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RESUMEN 

El presente trabajo tuvo como objetivo buscar alternativas de control para los 

fitopatógenos, Rhizoctonia solani y Fusarium spp. 

Para introducir al suelo bacterias antagónicas a los fitopatógenos, se dio inicio con la 

evaluación de la capacidad de la cal, para inhibir el desarrollo bacteriano. Demostrando 

que las bacterias Gram negativas del suelo son, exceptuando algunas pseudomonadales, 

más resistentes que las enterobacterias. 

Posteriormente se determinó el efecto del encalado en el desarrollo de la papa, modelo 

biológico de este estudio. Para ello se adicionaron diferentes concentraciones de cal. a 

un suelo dentro de la zona productora de este cultivo en el estado de Michoacán y se 

registraron los carnbios·en.lós valores de pH en el suelo, la siembra se efectuó hasta que 

este valor ~~hJ~~':eri .·el óptiriío para la germinación. Como indicadores del estado 

1isiológi;.;6~$~rt~J~j~~~ '~e cuantificó durante su desarrollo, el contenido de nitratos y 

pota5io :en' 1~r~~~ia 'pecio lar. Después de la cosecha, se determinó la concentración de 

calcio' ~·,.;_;:·s'.~~'\.~Jidos, encontrándose que en los estolones y tubérculos se tendía ha 
' -- ~: . . ;-,,, 

acumular más. este elemento y que en la savia de estas plantas se incrementaban los 

nitr_atos, .cuando se adicionan volúmenes de cal aproximados al mega gramo (Mg) en 10 

000 m 2 de suelo ácido. 

Después se demostró que al encalar al suelo y neutralizar con ácido sulfürico, reduce 

significativamente a las poblaciones fúngicas y bacterianas del suelo. 

Así mismo se comprobó el efecto del tratamiento de encalado acidificado al suelo, sobre 

los hongos fitopatógenos Rhi=octonia solani y Fusarium oxisporum así como el 

contenido de materia orgánica del suelo, ya que de ella depende la fertilidad de los 

suelos. Los resultados indicaron que se requieren 2 Mg hidróxido de calcio neutralizado 

con ácido sulfürico, para reducir el número de propágulos cultivables de R. solani y F. 
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oxysporum y que el contenido de materia orgánica no se altera aún cuando se 

neutralicen 8 Mg de cal con ácido sulfúrico. 

Con base en lo anterior se realizó un ensayo combinado de encalado neutralización y 

solarización con la adición de antagonistas a los fitopatógenos en cuestión, los que 

fueron 3 cepas bacterianas del género Bacillus además del hongo Trichoderma, como 

micelio y en fase esporulada.. todos ellos limitantes in vitro el desarrollo Rhizoctonia 

solani y Fusarium solani. De aquí se concluyó que tanto los tratamientos al suelo, como 

el empleo de microorganismos (excepto Trichoderma harzianum en su fase esporulada) 

son una buena alternativa de control para Rhizoctonia solani AG-3, pues redujeron la 

incidencia de la enfermedad en el cultivo de papa y que los tratamientos de encalado y 

solarización, afectan el desempeño de los biocontroladores, en el caso de las bacterias 
.,· 

regularmente de manera positiva con IOs Fu~aria no fue posible realizar la evaluación, 

Al reconocer .. que la apliCaciói·i.;de('~~giÜlisii1os· antagónicos bacterianos resultó ser 
, .. --:· .. -:· -:· · < : >. ':; ·, :) :~~ ~-\>~,-'.;-~~.17::~~;::-~r:~~; .. ;:~~rv~:~?:~·\·,, .. __ -:. · 

eficiente,',seéde~i.di~ó aislar•bacterias.'epifiticas y endofiticas a partir de solanáceas y 

diseñar 'ur1;;,·ct'.éc;,'i6a"qu~ nos permitiera seleccionar de manera práctica a orgarúsmos 
- , - "--.. _::.r>'.]i~?''·?'.-·-::/ .. ·: 

antagóniC'ós·' qÜeo se asociaran a nuestro modelo. Encontrando que Lycopersicon 
~ -:-.--:.·.:._·:'-:·~ ··::-\":,·:..~~- .- ._ --

esculerúum'viir. Cerasiforme, es una buena fuente para el aislamiento de bacterias del 

género Bacillus antagónicas a Fusarium spp y Rhizoctonia spp. 

Así núsmo se demostró que es posible observar la asociación de las bacterias simbiontes 

con la región radicular de papas cultivadas in vitro. en el medio Murashige y Skoog, 

adicionado de azúcar comercial 30 g·L-1 y tianúna 0.004 mg · L- 1• cuando se inoculan 

sobre el medio entre 2-IOOµL de los microorganismos en una suspensión. Además se 

comprobó que las bacterias que desarrollan en la periferia de la raíz regulannente se 

establecían en el interior de la planta 

T17:'i~S CON 
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Finalmente demostramos que algunas de las bacterias que antagonizaron a Fusarium y 

Rhizoctonia también promovían el desarrollo de las plantas de papa. al establecerse 

como endofiticas. Una de las cepas del género Bacillus la denominada Dt. demostró ser 

buen promotor del desarrollo vegetal. diferenciándose estadísticamente respecto a la 

producción de biomasa y a Ja concentración de calcio tisular. esto último se considera 

confiere resistencia contra la invasión de patógenos. 

