, se observa el promedio de tubérculos de cada factor y las
diferencias que se presentan entre la dosis A8 de antagonista (con un menor nimero de
tubérculos hijos producidos por la planta) y AO (sin dosis de antagonista), la cual

produjo un mayor numero de tubérculos.

4.3.5 Peso de tubérculos producidos por plantas de papas. En el Anexo 7, se observa
que la dosis de R. solani es la que presenta diferencias significativas en relacién a este
parametro, pero no se aprecian diferencias en las dosis de B. subtilis. En la interaccién
entre los factores dosis de R. solani y antagonista no se presentaron diferencias
significativas. En el Cuadro 24, se pueden observar las diferencias que presentd R.
solani, donde el mayor peso de los tubérculos se produjo en el nivel alto de infestacion

con el hongo.
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CUADRO 24 Peso promedio de tubérculos hijos producidos por las plantas de

papas.
R.solani Peso de tubérculos (g)
RA (10 g in6culo) 25,34 a
RM (4 g indculo) 24,6
RO (0 g del in6culo) 10,4
ANTAGONISTA
A0 (0 UFC/mL) 26,02 a
A4 (10"4 UFC/mL) 21,15 a
A6 (10" 6 UFC/mL) 23,18 a
A8 (1078 UFC/mL) 13,02 a
All (10711 UFC/mL) 22,99 a
Al4 (10714 UFC/mL) 14,32 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica

significativa al 5% (Tuckey).

4.3.6 Largo de la raiz. En el Anexo 8 se puede observar el analisis de varianza aplicado

a los datos del largo de raiz. De estos resultados se desprende que existe diferencia

estadisticamente significativa al 0,05% en el factor R (Dosis de R. solani). Esto se ve

reflejado en el Cuadro 25, donde hay diferencias entre el nivel RA'y RO en el largo de la

raiz.

CUADRO 25 Promedio del largo de raiz en la cosecha de plantas de papas (cm).

R.solani Largo de raiz (cm)
RA (10 g indculo) 10,66 b
RM (4 g indculo) 13,96 ab
RO (0 g del inéculo) 16,38 a
Antagonista

A0 (0 UFC/mL) 16 a
A4  (10"4 UFC/mL) 13 a
A6 (10" 6 UFC/mL) 12,08 a
A8 (10”8 UFC/mL) 11,25 a
A1l (10”11 UFC/mL) 17,91 a
Al4 (10"14 UFC/mL) 11,75 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica

significativa al 5% (Tuckey).
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En el Anexo 8, también se puede ver que existe interaccion entre los factores

dosis de antagonista y de R. solani, como se demuestra en el Cuadro 26. Aqui existen

diferencias en el nivel de RM con la dosis de antagonista All, donde las plantas de

papas alcanzaron el mayor largo de sus raices en contraste con la dosis A0 y A4, como

se demuestra en la Figura 25 y 26. También se puede apreciar en este Cuadro que el

tratamiento RA-AO es el que presenta el mayor largo de la raiz, en comparacion con los

otros tratamientos como lo muestra la Figura 24. Esto vuelve a ratificar lo anteriormente

expresado en relacion a la inadecuada infestacion del patégeno en el suelo.

CUADRO 26 Promedio del largo de la raiz en plantas de papas, segun los distintos

tratamientos (cm).

R.solani
Antagonista RO RM RA
A0 (0 UFC/mL) 16,5 a 10 b 215 a
A4 (1074 UFC/mL) 15 a 13,5 b 105 a
A6 (10" 6 UFC/mL) 125 a 15 ab 8,75 a
A8 (1078 UFC/mL) 9,75 a 15 ab 9,0 a
All (10711 UFC/mL) 15 a 30,25 a 8,5 a
Al4 (10714 UFC/mL) 15 a 145 ab 575 a

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica

significativa al 5% (Tuckey).

' RMAOD (1) RMAO (2)

’ RMAO(3) RMAQ (4)

FIGURA 24 Raices y tubérculos

de papas del tratamiento RM-AO0, que
presentaron el menor promedio del largo de raices, segun interaccion.
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RMA4(1) RMA4(2) RHAHS) RMAA(4)

FIGURA 25 Raices y tubérculos de papas del tratamiento RM-A4, que
presentaron el menor promedio del largo de raices segun la
interaccion.

©° OeQ,

RMA11 (1) RMA11({2) RMA11(3) RMA11(4)

FIGURA 26 Raices y tubérculos de papas del tratamiento RM-All, que
presentaron mayor promedio del largo de raices, segun la
interaccion.

4.3.7 Materia verde. Como se observa en el Cuadro 27, el andlisis de varianza realizado

a partir del peso de la materia verde no presentd diferencias significativas entre los

tratamientos.

CUADRO 27 Andlisis de varianza del peso de materia verde en plantas de papas

FL GL SC CM | Fcal | Pvalue
Materia verde
Antagonista: A 5 | 395,419|79,084| 0,38 0,8602
Rhizoctonia solani: R 2 15,219| 7,609 | 0,04 0,9641
Interaccion: AXR 10 | 3403,83|340,38| 1,64 0,1212
Error 54 | 11234,7 208,05
Total 71 | 15049,2
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4.3.8 Evaluaciones de esclerocios en los tubérculos. En los tubérculos cosechados de

este ensayo, se evalud la presencia de esclerocios en la superficie de la piel.

CUADRO 28. Promedio y diferencias entre los tratamientos en la evaluacion de

esclerocios en los tubérculos hijos.

TRATAMIENTOS Media Mediana Dunn
ROAO 0 0 b
ROA4 0 0 b
ROA6 0 0 b
ROA8 0 0 b
ROA11 1 0 b
ROA14 0 0 b
RMAO 4,7 5 a
RMA4 1,78 0 ab
RMAG6 5,83 2,5 a
RMA8 1 0 ab
RMA11 35 0 ab
RMA14 0 0 b
RAAO 0 0 b
RAA4 2,66 0 ab
RAAG 0,714 0 ab
RAAS8 1,11 0 ab
RAA11 3,15 0 ab
RAA14 0 0 b

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

En el Cuadro 28, se puede apreciar las diferencias entre los distintos
tratamientos, donde el mayor porcentaje de esclerocios se presenta en el nivel R. solani
medio entre las dosis A0-A1l y en el nivel RA entre las dosis A4 y All, en contraste
con la dosis mas alta de antagonista (A14), donde se observa que los tubérculos hijos no
presentan esclerocios en estos dos niveles de infestacion con el patdgeno. También se
puede ver en el mismo Cuadro, que en el tratamiento RA-A0 no hubo presencia de

esclerocios, afirmando asi que hubo una desuniformidad en la infestacion del sustrato.

4.3.9 Evaluaciones de esclerocios sobre los tubérculos en relacién a las dosis de
antagonista. Como se observa en el Cuadro 29, existe una diferencia significativa entre

la dosis de antagonista A11, con el mayor % de esclerocios sobre los tubérculos hijos,
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con respecto a Al4, donde no se observaron tubérculos con esclerocios (segun escala
relativa del Cap 3.4.5). De esto se puede deducir que hay una mayor presencia de la
enfermedad entre la dosis de antagonista A0 y All, y no se observa presencia de

esclerocios con la dosis de antagonista, A14.