Palabras clave:"Fusarium. Rhizoctonia. papa. encalado. calcio. biocontrol. 
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SUMMARV 

The purpose of this work 'vas to look for control alternatives against Rhizoctonia so/ani 

and Fusarium spp in the soil. 

In order to introduce antagonistic bacteria into the soil, we tried several methods, 

starting with the use of lime, for its inhibiting bacterial growth capacity. The result 

showed that except for some pseudomonadids, soil Grrun negative bacteria 'vere more 

resistant than enteric Grrun negative bacteria, which had been evaluated in a previous 

work. 

To use the liming soil procedure with potato culture, we applied several amounts of 

lime before seeding, and during the growth of the plants, sap nitrate and potassium 

content were quantified. Also at the harvest, tissue calcium concentration was defined. 

We found an increase in the sap nitrate level and in the root's calcium, mainly in the 

runners and tubercles. 

Later, we tried to demonstrate that neutralizing with sulfuric acid afler applying the soil 

lirning procedure, would increase the reduction in the microbial population. As a result 

of this process, we were able to reduce bacteriai and fungical populations significantly. 

In addition, this process was tried specifically with R.so/ani and F. oxysporum. and at 

the srune time the effect on the organic rnatter was evaluated. The result indicated that 

as calciurn hydroxide was increased and neutralized, it reduced R .so/ani and F. 

oxysporum·· soil populations; furthermore. there weren't any changes in the organic 

maite/ C~~t~·ri¿ 
:,:'~~ .. -~ 

Another·i~~o···methodologies that we applied was soil solarization and the use of 

antagoriistic'·~croorganisms. because as we already know, these techniques reduce 

fungal and·: b.acterial plant pathogen populations. We combined soil solarization with the 

neutralized soil liming procedure and added antagonistic microorganisms to R. so/ani 



and Fusarium sp. Such antagonistic microorganis01S included three bacteria! strains of 

Baci//us and the fungus Trichoderma harzianum in mycelia and spore forro. We 

determínate at this point, microorganisms were a good alternative to control plant 

pathogens. In both the neutralized soil liming procedure and soil solarization in general 

bacteria 'l.vorked bener. On the other hand, Trichoderma harzianum was less successful 

and the applied phase '\.Vas imponant. From here we decided to seek a technique to select 

potato symbiotic bacteria. We concluded that it was possible to see the bacteria! 

development around the roots, of potato plant gro'l.ving in the tissue culture medium 

Moorashige Skoog with sugar and tiamine when the bacteria! inoculums were applied in 

solutions on the medium surface.With this method we aJso introduced antagonistic 

bacterias into the potato plants. 

Finally we established that some strains antagonistic to R .solani and Fusarium sp also 

were plant growth promoting rhizobacterias. Consequently one of these strains named 

DT showed a significant difference compared to the control in biomass production and 

the root calcium concentration a resistan! factor against pathogen, besides this 

microorganism showed good performance in the field. 

Key words: Fusarium. Rhizoctonia, potato, liming, caJcium. biocontrol 
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1.- INTRODUCCIÓN 

El descubrimi_ento de la agricultura es uno de los rasgos que caracteriza el tránsito del 

hombre hacia el neolítico y este paso se dio en diferentes espacios, tiempos y 

circunstancias. Modalidades contrastantes de este avance las encontramos en las 

condiciones bajo las que se desarrolló en la Mesopotamia y Mesoamérica, en la primera 

hace cerca de 1 1,000 años, grupos tribales dedicados a la caza y recolección, lograron 

asentarse aquí, por cerca de un milenio, después de este periodo, un descenso universal de 

la temperatura los orilló a buscar alguna alternativa para no regresar al nomadismo, de esto 

se deriva el cultivo de gramíneas como el hordeum, para lo cual modificaron el terreno a 

sembrar, eliminando montículos y maleza, es decir establecieron un monocultivo. Para ese 

entonces en Mesoarnérica, ya se propagaba a algunas cucurbitáceas como la calabaza, 

inmersas en la selva oaxaqueña, dando inicio a la práctica del cultivo mixto. Para el 

monocultivo fue necesario desarrollar prácticas culturales para su protección, entre las 

primeras descritas se encuentran: la selección de semillas, la quema de residuos agricolas 

sobre el terreno, la siembra oportuna para el desarrollo más favorable, el aislamiento de 

cultivos, el suministro de riego y manejo del agua, los abonos y las enmiendas al suelo 

empleando el azufre y la cal, que son compuestos de los que se tienen referencias que 

datan de más de 1,000 años a.C. (1,2). 

El empleo de la nicotina como insecticida en el siglo XVIII, marca el arribo de los 

plaguicidas de origen vegetal a la agricultura (2). Posteriormente, Prevost, en 1805, 

describe la inhibición de esporas del .. añublo" por el sulfato de cobre; Weighton en 1814 

fue el primero en sugerir la mezcla de cal con azufre como fungicida acaricida (3). El 

descubrimiento accidental de Millardet en 1882 de la pasta Bordeaux (cal en solución 

acuosa mezclada con sulfato de cobre diferentes proporciones), para el control del mildiú 
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de la vid y el tizón de la papa. es parte de la búsqueda de otros agroquímicos para adecuarse 

al combate de plagas y enfermedades (4). Al llegar el siglo veinte da inicio la quimioterapia 

contra patógenos en plantas y animales. Compuestos inorgánicos como azufre. cobre. 

mercurio. antimonio, y.arsénico, que no son selectivos hacia los patógenos se emplean para 

este fin. Asimismo •. álgurias sustancias orgánicas como la quinina. tabaco, aceites y jabones 
'.·. •.,', ,:;~,;_;<',7,_,,.,;•' ·~.·· ., V •,,.'; 

se usan. sin>i'.Ji;~'fJ~¡¡_:;¿ja'~a,;'.;¡~~~;·b;.~es terapéuticas. En las primeras dos décadas del siglo 
· . ~:':·:: -~ -: <~~:~;~'-~~~iL~~:;,)~~~~t;1~m~jt~~B~~~;f!ii~~~~~?t~:7·;/Si:·:>· <- -~ -. . . . . . 

XX.•ª química ()~gániC~Ci~t~odujo el empleo de los metales por su uso como compuestos 

órg~n6n~~t~i'.(f ]fltt~!!f S~'y¡:~vieron una toxicidad más específica. La selectividad de estos 

compl1estosc,n<>}d.eperidió únicamente de sitios bioquímicos sobre los que actuaba en la 
'',. '~"!.'"• ' . 

célulá
0

blan.C:o;:sirm en la distribución de lípidos-agua en el patógeno, lo cual conlleva a una 

menor. fitotoxicidad. Los fungicidas mercuriales fueron desarrollados para tratamientos de 

semilla y follaje en 1913, al igual que el bactericida acriflavina. Estos compuestos que 

fueron usados en medicina como antisépticos en la primera guerra mundial, no poseían la 

capacidad requerida para el control de infecciones bacterianas dentro de células o tejidos de 

origen vegetal. 

En la década de los treinta del siglo pasado, se considera corno el umbral hacia la era 

moderna del control químico de fitopatógenos, con la introducción de los pesticidas 

orgánicos sintéticos; entre los ejemplos relevantes se encuentran los insecticidas derivados 

del tiocianato de alquilo en 1930, la salicilanilida en 1931. el primer fungicida orgánico y 

los fungicidas ditiocarbárnicos en 1934 (5,6). 

Durante el periodo de 1935-1950, los avances continuos de microbiología y química 

orgánica desarrollaron bactericidas altamente selectivos tales corno las sulfonamidas y los 

antibióticos (penicilina, estreptomicina y clorotetraciclinas). Los antibióticos como la 

estreptomicina y la ciclohexamida seguidos por la kanamicina y la polimixina fueron de 
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Jos primeros protectantes vegetales específicos. 

Los primeros fungicidas sintéticos selectivos: Benomil, Dimetrimol y Carboxin fueron 

introducidos a la agricultura a finales de la década de 1960. Como los antibióticos, estos 

compuestos fueron selectivos de acuerdo a las propiedades bioquímicas del patógeno y 

ellos fueron introducidos a los vegetales, para que actuaran sistémicamente. En la década 

1970-1980, se desarrollaron fungicidas altamente específicos con fines agrícolas, las 

finelamidas, órgano fosfatos, dicarboximidas y los inhibidores del esterol. La mayoría de 

estos fungicidas, presentan una fracción que reacciona con un receptor específico dentro de 

las células blanco del patógeno, usualmente un sitio donde una proteína es sintetizada por 

uno o varios genes. Pero para cada caso la resistencia microbiana se generó rápidamente. 

La mayoría de los mecanismos de la resistencia ahora son conocidos y es claro que su 

desarrollo es debido al potencial genético de los patógenos, a su capacidad de 

destoxificación o a cepas mutantes con poca afinidad a los antibióticos, el mismo patrón de 

resistencia que ha sido detectado en los insectos hacia los insecticidas. (7,8). 

Esto_s compuestos, aunados a los insecticidas y fertilizantes han desempeñado un papel 

muy importante en la obtención de máximos rendimientos de casi todos los cultivos 

comerciales, esto por la reducción en las pérdidas ocasionadas por patógenos y plagas. Sin 

embargo, .. por sus efectos tóxicos residuales. el uso de estos agroquímicos ha propiciado 

desequilibrios ecológicos, además la contaminación de alimentos. 