CUADRO 29 Analisis de varianza sobre la evaluacion de los esclerocios presentes
en los tubérculos cosechados en relacion al antagonista.

ANTAGONISTA Media Mediana Dunn
A0 (0 UFC/mL) 1,63 0 a b
A4 (1074 UFC/mL) 1,547 0 a b
A6 (10" 6 UFC/mL) 1,538 0 a b
A8 (1078 UFC/mL) 0,75 0 a b
All (10711 UFC/mL) 2,69 0 a

Al14 (10714 UFC/mL) 0 0 b

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

4.3.10 Evaluaciones de los tubérculos en relacion a las dosis de R.solani. En el
Cuadro 30, se observan las diferencias entre las dosis de R solani, donde el mayor

porcentaje de esclerocios en los tubérculos hijos fue en el nivel medio.

CUADRO 30 Promedio y diferencias entre las dosis de /R so/anien relacion a la
evaluacion de esclerocios sobre tubérculos hijos (escala mencionada
en el Cap 3.4.5).

R.solani Media Mediana Dunn
RA (10 g/ in6culo) 1,666 Ola ¢
RM (4 g /inéculo) 2,857 O|a

RO (0 g/ indculo) 0,1408 0 b

Nota : Los valores con letras distintas en las columnas indican diferencias estadistica
significativa al 5% (Tuckey).

En relacion a los resultados de evaluacion de esclerocios sobre los tubérculos
se puede decir, que dosis muy elevadas de antagonista (10" UFC/mL) son las que
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presentaron el menor porcentaje de esclerocios sobre las papas cosechadas y también

que el nivel de infestacion RM, es el que presentd la mayor incidencia de la enfermedad

en comparacion a RA.

4.3.11 Porcentaje de sobrevivencia en plantas de papas. En el andlisis de varianza del

Cuadro 31, se aprecia que no existieron diferencias significativas entre los factores dosis

de antagonista y R.solani, ni tampoco en la interaccion del pardmetro porcentaje de

sobrevivencia.

CUADRO 31 Analisis de varianza en el parametro porcentaje de sobrevivencia en

plantas de papas.

Fuente de variacion GL SC CM Fcal P value
% de sobrevivencia
Antagonista: A 2 3113,07| 1556,5 | 0,18 | 0,8336
Rhizoctonia solani: R 5 65070| 13014 | 1,53 0,197
Interaccion: AXR 10 81670,9| 8167,1 | 0,96 0,4898
Error 54 4603,63 | 8525,2
Total 71 610217
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5 DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se evalud la capacidad antagénica por medio de cultivos en
macetas de dos cepas de B. subtilis la BC10 y BC2. Este estudio es una continuacion de
trabajos anteriores, en las que se aislaron las cepas y después se propagaron. Una de
estos trabajos realizados por MENDEZ (2005), demuestra que la cepa BC10, presentaba
un antagonismo comprobado in vitro frente a E. carotovora. Después de esto, esta cepa
antagonista fue propagada y formulada por Annesi Giacamann, (Tesis en curso,
Bioquimica), usando en su trabajo un medio en base a melaza para la propagacion y
formulacién de B. subtilis, de bajo costo y que permita un crecimiento rapido de esta
cepa antagonista. La otra cepa usada en este estudio es la BC2, fue aislada por
BARRIA (2005) quien demostr6 una accion antagonista frente a R. solani.
Posteriormente, fue propagada de manera similar a la BC10 por Patricia Aguila (Tesis

en curso, Bioquimica) en el Laboratorio de Icytal.

La formulacion del medio para las cepas de B. subtilis fue liquido, donde su
principal ingrediente es la melaza como se indica en el capitulo 3.2. Cabe sefialar que
aplicaciones liquidas similares a las utilizadas en este estudio son mencionadas por
SOFFIA (2005), quien probé un producto comerciable Ilamado SERENADE en vides
cuyo principal bioantagonista es la bacteria B. subtilis. El resultado de este ensayo
demuestra una sustentable disminucion de Botritys cinerea en estos frutales de la zona
Central. Otros biopesticidas a base de B. subtilis que estan siendo comercializados son el
Kodiak, Subtilex y Probacil, todos estos presentan una formulacion liquida y en

granulos, que son dispersables en agua.

Existen muchos reportes extranjeros del uso de B. subtilis como bioantagonista,
sobre diversas patogenos en cultivos como es el caso del control de Fusarium spp y
Rhizoctonia spp en mani, soya, algodon y papa (BAYER CROP SCIENCE, 2006). Sin
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embargo, en la literatura no hay precedentes de B.subtilis frente a E. carotovora subsp
carotovora en calas de colores. Por lo tanto, esta experiencia en Chile ha sido pionera,
pudiendo asi favorecer un control mas efectivo de esta enfermedad que afecta
seriamente a los tuberos de calas, causando su pudricion y ocasionando pérdidas
millonarias de esta planta ornamental en Chile y sobre todo en el extranjero. Solamente
en la literatura se pueden encontrar registros de B. subtilis frente a E. carotovora subsp
carotovora y E. carotovora subsp atroseptica en papas, para el control de enfermedades
como pie negro y pudricion blanda. Uno de estos estudios fue realizado por SHARGA
(1998), el cual aisl6 sustancias antimicrobianas que fueron producidas por B. subtilis en
un cultivo filtrado por precipitacion, para después ser probadas in vitro e in vivo. El
autor demostré una disminucién de los sintomas de pie negro en plantas de papas,
cuando fueron tratadas las raices heridas con una suspension de B. subtilis, previo a la
inoculacién con E. carotovora. También, se indica en este estudio, que la concentracion
de la cepa antagonista que logré una mejor supresion de esta enfermedad fue una

suspension de 10° UFC/mL, sobre una concentracion de cepa patégena de 10° UFC/mL.

En relacién al aislamiento de esta cepa bioantagonista, se puede ver que esta
bacteria es posible encontrarla fuera de su nicho de sobrevivencia, constituido por la
rizosfera, quedando demostrado por MENDEZ, (2005), que B. subtilis no solamente
puede ser aislada del mismo cultivo, sino que por el contrario, puede estar asociada a
diversas especies vegetales, en este caso hojas de arboles, ejerciendo un control efectivo

in vitro.

En el primer ensayo de calas se trato de establecer bajo condiciones controladas
en camara, el grado de control bioldgico y dosis de la cepa BC10, la cual controle o
reduzca la pudricion humeda en Zantedeschia sp. Los resultados obtenidos establecen
que las concentraciones de B. subtilis que lograron una reduccién de la enfermedad en el
nivel medio de infestacion con respecto al control (EM-AO) es de 10% 10% 108 UFC/mL
y en el nivel alto de infestacion la concentracion de B. subtilis que tuvo un mejor efecto

en comparacion al control fue de 10* UFC/mL. En estos tratamientos se pudo ver que las
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plantas crecieron mas vigorosas, obtuvieron un mayor porcentaje de sobrevivencia y al

cosechar las plantas muy pocos tuberos presentaban signos de pudricion humeda.