Por este motivo, otros métodos de control como el combate biológico y la solarización, han 

sido propuestos como una alternativa al uso de plaguicidas (7.8). La solarización del suelo 

es un proceso hidrotérmico que actualmente se efectúa cubriendo el suelo húmedo, con una 

película transparente de plástico, para exponerlo a la radiación solar durante los meses de 

mayor temperatura en el verano. Mediante este tratamiento se pretende incrementar la 
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temperatura del suelo hasta Jos 42 - 45 ºC, a S cm de profundidad, al menos durante seis 

horas. Bajo estas condiciones, las semillas de maleza y los agentes etiológicos de 

enfermedades y plagas que habitan el suelo no pueden proliferar, ya que por ser 

mesofilicos se inactivan y se propicia su descomposición. 

Este tratamiento además ocasiona cambios químicos y fisicos que favorecen el desarrollo 

de las biotas saprofitas (9). Esta práctica se deriva del intento de brindar protección al suelo 

y los vegetales, de Ja acción del intemperismo tal como el calor, el frío, la evaporación del 

agua o Ja erosión, para lo cual se empleaban inicialmente ramas, maleza u otros materiales 

del campo (10-18). 

La lucha biológica o control biológico de fitopatógenos, que es el uso de microorganismos 

para prevenir enfermedades, es un procedimiento que se inicia dentro de la Entomologia 

agrícola. El primer intento de controlar una plaga mediante la introducción de un enemigo 

natural se registró en el año de 1888 (19). Mientras que Ja introducción de microorganismos 

como un inoculante al suelo, para el control de fitopatógenos data de 1922 (20). Aunque 

cabe mencionar que el control biológico en el suelo puede ser llevado a cabo de manera 

indirecta o directa. Las estrategias indirectas incluyen todas las labores y enmiendas 

realizadas sobre el_ cultivo o el suelo para el mejor desarrollo de los vegetales. debido a que 

la nutrl~i?n;d~:i6~ é~Í6vos·es un factor primordial para el control de las enfermedades, no 
."·,: .... ·,', 

solo. porqU~·c<:':'~'ii<buena nutrición implica mayor resistencia al establecimiento de los 

fitopatÓgéribs,·:'·'~"osibilidades de .. escape" a plagas y enfermedades, o Ja disminución de el 

efecto de las mismas, si no que además, las prácticas empleadas para el mejoramiento de 

la fisiología de los cultivos, de alguna manera, repercuten en la nutrición de los suelos, de 

manera tal que los nutrientes influyen sobre las poblaciones de fitopatógenos o de otros 

habitantes que coexisten con ellos en el suelo, dando pie a Ja competencia entre ellas. 
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Ejemplo de esto Jo tenemos en Ja rotación de cultivos, en la siembra de cultivos asociados, 

el uso de abonos, Ja irrigación, el encalado del suelo para ajustar el pH., Jos aporques y las 

podas, etc. (21-26). 

El mecanismo de como Jos nutrientes influyen en la fisiología del huésped para que Jos 

patógenos logren o no la invasión y su establecimiento en su gran mayoría se desconoce, 

pero se ha avanzado de manera general en esto. Se ha establecido, por ejemplo, que el 

manganeso tiene un papel relevante en este particular, por ser indispensable en los procesos 

de formación de sustancias fenólicas, de lignificación de Jos tejidos, en el metabolismo del 

nitrógeno, de los carbohidratos y en Ja fotosíntesis. 

También se sabe que el suministrar el nitrógeno oportunamente al suelo incrementa Ja 

microflora en él, lo que dará Jugar a la existencia de un complejo de asociaciones y 

antagonismos dentro de Ja biota que lo habita. Observaciones similares se tiene con el 

calcio y el nitrógeno nítrico que incrementan eI pH del suelo, Jo que minimiza la virulencia 

de Fusarium ·. º.~sP,.orum ··,''(27-3 1 ); Sin embargo, existen elementos que en una 

concentraci'6~'da'ci~;~~éi';:i~~J°i~~t.::~;~·¿ic:; de algún fitopatógeno pero a Ja vez incrementan el 
.'!''•' ; _ _;;:.-. ~·>:.~;!;~~: ·~ i..:'.:_-:;-~ , -' 

de otros. Ej~;.,';:~lo (i.;; ;;;sto,s.;·p~.;;se~ta en papa con Ja marchitez ocasionada por Verticillum y 

el c.áncer por ·Rhizoctonia. Este último se incrementa cuando se le fertiliza con sulfato de 

amonio para abatir a la marchitez y cuando se combate a Rhi::octonia, nitrificando con 

nitrato de calcio, los propágulos de Verticillum proliferan (25). Otro comportamiento 

inducido, es el que se presenta en un medio rico en sales de calcio, que limita el desarrollo 

de un patógeno, a Ja vez que propicia la proliferación de un antagonista, que es el caso 

de Penicillum digitatum, abatida por la levadura Pichia guillermondi en presencia de 

cloruro de calcio (32). 
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El calcio es uno de los nutrimentos vegetales que mayor atención ha recibido para 

confrontarlo frente a los fitopatógenos. Por más de dos siglos se ha sabido que la enmienda 

al suelo con carbonato de calcio puede proveer una reducción significativa de la "hernia de 

las cruciferas". Aún cuando el parásito fue descrito por Woronin hasta 1878. Esta 

enfermedad es más severa en cultivos que crecen en suelos ácidos al momento se considera 

que la mejor enmienda y control se realiza con cal. Cunningham, en 1914, incrementó los 

rendimientos .de coliflor 3.5 veces, adicionando carbonato de calcio al suelo y Campbell y 

col., en 1985, controlaron esta enfermedad en brócoli, por tres años consecutivos con la 

sola aplicación de la misma fuente de calcio. Ellos señalaron que su éxito dependió por la 

interacción entre el pH, el calcio extractable y el magnesio. Adicionalmente Thaxter, 

publicó en 1981 que la escama corchosa de la papa se controlaba de la misma forma (33). 

Además el encalado de los suelos se ha empleado, para combatir a otros fitopatógenos 

como Erwinia en papa (34), Botrytis cinerea en rosal (35) y la marchitez ocasionada por 

Fusarium (36) Sclerotium rolfsii, Pythium, en cultivos varios (33). 

La marchitez causada por Fusarium en tomate tuvo el primer reporte en los Estados 

Unidos en 1899, .por E.F. Smith, quien dijo que esta enfermedad había acabado con los 

productores de. iomate\de ·los. mercados del Norte de Florida. Para J 920, ya se había 
~: ~' '. - . •, \ ' 

extendido hasta el Medio Este de la Costa Atlántica (3 7). Los primeros esfuerzos para el 

control de Fus~rium .d~tan de cerca del 91 O, por Norton (38,39) y Essary (40,41) los que se 

concentraron en el desarrollo de variedades tolerantes. Casi simultáneamente Wollenweber 

(42) y Sherbakoff (43) iniciaron observaciones sobre la morfología y fisiología del género 

Fusariwn. Una tercera fase de investigación se inició con Edgerton y Moreland, (44,45) 

investigando el efecto de la nutrición sobre el desarrollo de la enfermedad. Ellos reportaron, 

en 1 913, que la cal suministrada al suelo en grandes cantidades, 1 O Mg por acre, (Nota Mg 
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= mega gramo= lxl06g) mejoraba el control de la marchitez en tomate. Su hallazgo f"ue 

confirmado por varios investigadores incluyendo a Sherwood (46) en 1923, Scott (47) en 

1924, Fisher ( 48,49) en 1935. Después de ellos, se han realizado con diferentes cultivos 

ensayos en donde se demuestra el control de la marchitez, mediante la aplicación de calcio 

y el incremento del pH. 

Trabajos relevantes sobre esta enf"ermedad han tenido resultados positivos en Florida sobre 

todo los realizados por Woltz, Jones y Engelhard en condiciones de campo e invernadero, 

con tomate (33, 34, 36, 50-51, 53-56) y otros cultivos (33, 34, 52, 57-63 ). Ellos evaluaron 

la adición .,:de: .. nhi"ógeno nítrico vs. nitrógeno amoniacal, micro elementos, f"ósforo, 
, ':.'·':;··~-.\·.(;;: ~;·"::. '-.::::-

carbc:inat6':'<léYi~í~id';- hidróxido de calcio y sulfato de calcio, encontrando que el patógeno 
'· . ··~-. ~:~·;·:(:~~;..:_:f,:.:.:-''.>.'"'.· ::<: '.". 

puede' entr~~.'.g~<~~.~~a~ión y reducirle Ja virulencia mediante el manejo de macro y micro 

eleménto~.',:Eb')~·década de 1970 en que Woltz y Engelhard desarrollaron un manejo en el 

que inteSr~ban ·el uso de nitratos cal y q~imioterapia para controlar esta enfermedad en 

crisantemos (28-31, 47) y clavel (55). Este sistema dio resultados satisf"actorios en tomates 

cultivados en Hungria por Sarhan y Kiraly (56). 

Repetidamente se ha reportado la influencia de la nutrición mineral en las enf"ermedades 

producidas por alteraciones fisiológicas y bióticas estos han sido compendiados por Huber 

(64). Este resumen reporta varias veces la asociación entre el calcio y la resistencia en las 

plantas, a dif"erentes agentes patogénicos. 