Se debe resaltar que en este ensayo los tiberos al momento de ser plantados en
las macetas se les indujeron heridas con un bisturi estéril, para facilitar la infestacion con
E. carotovora. Por lo tanto los resultados apuntan a una disminucion de la enfermedad
en la planta con respecto al control. Al estar presente E. carotovora en el sustrato y
presentar heridas en el tubero la infeccidn con el patdgeno sera inevitable, ocasionando
algin sintoma de esta enfermedad. Pero al introducir el antagonista al sustrato con
condiciones adecuadas para su desarrollo, como temperatura, humedad, pH en el
sustrato, este producird una serie de antibidticos que actuaran sobre la pared celular de
las células del enemigo, inhibiendo el crecimiento y la propagacion de este patégeno,

ocasionando un menor dafio en la planta que se esta desarrollando.

Respecto al estado de los tuberos en la cosecha de las plantas se pudo observar
que el control (sin Erwinia y sin antagonista), evidenciaba signos notables de pudricion,
por lo tanto se puede deducir que los tiberos pueden ser portadores de la enfermedad. O
sea el patdgeno puede estar en estado de latencia en los tejidos del 6rgano de reserva y
una vez dada las condiciones de estrés en la planta, la bacteria patdgena puede activarse

y atacar a su hospedero.

Cabe sefialar que las macetas con plantas de calas del primer ensayo, se
mantuvieron bajo cAmara a temperatura (25°C) y con humedad adecuada, sin embargo la
luminosidad existente dentro de la cdmara no fue lo suficiente. La literatura indica que
para un normal crecimiento de esta flor de corte necesita 32000 Lux, pero dentro de la
camara solo existian 10.000 Lux. Por esta razon las plantas se etiolaron, provocando un
stress en estas y dejandolas posiblemente mas susceptibles al ataque de las bacterias

patdgenas.
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En esta experiencia queda demostrado que los tiberos de cala aparentemente
sanos son capaces de ser portadores y mantener bacterias bajo sus tejidos. Por lo tanto,
por mas desinfeccion que se les haga a los tuberos, si ya estan infectados con Erwinia al
interior de los tejidos, no habra ningun tipo de control que pueda ser completamente
efectivo contra el ataque de este patdgeno. Es por esto, que se debe tener un especial
cuidado en el manejo del cultivo desde la siembra hasta la cosecha de los tuberos. Por lo
tanto, estos no deben ser dafiados mecanicamente, ya que cualquier herida que se le

produzca serd una via de entrada para el patégeno.

En este estudio también se pudo observar que altas concentraciones de
antagonista 10 UFC/mL, en relacién al nimero de brotes, porcentaje de sobrevivencia
y al estado de taberos en la cosecha, presentan valores similares con su testigo, en este
caso EA-A0 y EM-AO. En la literatura no existen registros de fitotoxicidad por elevadas
concentraciones aplicadas con B. subtilis, pero al ver algunas dosis usadas de
biopesticidas que estan siendo comercializados y que tienen como ingrediente activo a
esta bacteria antagonista, las concentraciones aplicadas para el control de diversas
enfermedades van desde 10°® UFC/mL a 10° UFC/mL.

En el presente trabajo de investigacion se puede obtener como conclusion que
esta cepa es capaz de controlar a E. carotovora, reduciendo la enfermedad; esto se puede
apreciar en los resultados mostrados, en donde a medida que la planta se fue
desarrollando el control EM-AO disminuy6 su cantidad de brotes, no asi con los
tratamiento EM-A4, EM-A6 y EM-AS, en los que se mantuvo el nimero de brotes hasta
su cosecha. Lo mismo pasO con el tratamiento EA-A4, el cual presentdé una mayor
cantidad de brotes comparada al control EA-AO. En el caso del porcentaje de
sobrevivencia esta fue superior, en contraste al control en un 30 % en E0-A4 y EO-A6 y
en un 65% con el tratamiento EM-A4 y EM-A6 también con respecto a su control. En el
caso del estado de tlberos y plantas en la cosecha, no se presentaron diferencias entre las

concentraciones de antagonista. Pero la tendencia indica que concentraciones del orden
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de 10* UFC/mL y 10° UFC/mL de la cepa antagonista puede reducir la manifestacion de

Erwinia sobre los tuberos con respecto a A0 (0 UFC/mL).

En relacion a la cepa antagonista, se puede decir que esta no causa dafio alguno
en el crecimiento y desarrollo de la planta, como se demostr en este ensayo en los
controles sin Erwinia y con distintas concentraciones de antagonista, por lo tanto sera
posible en un futuro préximo llevar este ensayo a condiciones de campo para
comprobar estas concentraciones de antagonista (10* 10°% 10® UFC/mL) frente a este

patdgeno.

Con respecto a los distintos niveles de infestacion del suelo con el patdgeno se
puede decir que, es muy complejo estimar las poblaciones de microorganismos en el
suelo. Solamente se puede indicar segun BUDDEHAGEN (1965), que cuando existe E.
carotovora en el suelo es probable que este patdgeno aumente su poblaciones dentro de
sus hospederos, mientras que las poblaciones crecen gradualmente en el suelo. Sin
embargo, si la poblacién logra entrar en el suelo en un rango suficientemente alto como
es el caso de monocultivos, podria haber aumento neto a partir de estacién en estacion.
Es por esto que segun practicas de cultivo, podria haber un aumento gradual de la
poblacion del patogeno en el suelo, una disminucién gradual, o la extincion eventual de
este. Estas bacterias, en realidad, no serian bacterias del suelo, puesto que su presencia a
largo plazo en el suelo es dependiente del hospedero. Podrian ser, sin embargo,
saprofitos del suelo bajo ciertas practicas del cultivo si la condicion no fue dada en su

sitio de origen.

Se realiz6 un segundo ensayo de calas, pero esta vez sélo con el nivel medio y
con cinco concentraciones de la cepa antagonista. En este ensayo a los tiberos no se les
indujo heridas y las plantas permanecieron bajo invernadero; con esta metodologia se
tratd de evaluar como la cepa antagonista podia reaccionar frente al patdgeno, en
condiciones menos controlada en lo que respecta a temperatura y luminosidad como

también establecer una dosis 0ptima para el control de esta enfermedad.
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Los resultados indican que durante el crecimiento bajo invernadero, en donde se
midi6 cantidad de brotes, altura de plantas y nimero de plantas enfermas, no existieron
diferencias. Por lo tanto todas presentaron un crecimiento y desarrollo normal, sin
producirse diferencias con su control. La sobrevivencia de las plantas en todos los

tratamientos fue alta, desde un 78% a 100%.