En particular, los cambios en las concentraciones de calcio en los tejidos vegetales han 

mostrado influencia en la localización de la infecciones virales (65). También como 

moderador de la severidad de las enrermedades en varios cultivos atacados por hongos (66-

73). La aplicación de calcio afecta la dureza de los tejidos de los pepinos (74) y la 

integridad de la pared celular en raíz de calabaza (75) y también reduce la severidad de 
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enfermedades abióticas incluyendo la pudrición final del tomate (76), el corazón negro del 

apio y la punta mordida de la manzana (77). En papas la aplicación de calcio ha mostrado 

reducir el desarrollo de la mancha café de los tubérculos y las necrosis sub apicales (76-81 ). 

Un incremento en la concentración de calcio en los tejidos vegetales puede resultar también 

en la resistencia a enfermedades bacterianas ocasionadas por Pseudomonas (82, 83) como 

la pudrición de la calabaza china (84, 85) y el frijol (86). 

Con respecto a la papa, en trabajos de nutrición vegetal se ha demostrado que la mayor 

parte del calcio se acumula en el follaje y tallo, en los tubérculos escasamente un 2.3% del 

total (87). Y en esta región de la raíz, este elemento se concentra principalmente en el 

peridermo y la región cortical (88). En el tejido medular de los tubérculos de papa el calcio 

es muy escaso se encuentra en valores de 0.01 % y 0.08o/o del peso seco de la planta, 

mientras que regularmente en otros vegetales fluctúa entre el 0.2 y el 4.0°/o (89), no 

obstante el conocimiento de estos porcentajes. no se sabe el nivei en el que se considere 

como deficiente en calcio a los tubérculos de papa. 

Ahora bie_'?X. ~~tt~;;~.!·~l;lc:)~~~~i'.~~i~~ ~}rectas, se incluyen la introducción de antagonistas 

microbianos esp.ecific~s al. süél() ·o material de sustrato (90). Estos antagonistas tienen que 

proliferar y éstablecerseper se en, un micro hábitat determinado para poder asi coexistir y 

activarse contra los patógenos (91}. 

Sobre el empleo de bacterias biocontroladoras de patógenos del suelo, se han realizado 

muchos trabajos y resúmenes (92 a 102). Durante cerca de 80 años de estudio (102, 103) 

los resultados la mayoría de las veces no los han señalado como comercialmente confiables. 

Sin embargo desde 1965 el interés y la investigación en esta área se ha incrementado (102) 

como se refleja en el número de libros (104-107) y revisiones acerca de esto (107-116). 

Actualmente ha habido un cambio de opinión sobre el control biológico y su importancia en 
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Ja agricultura del futuro y esto ha motivado a desarrollar programas para la búsqueda y el 

empleo de agentes biocontroladores comerciales. Este renovado interés en el uso de la 

lucha biológica, para combatir plagas se debe en parte a la preocupación pública sobre los 

daños asociados al uso de plaguicidas qui micos. 

De entre los microorganismos asociados a los vegetales, los que crecen en la rizósfera son 

ideales para usarse como agentes biocontroladores, puesto que en la rizósfera se ubica la 

línea frontal de defensa para las raíces contra el ataque de los patógenos hipogeos, además 

de ser fuente de :in.Óculo para las ·bacterias endofiticas. Los patógenos enfrentan al 

antagonismo de l~s~;ri¡c:)~c:)c;~~ahismos de la rizósfera, ames de la primoinfección y de las 
. --~·'{~::.::~--~::~f~?,:~~;;;\~;~~~;~~;;1:;~~-\~~~:~· 

siguientes infeccionés''.s.ecl.Jríéfarias a la raíz. Existen suelos en donde se han identificado a 

microorganism;ós''~~J:g'.~j~~;:~b'~t:eren supresividad hacia los patógenos ( 1 1 7). El antagonismo 
,_._~, •!. ·>l:>."'· 

microbiano ei;i:·;¡;lloii···~~'"tan eficiente que llega a un control de la enfermedad. Los suelos 

supresivos a:paiÓ~~·~()~ son escasos, sin embargo son el modelo a seguir. 

En los Ólti~~~::':i:s años, varios ejemplos de bacterias capaces de brindar un control 
. "·' 'J.':' -;: -·· 

substancfaCde las enfermedades en campo han sido reportados. Estos recientes éxitos en el -,·_·_· 

controlbiológico contrastan con los menos afortunados intentos de inicio de siglo (100), 

resultan. en parte por el mayor entendimiento de la rizósfera y la selección de cepas con 

facilidad para establecerse ahí. Los agentes bacterianos de biocontrol mejoran el desarrollo 

vegetal por inhibir tanto patógenos mayores como menores. Los patógenos mayores son 

aquellos que producen las enfermedades vasculares de la raíz con los síntomas asociados. 

Los patógenos menores son parásitos saprófitos que dañan tejidos juveniles tales como los 

pelos absorbentes, los meristemos y células corticales (118); en este caso las enfermedades 

no tienen síntomas característicos. 