En este ensayo, cuando se lleg6 al 25 % de floracién, se procedi6 a cortar los
tallos a 3 cm del suelo y se suspendid el riego por 4 semanas. Posteriormente se procedid
a cosechar los tuberos, segun los pasos indicados en el capitulo 3.2.7. Como la mayoria
de los tuberos no presentaron signos aparentes de la enfermedad, se les tratd de
promover el desarrollo del patdgeno, ya que en los resultados del primer ensayo
demostraron que estos drganos de propagacion podrian ser portadores de E. carotovora.
Para tal efecto a todos los tuberos se les dieron las condiciones de humedad y
temperatura adecuadas para que la bacteria patdgena se pudiera desarrollar, siempre y
cuando se encontrase en el interior de los tejidos de los tiberos. Los resultados del
andlisis estadistico indican que no hubo diferencias, pero en todos los tratamientos hubo
al menos 1 o mas taberos con problemas de pudricion; esto ratifica que estos 6rganos de
reserva pueden ser portadores de la enfermedad, o transmisores asintomaticos que al no
tener las condiciones adecuadas para desarrollarse, como temperatura, humedad
excesiva y stress en la planta, la bacteria no puede activarse y desarrollar la enfermedad.
Esto también indica que la persistencia del bioantagonista no es extensible en el tiempo,
por lo tanto una vez cosechados los tuberos deben ser tratados nuevamente con estos

antagonistas para evitar el desarrollo de la enfermedad.

Por lo tanto en este ensayo, al no existir diferencias estadisticas entre los datos
obtenidos, sélo se puede hacer una aproximacion en relacion al control, concluyendo
que al no existir dafios en los tlberos y al someter a las plantas a condiciones normales

para su desarrollo, el antagonista es capaz de controlar mejor la enfermedad.
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En el caso del ensayo de papas, uno de los objetivos a evaluar fue el establecer
un ensayo en cadmara para determinar la dosis de la cepa BC2 de B. subtilis en
formulacién liquida, bajo condiciones controladas de temperatura, humedad Yy
fotoperiodo, desde la siembra hasta que el cultivo alcanzara el 50% de desarrollo en el
follaje; después de esto las plantas fueron trasladadas al invernadero, para el inicio de la
tuberizacion o estolonizacion. Este ensayo se realizo primero infectando el suelo de cada
maceta con R. solani en tres niveles (RO, RM, RA), por medio del método planteado por
SCHNETTLER (1993). Posteriormente, después de 5 dias se agregd la cepa
antagonista; esta metodologia fue realizada en base a que el crecimiento del hongo
(1cm/dia) es mucho mas lento que el de las bacterias. Por lo tanto, se debi6 esperar que
el patogeno creciera en el sustrato antes de aplicar la cepa antagonista. Con respecto a
los resultados de los parametros medidos se puede decir, que s6lo existid interaccion
entre los distintos tratamientos de R. solani con B. subtilis en los pardmetros largo de
raiz, presencia de esclerocios en tubérculos hijos medidos en la cosecha y la cantidad de
brotes medidos el 28-11-2005. Los otros pardmetros evaluados, como altura de la
planta, materia seca de la parte aérea y radical, nimero y peso de tubérculos hijos y
porcentaje de sobrevivencia de las plantas, fueron poco consistentes, ya que en los
analisis de varianza realizados demostraron que existieron factores donde no hubo
diferencias estadisticamente significativas y en otros que si se presentaban, no existiendo

una interaccion entre los factores nivel de R. solani con nivel de antagonista.

En relacion a la dosis de R solani, el analisis estadistico no mostrd diferencias en
algunos parametros medidos (altura de plantas, materia seca, nimero tubérculos y
porcentaje de sobrevivencia de plantas). También existieron discrepancias en los
promedios de las interacciones del largo de la raiz, evaluacion de esclerocios en los
tubérculos hijos y cantidad de brotes entre los distintos tratamientos. En estos tres
ultimos parametros medidos no existe un claro efecto de la dosis de RA (Rhizoctonia
alto), por lo que se presume que puede haber existido una inadecuada inoculacién con el

patdgeno.
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Complementando lo anteriormente dicho, la inoculacion con R. solani solo afecto
la cantidad de brotes en las primeras fechas de medicién, en la cual las plantas
estuvieron en camara de frio a 15° C, con el fin de estresar a la planta y lograr el
crecimiento y desarrollo del patégeno en el suelo. Después de trasladar las plantas a
invernadero para su normal crecimiento, estas diferencias ya no existieron. Con la
inoculacion del patdgeno también puede verse afectada el largo de la raiz y la presencia
de esclerocios en los tubérculos cosechados. Sin embargo, al observar estas diferencias
entre los tratamientos, el sustrato que poseia la mayor infestacién con R solani y sin
tener dosis de antagonista (RA-A0) tenia el mayor largo de raiz con respecto al testigo y

no presentaba esclerocios. Ademas, la cantidad de brotes en este tratamiento era mayor.

Con respecto al mayor numero de brotes observado en las primeras etapas de
crecimiento en el tratamiento RA-AQ, estos resultados no concuerdan con lo expresado
por BASAUL (2005), indicando que los brotes que son atacados por el hongo mueren
antes de emerger; por lo tanto, el primer indice de un ataque en primavera es la
emergencia desuniforme de las plantas y la disminucion en el nimero de tallos.
Fernandez (1979), citado por BETANCOURT (1996), sefiala ademas que la presencia
de necrosis en el extremo apical de los brotes del tubérculo es el méas destructivo, debido

a que el dafio a nivel de brotes generalmente resulta en pérdidas de plantas.

En relacion al resultado obtenido en el promedio de la interaccion, donde el
mayor largo de la raiz se obtuvo en el tratamiento RA-AO, con respecto al control no
coincide con lo descrito por Van der Zaag (1996), citado por GONZALEZ (2001),
sefialando que las raices que son atacadas y destruidas por R. solani dan como resultado
plantas con un sistema radicular muy pobre. Por otra parte, en el caso de la evaluacion
de los tubérculos hijos, donde el tratamiento RA-AQO no presento esclerocios, tampoco
concuerda con lo expresado por diversos autores como SCHNETTLER (1993) y SILVA
(1999), quienes demostraron en estudios que al infectar suelo con dosis altas de R. solani
presentaban el signo mas caracteristico de esta enfermedad, que es la formacion de

esclerocios del hongo en la superficie del tubérculo. Algunas de los factores que pueden
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explicar el hecho de que R solani no expreso su capacidad de producir la enfermedad en
la planta se sefialan a continuacion:

- Falta de humedad en el suelo. FRANK (1980), indica que el exceso de humedad y frio
en el suelo favorecen al desarrollo de la enfermedad, atacando los brotes de la planta,
pudiendo llegar a destruirlos cuando el ataque es fuerte y reduciendo asi el nimero de
tallos por hectarea. En este caso, las plantas se regaron con 50 mL de agua destilada
cada 5 dias. Esta cantidad de agua se determin0 para que no exista una percolacion de la
cepa antagonista, pero puede que esto haya sido insuficiente para lograr el desarrollo del
patdgeno.