Las bacterias muestran un potencial para usarse como biocontroladores en muchos géneros 
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en donde se incluyen a los siguientes Actinoplanes (119, 120), Agrobacterium (112, 120-

126), Aca/igenes (127, 128), Amorphosporangium, (119), Arthrobacter (127-130), 

Azotobactér • .'.131, .Baci//us (132-142), Enterobacter (141-147), Erwinia (148), 

F/avobacte~iu'J;,·d41,.149). Hafnia (148, 150), Micromono..,pora (129), Pseudomonas (135, 

136,-'i's}i.{7'2.),•ip'asieuria (l l l, 173-176), Rhizobium y Bradyrhizobium (177), Serratia 

(148, Í;;;;,~~~t~t~ii,jic~s (134, 142-143, 178-179) y Xamomonas (141-149). 
. . ? --.::2·t···~':•~:L\~)r\:_~,~~~'.}·:~}"~:;'.~~é-_'\·,:.- ;>:~ : .. , :,, · . _: -~ · 

Obviaménte''.lós{age¡.;tes.;•;antagónicos; a fitopatógenos no están limitados a un grupo 

::::::":ilf !f •:~!!f il~~,¡:t:t:~·.:::::.:: ':::·::::~::. ·q:~:: 
microorgani'snios biocoritroliidores'.cjue:·son''éficiéntes én campo, actúen conjuntamente con 

. · '.::~-:> ?'.i'~~~r:-~.~~};r-~~~~-.~·:,t~;s~;~~!~-~'.~?:~:::·~-~1;~r:.~~:tfttf~~~~·~?}2;;:{~'.:~-~ r..: ¿ · \.<.~ _, ·. ·: · 
otras' especies!·~~andc:i.:se;hat;ensayado experimentalmente mezclas de biocontroladores, 

;;::: ~f~ii~~lll~:~~:.~!::~::::.::::º:. ·::.:::::~s~ ::::~º~ ::Y b,::::: 
en donde mezclas 'élé microorganismos no confieren mayor protección que la que brinda un 

' .,:,~ - .:: ;- ,_,-

sol o antagoili~ia (158, 204-206). Lo que sugiere la existencia de incompatibilidad entre 

coino~u!Zít;i;-¡:2o7). 

El primer ejemplo de rizobacteria biocontroladora es Agrobacterium radiobacter cepa 84, 

Ja cual controla las agallas causadas por A. h1mefasiens (121), Ja cepa 84 fue el primer 

bacilo comercialmente usado y ha sido empleada exitosamente en todo el mundo (122, 125-

126), a pesar de que se siguen publicando trabajos que mencionan lo errático que resulta el 

control mediante el empleo de un solo microorganismo (208). 

Paralelamente, se ha demostrado que los microorganismos endofiticos (hongos y bacterias) 

son capaces de propiciar el desarrollo vegetal como también reducir los síntomas 

TESIS COI»! 
FALLA DE ORIGEN 

ocasionados por varios fitopatógenos (209). 

--------
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El primero en .desarrollar el concepto de inocuidad para las bacterias endofiticas, fue 

Perrotti en - 192.6; sin embargo quien registró su hallazgo fue Pasteur en 1870, él las 

consideró C()~_o patógenos que cursaban asintomáticamente (209). Desde 1940 se han 

reportadé( ;;;\'.ib'h'c)s · trabajos sobre bacterias indígenas endofiticas dentro de tejidos tan 
-·:·. :·:·. -~.·~~-:;>~~rF:~fi~.~~.> :.,·~:···.-

diversos .·corrió ·semillas y óvulos (21 O), tubérculos (21 1 ). raíces (212). tallos y hojas (209) y 
c.,_5,;.s; ,;·-:"_~·;, · 

frutos (il 3~21'4).· 
·¡\'.- ., ·,,_ 

Esta C:1a~-;~L'a'~:--'~~~t~rias aisladas de los tejidos. internos de plantas aparentemente sanas. 
, _, . ':r:~~:;~~~-'·. - .. -

pertenec~ii;a"U 29: e'species de más de 54 géneros (216). Siendo los géneros Pseudomonas. 
. .-. ' ... · _,.:\: ~<·(.-~,~·;·, ... : 

Baci/llú'.s;>'ii;1/e~óbi.cter y Agrobacterium los más frecuentemente recuperados (209). 
-- .. -~·~" ':-')~·-·. 

Aunque:_se'.~~;;,-;;:que la baja tolerancia presentada por las plantas axénicas al estrés por 

factores b-iÓtÍcC>s e) abióticos. es en parte ocasionada por la ausencia de estos simbiontes, las 

inves~igaci~;i~:s; más recientes con ellos tratan sobre su capacidad antagónica hacia los 

patógenos (215, 217-219). 