- Falta de tiempo para el desarrollo de R. solani. RODRIGUEZ (2006) estudid este
indculo producido en cascarilla de arroz, en base a una colonizacion previa para el
crecimiento del patogeno, antes de infectar las raices de la planta. Pero en este ensayo
no se observaron sintomas de R. solani en ninguno de los tratamientos, lo que hace
pensar que el patogeno, aun en micelio, requiere un tiempo de incubacion para
establecerse, colonizar el suelo y causar infeccién. Afirmando lo anteriormente
expresado, SANTANDER (2003) indica que para una correcta inoculacion con el
patdgeno se debe esperar la emergencia de todas las plantas para agregar la cepa
antagonista, lo que aseguraria asi el desarrollo del hongo en el suelo y la accion de la
cepa antagonista frente al control del patdgeno.

- Falta de nutrientes en el suelo. WEINHOLD y SINCLAIR (1996) demuestran un
marcado efecto de la disponibilidad de nutrientes del suelo sobre la patogenicidad de
esta especie; cuando el inoculo es deficiente en nutrientes, el micelio crece sobre la
superficie de la planta, pero no se desarrollan estructuras de infeccion.

- Cosecha adelantada de tubérculos de papas. Fernandez (1979), citado por
SCHNETTLER (1993), indica que la presencia de esclerocios se observan al final del
ciclo vegetativo de la planta o en la senescencia, por lo que se concluye que la cosecha
de los tubérculos en este ensayo fue en una etapa muy adelantada, previo al periodo de
floracion, no expresandose asi completamente la enfermedad sobre los tubérculos.

- Por altimo, mala inoculacion del patdgeno en el sustrato. La inoculacion del suelo fue
basada en los trabajos de NITSCHE (1983) y SCHNETTLER (1993), los cuales
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trasladaron cepas patdgenas del hongo de R. solani a granos de avena, asegurando un
importante y efectivo traslado del hongo en condiciones que le permiten desarrollarse e
intentar infectar y producir dafio a las plantas. Pero este Gltimo punto no fue posible
establecer en cdmara bajo las condiciones del presente trabajo. Una patogenicidad
exitosa implica una compleja interaccion de factores, que involucran tanto a la planta
como al patégeno y el medio ambiente, en todo su desarrollo, desde la penetracion hasta
que se produce el sintoma caracteristico, dependiendo de la confluencia de los factores

Optimos en los tres niveles sefialados.

Sin embargo, en vista de perfeccionar esta metodologia, NAIKI y Ul (1978) han
demostrado que la constitucion del indculo de R. solani afecta la sobrevivencia de este,
observandose que esclerocios mas grandes originaron hifas mas desarrolladas. Como la
finalidad de esto es desarrollar un método para asegurar la sobrevivencia del in6culo del
patdgeno para producir realmente la enfermedad y ver el efecto de control del
antagonista, al parecer el crecimiento del hongo se ve favorecido en granos con

endosperma mas grande, como lo es el de la avena o del trigo.

La cantidad de inoculo a utilizar de R. solani fue determinada en base a estudios
de SCHNETTLER (1993), el cual con el propdsito de estimar que cantidad de inéculo
era el capaz de asegurar la presencia de la enfermedad, establecié que 6 g de inéculo
eran suficientes para producir un elevado nivel de la enfermedad. En base a lo anterior,
en este estudio la inoculacion del suelo fue con 2 y 10 g de indculo del patdgeno en
polvo, aplicandolo en los primeros 5 cm del suelo, para posteriormente plantar el
tubérculo a esa misma profundidad. Pero esta técnica de inoculacion en este ensayo no
dio resultados visibles en la medicion de los parametros mencionados en el punto 3.4.5.
Es por esto, que como conclusion se puede proponer que el patdgeno debe ser
distribuido en todo el suelo de forma homogénea, para obtener un mejor efecto en la
infeccion de la planta y asi poder observar o medir el control que ejerce la bacteria
antagonista.
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En relacion al mayor porcentaje de esclerocios presentados en el nivel de
infestacion medio con R. solani se puede afirmar que, en la experiencia realizada por
SCHNETTLER (1993), se pudo establecer que seis gramos de indculo fueron suficientes
para producir un elevado nivel de enfermedad, tanto en plantas como en pléntulas de
papa. Se observé que con seis y nueve gramos de indculo el efecto era similar al de las
tres unidades del in6culo. Con esto se puede observar que se alcanza un punto en que la
cantidad de indculo del patogeno tiende a estabilizarse, perdiéndose la linealidad de la
relacion inoculo/incidencia de la enfermedad, esto se puede ver reflejado en el ensayo
con la dosis mas alta de R. solani.

En el mismo sentido, las distintas dosis de la bacteria antagonista usada so6lo
presentaron efecto en el nimero de tubérculos hijos y presencia de esclerocios, pero este
factor por si sélo no es relevante para este estudio.

Cabe recordar que la cepa antagonista utilizada para biocontrolar R. solani fue
aislada de raices en tuberos de calas del vivero Bopar; esto demuestra que B. subtilis
puede ejercer un control efectivo in vitro sobre R. solani no solamente al ser aislada de

la rizésfera o tejidos de planta de papa, sino también de otras especies vegetales.

En relacién al antagonista bioldgico usado en este ensayo, estudios anteriores han
demostrado segin SCHMIEDEKNECHT et al, (1998), que las condiciones fisicas del
suelo pueden afectar de alguna manera el desarrollo y la expresion del antagonismo,
como es el caso de una cepa de B. subtilis usada como bioantagonista sobre R. solani,
en donde se demostrd que la eficacia de esta bacteria es mas beneficiosa en mezclas de

arena 'y humus que en suelos solamente himicos, arcillosos o limosos.

Segun REYES (2000), quien desarrollo un estudio sobre el control biolégico de
R. solani a través de antagonistas bacterianos, indica que los rangos de temperatura para
B. subtilis que presentaron el mayor porcentaje de inhibicion fue entre los 37°y 28°C y

con pH de 5a 7, y los menores halos de inhibicién observados fueron a los 22°C, donde
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el hongo se desarrolla mejor. También, demuestra que la colonizacidén de raices de
tomates por parte de B. subtilis es menor en un 10% de lo que inicialmente fueron
depositadas en los apices radicales (1 millon de UFC). Sin embargo, varios estudios
demuestran que la habilidad de colonizar las raices es altamente variable entre las
distintas rizobacterias, siendo ademas esta caracteristica un reflejo de la capacidad de las
mismas para competir por nichos ecoldgicos en la competitiva rizosfera (MISAGHI,
1990).

Es probable que las experiencias en camara de condiciones controladas no
permitan concluir en forma certera el desempefio de los biocontroladores, como lo
sefiala SZCZECH y SHODA (2005), los cuales evaluaron el efecto de una cepa de B.
subtilis para el control de Rhizoctonia por medio de experimentos en macetas, no
observando diferencias que muestren el efecto de la bacteria antagonista sobre el micelio
del hongo. Esto se debe a que existen factores importantes en el desarrollo de los
microorganismos (temperatura, humedad, luz), que se encuentran alejadas de las
condiciones naturales, sobre todo el espacio que tienen las raices en las macetas; este
ultimo es muy reducido en volumen de sustrato para el desarrollo de una rizésfera, que
permita tener una interaccion entre el suelo, las raices de las plantas de papa, el patégeno
y el antagonista. El bajo o nulo efecto de la cepa patégena y de la cepa antagonista
puede deberse a que ambos microorganismos no encontraron el medio adecuado en la
rizésfera, ya que por lo general para que estos actlen tienen que escapar del mecanismo
de defensa de las plantas y encontrar condiciones adecuadas nutritivas y
medioambientales para su crecimiento (BAREA y ASCON 1982).

Al observar algunos promedios de las interacciones que existieron en relacion al
largo de la raiz, presencia de esclerocios y cantidad de brotes, se puede ver que la dosis
de antagonista A11 y Al4 en el nivel medio de R solani y la dosis de Bacillus A4 en el
nivel alto de R solani, presentan los mejores resultados. Seguin SCHMIEDEKNECHT
(1998), la cantidad de 10" endosporas por gramo de B. subtilis es recomendable para

reducir R.solani en un 63 % en condiciones de invernadero y en un 50% en condiciones
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de campo. En cambio SZCZECH y SHODA (2005), indica que la densidad de bacteria
de B. subtilis RB14-C puede de ser cercana a los 10 ° UFC/mL para que esta bacteria
produzca una cantidad suficiente de antibioticos, principalmente iturinas, para entrar en

contacto con el hongo y controlar o disminuir el efecto de laR. solani.

En relacion al tipo de ensayo realizado en cAmara, es probable que este tipo de
experiencia permita tener una aproximacion relativa para conocer el comportamiento de

la cepa B. subtilis en formulacion liquida sobre el control de R. solani.

Se puede observar también en los resultados, que esta cepa antagonista BC2 es
inocua para las plantas de papas, por lo tanto puede ser usada para este tipo de cultivo

sin afectar su crecimiento y desarrollo.

En el mercado ya existen muchas formulaciones comercializables a base de B.
subtilis que controlan R. solani, como Probacil, Kodiak y Subtilex, como se indicd
anteriormente. EI modo de accidn de estos productos es la liberacion de compuestos con
propiedades antifungicas como la subtilina y otros antibiéticos de la familia de las
iturinas por parte de esta bacteria; actlan sobre la pared celular de los hongos,
observandose una vacuolizacion y deformacion de las hifas de R. solani provocadas por

la formacidn de un compuesto volatil con propiedades fungicidas.

Como se muestra previamente, el efecto antagonista de esta bacteria sobre R.
solani ha podido ser probada en numerosos estudios, por lo tanto sera necesario repetir
este ensayo, teniendo en cuenta diversos factores que apunten a una correcta inoculacion

y sobrevivencia del patdgeno en el suelo.
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6 CONCLUSIONES

Segun el analisis de los resultados obtenidos durante el desarrollo de estos tres
ensayos es posible concluir que:

De acuerdo a las condiciones en las que el primer ensayo de calas fue realizado
es posible deducir que, cuando existen heridas en los tiberos de calas sera posible
reducir la incidencia de Erwinia carotovora con poblaciones 10* UFC/mL, 10° UFC/mL
y 10® UFC/mL de la cepa antagonista BC 10, cuando existen niveles de infestacién con
el patdgeno en el suelo de 10* UFC/mL. Cuando los niveles de infestacién son mas altos
como 10°UFC/mL, solamente poblaciones del orden de 10* UFC/mL de la cepa BC10
podrian aminorar la severidad del ataque causado por E. carotovora.

En relacion a las condiciones en las que fue realizado el segundo ensayo de cala
es posible concluir que, cuando se dan las condiciones naturales para el desarrollo de la
planta en cuanto a temperatura, luminosidad, humedad y también a la existencia de
tuberos aparentemente sanos al momento de la plantacion, la sobrevivencia de las
plantas sera alta, sin encontrar diferencias entre las concentraciones aplicadas al sustrato

con la cepa antagonista BC10.

La aplicacion de concentraciones altas de la cepa BC10, del orden de
10"UFC/mL y cuando existe interaccion con E.carotovora, no logra controlar la
enfermedad, manifestando signos de la patologia similares al control, anulandose el
efecto antagonista de la cepa.

En relacion al control de la cepa BC2 frente a R. solani, no se pudo llegar a
establecer que concentracion es la adecuada para la disminucion o control de la sarna

negra, ya que hubo una desuniformidad en la infestacion del sustrato con el patdgeno.
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Es necesario tener mas informacion sobre R. solani, antes de poder estandarizar

una metodologia de cuantificacion del potencial de indculo de este patdgeno en el suelo.

Sera necesario en un futuro proximo repetir este ensayo con condiciones
adecuadas para la expresion del patdégeno en el suelo, para poder apreciar en que

concentracion puede ser usada la cepa BC2 para el control de R.solani.

En este estudio se pudo apreciar que las dos cepas de B.subtilis usadas en las
respectivas plantas, no ocasionaron disminucion en su crecimiento ni dafio en los tiberos

o tubérculos, por lo que se concluye que son adecuadas para el uso en estos cultivos.
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7 RESUMEN

Se realizaron tres ensayos entre octubre de 2005 y marzo de 2006, con la
finalidad de evaluar la capacidad antagonista de dos cepas de B. subtilis, frente a E.
carotovora y R. solani causantes de pudricion humeda en calas y sarna negra en papas,
respectivamente, y también con el propdsito de determinar una 0 mas concentraciones
adecuadas de las cepas antagonistas que logren controlar o aminorar el ataque de los
patdgenos anteriormente mencionados. En dos de los ensayos (uno de papa y otro de
cala), se infectd el sustrato en dos niveles con el patégeno, un nivel alto, medio y uno sin
el indculo. Luego de 24 horas se plantaron tres tuberos de calas (con incisiones hechas
con un bisturi estéril para facilitar la infestacion con Erwinia) y un tubérculo de papa por
maceta en cada uno de los dos estudios. Después de 24 y 120 horas se agregaron al
sustrato las dos cepas antagonistas a cada cultivo respectivamente, en 6 concentraciones
por nivel de inoculacion con los patdgenos. Asi, cada ensayo presentd un disefio
enteramente al azar con un arreglo factorial 3 niveles de Erwinia, (EO, EM, EA), 6
concentraciones del antagonista y con cuatro repeticiones. En el caso del tercer ensayo
que se realizé s6lo hubo un nivel de infestacion (medio). En este se plantaron tres
tuberos de cala por maceta y al sustrato se le agregaron 5 concentraciones de la cepa
antagonista, usandose un disefio enteramente al azar con arreglo factorial de 5
tratamientos por 4 repeticiones. El primer ensayo de calas comenzo en octubre de 2005 y
el de papas a principios de noviembre, ambos bajo condiciones controladas de
temperatura, humedad y fotoperiodo. El segundo ensayo de cala realizado comenzo a
fines de noviembre de 2005 bajo invernadero. Para evaluar la capacidad inhibitoria de
estas cepas frente a las enfermedades expuestas anteriormente, se evaluaron los
siguientes parametros durante el ensayo: numero de brotes, altura de planta, cantidad de
plantas enfermas, periédicamente. Al final del estudio se evaluaron los siguientes
parametros: observacion y clasificacion de tubérculos y tuberos cosechados. En el caso
de papa se mididé materia seca, largo de la raiz, peso y nimero de tubérculos.
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Los resultados mostraron, en el caso del primer ensayo de calas, que
concentraciones de la cepa antagonista BC10 del orden de 10%, 10°y 108 UFC/mL en el
nivel de infestacion medio con el patdgeno y concentraciones de la cepa antagonista de
10* UFC/mL para el nivel alto de infestacién, manifiestan una mayor capacidad
inhibitoria frente a E. carotovora, presentando un mejor estado de los taberos en la
cosecha, mayor cantidad de brotes y sobrevivencia de las plantas. Al existir interaccion
entre E. carotovora y altas concentraciones de la cepa BC10 del orden de 10"UFC/mL,
se anula el efecto antagonista de esta. También se pudo observar que los tuberos son
transmisores asintomaticos de esta enfermedad. En el segundo ensayo de cala, donde a
los tberos no se les indujeron heridas, no hubieron diferencias entre los tratamientos,
presentando todas las plantas un desarrollo normal y un alto porcentaje de sobrevivencia,
demostrando un mejor efecto inhibitorio de la cepa BC10 frente a E. carotovora.

En el ensayo de papas, no se encontré una capacidad inhibitoria de la cepa
antagonista BC2 frente a R. solani, ya que el método usado para la infestacion del

sustrato con el patdgeno no dio los resultados esperados.
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SUMMARY

Between October 2005 and March 2006 three studies were carried out, with the
purpose of evaluate the antagonistic capacity of two strains of Bacillus subtilis against E.
carotovora and Rhizoctonia solani, which causes soft rot in Zantedeschia sp and black
scurf in Solanum tuberosum, respectively. These studies had also the purpose to
determine proper concentrations of the antagonistic cells that reduce the attack of both
pathogens. In two different studies (one with Solanum tuberosum and the other with
Zantedeschia sp), pots substrate were infested in two levels with the pathogen: a high,
medium level and one without infestation. After 24 hours, three tubers per pot of
Zantedeschia sp var. Lady Lack , and one potato tuber per pot were planted in each of
the studies. After the next 24 and 120 hours, antagonistic cells were added to
Zantedeschia sp and potato pots, respectively, in 6 concentrations levels. Thus, each
study presented an entirely random design, with factorial adjustment: 3 levels of
pathogen, 6 concentrations of the antagonist and four replicas. The third test was done
considered only the medium infestation level with Erwinia (which was very effective in
the first study). Three tubers per pot of Zantedeschia sp were planted on the substrate,
inoculating with 5 concentrations of the antagonistic strains and using an entirely
random design, with factorial adjustment: 5 treatments each with 4 replicas. The first test
with Zantedeschia sp began in October 2005 and the one with potatoes at the beginning
of november, both under controlled conditions of temperature, humidity and
photoperiod. The second study with Zantedeschia sp began in november 2005 under
greenhouse conditions. In order to evaluate the inhibiting capacity of the antagonistic
strains, the following parameters were periodically evaluated during the studies: number
of buds, plant height and amount of damaged plants. At the end of the studies, the
following parameters were considereded: observation and classification and tubers and
in the case of potatoes: dry matter, root length, root weight and number of tubercles were
considered.
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The results showed, in the case of the first test with Zantedeschia sp., that
concentrations of antagonistic strain BC10 of B. subtilis al levels of 10% 10° and 10°
CFU/mL and in the medium level of the pathogen, concentrations of 10* CFU/mL of the
antagonistic strain in the high infestation level, presented a greater inhibiting capacity
against E. carotovora, showing a better state of tubers at harvest, greater amount of buds
and a high survival percentage of plants. When interaction between E. carotovora and
high concentrations of stock BC10 existed, in order of 10** CFU/mL, the antagonistic
effect is annulled. It was also possible to observe, that tubers are asintomatic transmitters
of the disease. In the second test with Zantedeschia sp, where wounds were not induced
to tubers, no differences between treatments were observed, presenting all plants a
normal development and a high survival percentage, demonstrating that strain BC10 of
B. subtilis had a better inhibiting effect against E. carotovora.

In the study with potatoes, no inhibiting capacity of antagonistic stock BC2
against R. solani was found, due to a failed infestation method of the substrate with the

pathogen.
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ANEXO 1 Andlisis de varianza del parametro altura de plantas de calas con las
distintas variables mediadas a través del ensayo.

Fuente GL | SC CM Fcal | P value
Variable 11-10-2005
Antagonista: A 5 22,246 | 4,449 2,67 |0,0318*
Erwinia carotovora: E 2 89,076 | 44,538 | 26,68 | 0,000**
Interaccion: AXE |10 | 28,037 |2,8037 |1,68 | 0,1097
Error 54 190,149 | 1,669
Total 71 | 229,51
Variable 21-10-2005
Antagonista: A 5 124,843 | 24,968 | 2,48 | 0,0429*
Erwinia carotovora: E 2 502,814 | 251,40 | 24,97 | 0.000**
Interaccion: AXE |10 | 44,401 | 4,4401 |0,44 |0,9194
Error 54 | 543,646 | 10,067
Total 71 | 1215,7
Variable 31-10-2005
Antagonista: A 5 |1714,84 | 34296 |2,65 |0.0325*
Erwinia carotovora: E 2 5031,09 | 2515,5 | 19,45 | 0,000**
Interaccion: AXE |10 | 2868,35| 286,83 | 2,22 | 0.0303*
Error 54 | 6985,36 | 129,35
Total 71 | 16599,6
Variable 10-11-2005
Antagonista: A 5 4912,91 | 982,58 | 2,86 | 0,0231*
Erwinia carotovora: E 2 18507,7 | 9253,8 | 26,95 | 0,000**
Interaccion: AXE |10 |4465,2 |446,52 | 1,30 | 0,2540
Error 54 | 18542,5 | 343,38
Total 71 | 46428,4
Variable 21-11-2005
Antagonista: A 5 7092,78 | 141855 | 2,13 | 0,0753
Erwinia carotovora: E 2 23751,9 | 11876 | 17,86 | 0,000**
Interaccion: AXE |10 |8470,74 | 847,07 | 1,27 | 0,2684
Error 54 | 35911,8 | 665,03
Total 71 | 75227,2

** y * indican diferencias estadisticas al 0,01% y 0,05%, respectivamente.
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ANEXO 2 Andlisis de varianza del parametro cantidad de brotes en el primer
ensayo con plantas de calas, segun las distintas variables medidas.

Fuente GL | SC CM Fcal | P value
Variable 30-09-2005
Antagonista : A 5 0,2361 | 0,04722 | 0,28 | 0,9245
Erwinia carotovora: E 2 0,1944 | 0,09722 | 0,57 | 0,5702
Interaccion: AXxXE |10 |1,6388 |0,16388 | 0,96 | 0,4908
Error 54 19,25 0,1712
Total 71 | 11,32
Variable 07-10-2005
Antagonista : A 5 8,27 1,6555 | 1,55 | 0,000**
Erwinia carotovora: E 2 38,69 19,3472 | 18,17 | 0,1886
Interaccion: AXE |10 |14,80 1,480 1,39 | 0,2097
Error 54 | 57,5 1,064
Total 71 | 119,278
Variable 14-10-2005
Antagonista : A 5 20,666 | 4,133 2,36 | 0,052*
Erwinia carotovora: E 2 93,583 | 46,79 26,74 | 0,000**
Interaccion: AXE |10 |45,25 4,525 2,59 |0,012**
Error 54 | 94,5 1,75
Total 71 | 254
Variable 21-10-2005
Antagonista : A 5 33,569 | 6,71 1,92 | 0,1068
Erwinia carotovora: E 2 210,11 | 105,056 | 29,98 | 0,000**
Interaccion: AXE |10 |40,72 4,072 1,16 | 0,3363
Error 54 189,25 | 3,50
Total 71 | 473,65
Variable 28-10-2005
Antagonista : A 5 29,069 | 5,813 1,27 | 0,2915
Erwinia carotovora: E 2 328,028 | 164,014 | 35,75 | 0,000**
Interaccion: AXE |10 | 71,8056 | 7,180 1,57 |0,1425
Error 54 | 247,75 | 4,58
Total 71 | 676,653
Variable 04-11-2005
Antagonista : A 5 20,79 4,158 1,03 |0,4074
Erwinia carotovora: E 2 380,25 | 190,125 | 47,26 | 0,000**
Interaccion: AXE |10 |66,58 6,65 166 |0,1161
Error 54 | 217,25 | 4,023
Total 71 | 684,87
Variable 10-11-2005
Antagonista : A 5 134,569 |691 2,14 | 0,0742
Erwinia carotovora: E 2 329,19 | 164,597 | 51,01 | 0,000**
Interaccion: AXE |10 |119,639 | 11,96 3,71 | 0,000**
Error 54 | 174,25 | 3,22




Total 71 | 657,65
Variable 21-11-2005
Antagonista : A 5 44,77 8,955 3,0 0,018*
Erwinia carotovora: E 2 300,44 | 150,22 | 50,39 | 0,000**
Interaccion: AXE |10 | 119,556 | 11,95 4,01 | 0,000**
Error 54 | 161 2,98
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** y * indican diferencias estadisticas al 0,01% y 0,05%, respectivamente.

ANEXO 3 Analisis de varianza del porcentaje de sobrevivencia de plantas de calas

del primer ensayo.

Fuente GL |SC CM Fcal | P value
% de sobrevivencia
Antagonista : A 5 17705 3441 3,32 | 0,010**
Erwinia carotovora: E 2 39778 19889 | 18,6 | 0,000**
Interaccion: AXE |10 22771 2277 2,14 | 0,0369*

Error 54 57544 1065

Total 71 137801

** y * indican diferencias estadisticas al 0,01% y 0,05%, respectivamente.

ANEXO 4 Analisis de varianza del porcentaje de sobrevivencia del segundo ensayo

de calas.
FL GL SC CM Fcal | Pvalue
EM XA % sobrevivencia
Antagonista: A 4| 1091,82| 272,96 3,2 0,043
Error 15| 1278,12| 85,208
Total 19| 2369,24
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ANEXO 5 Analisis de varianza del pardmetro cantidad de brotes del ensayo de

papas.
Fuente de variacion GL SC CM Fcal P value
Variable 28-10-2005
Antagonista: A 5 75,66 15,13 | 1,49 0,2071
Rhizoctonia solani: R 2 357,33 | 178,66 | 17,64 | 0,000**
Interaccion: AXR 10 62 6,2 0,61 0,7968
Error 54 547 10,13
Total 71 1042
Variable 08-11-2005
Antagonista: A 5 3,111} 0,622 0,38 0,862
Rhizoctonia solani: R 2 2,194| 1,097| 0,67 0,5180
Interaccion: AXR 10 7,472\ 0,747 0,45 0,912
Error 54 89 1,648
Total 71| 101,770
Variable 28-11-2005
Antagonista: A 5 794 1588 0,83 0,53
Rhizoctonia solani: R 2 15,86 7,93 4,12 0,021*
Interaccion: AXR 10 53,3 533| 2,77 0,007**
Error 54 104 1,925
Total 71 181,1
Variable 05-12-2005
Antagonista: A 5 33,57 6,71| 1,58 0,18
Rhizoctonia solani: R 2 32,86| 16,43 3,88 0,026*
Interaccion: AXR 10 71,47 7,15| 1,69 0,1077
Error 54 228,75 4,24
Total 71 366,65
Variable 12-12-2005
Antagonista: A 5 56,11 11,22 1,63 0,168
Rhizoctonia solani: R 2 3,86 193, 0,28 0,7560
Interaccion: AXR 10 91,97 9,19, 1,34 0,2361
Error 54 372 6,88
Total 71 523,94
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Fuente de variacion GL SC CM Fcal P value
Variable 26-12-2006
Antagonista: A 5 26,9 538 0,94 0,463
Rhizoctonia solani: R 2 6,02 3,01 0,53 0,5940
Interaccion: AXR 10 42,8 4,28 0,75 0,677
Error 54 309,25 5,73
Total 71 384,98
Variable 05-01-2006
Antagonista: A 5 43,27| 8,655 1,52 0,1975
Rhizoctonia solani: R 2 7,19 3,597| 0,63 0,5345
Interaccion: AXR 10 75,64| 7,563 1,33 0,2373
Error 54 306,5 5,675
Total 71 432,6
Variable 20-01-2006
Antagonista: A 5 45 9| 1,49 0,207
Rhizoctonia solani: R 2 9,75 487 0,81 0,450
Interaccion: AXR 10 93,75 9,37| 1,56 0,145
Error 54 325,5 6,02
Total 71 474

ANEXO 6 Analisis de varianza del paradmetro nimero de tubérculos producidos

por el tubérculo madre de las plantas de papas.

Fuente de variacion GL SC CM Fcal | Pvalue
Numero de tubérculos
Antagonista: A 5 55,33 11,06 | 2,45 0,044*
Rhizoctonia solani: R 2 9,33| 4,66 1,03 0,3622
Interaccion: AXR 10 35,83| 3,58 0,79 0,634
Error 54 2435| 45
Total 71 344




ANEXO 7 Analisis de varianza del parametro peso de tubérculos hijos.
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Fuente de variacion GL SC CM Fcal | P value
Peso de tubérculos
Antagonista: A 5 1650,45| 330,09 | 1,77 0,1337
Rhizoctonia solani: R 2 3403,5| 1701,8 | 9,15 | 0,000**
Interaccion: AXR 10 1926,5| 192,65 | 1,04 0,427
Error 54 10044,3| 186,01
Total 71 17024,8

ANEXO 8 Analisis de varianza del parametro largo de raiz en plantas de papas.

Fuente de variacion GL SC CM Fcal P value
Largo de raiz
Antagonista: A 2 431,667 | 86,333 | 2,09 |0,0812
Rhizoctonia solani: R 5 394,085| 197,04 | 4,76 | 0,0124**
Interaccion: AXR 10 1292,25| 129,23 | 3,12 | 0,0033**
Error 54 2234 | 41,37
Total 71 4352
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