Referente a los géneros Rhizoctonia y Fusarium fitopatógenos objeto de este trabajo, se le 

considera habitante del suelo y es agentes etiológico causantes de severas pérdidas en 

numerosos cultivos y en algunos como fresa y papa han ocasionado en nuestro país, que 

los requerimientos de fungicidas durante su producción sean tan altos que llegan a afectar 

su calidad y rentabilidad. En el estado de Michoacán en fresa, dentro del complejo de 

hongos llamado .. Secadera de la fresa" puede ocasionar perdidas mayores al 50 %, cuando 

se presentan condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad y esta no se 

controla a tiempo (220). Con respecto a la papa, R. so/ani Kühn teleomorfo: 

Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk. Las características típicas de este patógeno son: 

ramificaciones en ángulo recto cerca del septo distal de las células jóvenes en las hifas 

vegetativas, formación de un septo cerca del punto de origen de ramificación, constricción 
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de la ramificación de la hifa en el punto de origen, presencia de un doliporo, ausencia de 

conexiones en forma de grapa, ausencia de conidias, presenta células miniloides, tejido 

escleroidal no diferenciado en corteza y médula y ausencia de rizomorfos. Causa la 

enfermedad conocida como cáncer del tallo y estolón, provoca además lo que comúnmente 

se conoce como "Costra negra de la papa". Este patógeno se presenta en todas las áreas 

productoras de este cultivo (221). 

Los daños ocasionados por este hongo se asocian con la reducción de la emergencia de los 

brotes, reducción del vigor de las plantas, también con una mayor frecuencia de tubérculos 

deformados, agrietados o con esclerosios sobre la superficie (222). Las lesiones en los 

tallos pueden alcanzar una incidencia mayor al 90% de las plantas y reducir 
\.',O .'· 

significativamente eirendirriie~to de_ los tubé_rculos (hasta. un 35.1 %) (223, 224). 

El género .F'~~ITf~¡~~f-~~i~~~~~~l1~;~:,.~i~?~~e'.I:~· Se . caracteriza por: macroconidios 

hialinos.; fusiformesia . .veces·:pediceládos;·.;ccm·: 1--:7·septas, conidióforos ramificados, pueden 
~J ~:·~~ ~~~,~-~~:;~: /~7.;~.ai~~)~?~~~~~~:~~}ft';:\;;~i~~#~f f (:~~f { ~$~i.;ifZ~'..~-~'.~~t(~~~ ?:: ::~-:~ ~.:. :·~ -· 

fonna'n;. espon:>doq"ui~s;o;-algunos i presentan microconidios con frecuencia hialinos, 

abundan~~sJ~j·f:!~~~Pt~;6~~f~tas d~ I~, clamidosporas de paredes gruesasterminales o 

intercalar~s;.>p~o.duC:e:é·sclerocios y sus colonias son generalmente coloreadas. Es un hongo 

que habit~.:~ff~i~~-~~~·váscular de las plantas, produce marchitamientos, pudriciones basales 
--.. : ::~~--,,;-:;·,y~~.'~;:, 

y Drunpin.g:;'.off;. En condiciones de temperatura y humedad alta puede afectar a más del 

70% del ·-~c~ltivo, (225) el estado de Michoacán México, según registros del distrito 
- .. - ::.~; ; 

desarrollo de. la ciudad de Zamora, localidades como Yurecuaro y Villamar dejaron de 

producir papa en Jos últimos 5 años a causa de este agente etiológico. 

De acuerdo a Herrera y Ulloa (226) los géneros de los fitopatógenos en cuestión tienen la 

siguiente posición taxonómica: 

1'ESlS CON 
FAf.Lh DE ORlGEN 



.Tabla 1. Posición taxonómica de los géneros Rhizoctonia y Fusariun1 

Reino 

Subdivisión 

Clase 

Orden 

·Familia 

Género 

Fungí 

Ocuteromycotina 

Hyphomycctcs 

MonifüÍlcs 

Agonomycctaccac=Mycclia Stcrilia 

Rhi:octonia 

Fungí 

Deuteromycotina 

Hyphomycctcs 

Monilialcs 

Tuberculariaceae 

Fusariun1 
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El frecuente aislamiento de los género Fusarium y Rhi::octonia, coexistiendo en la región 

radical de un sin número de huéspedes, induce a pensar en una posible asociación de ambos 

fitopatógenos, de aquí el interés de desarrollar una técnica en la que se intente abatir a 

ambas poblaciones. 

La técnica de solarización, la cual fue descrita y aplicada por vez primera en Israel (227) es 

usada como un método de desinfección del suelo, que abate las poblaciones de hongos, 

nemátodos y malezas (228), sin embargo en un ensayo previo a más de 2 400 msnm no se 

obtuvieron resultados satisfactorios en el abatimiento de las biotas füngicas del suelo. 

en ensayos in vitro se ha observado el efecto bactericida de la cal en solución acuosa sobre 

·bacterias entero patógenas del hombre (229) y por citometría de flujo de rayo láser la 

ruptura de paredes y membranas celulares ocasionada por la misma solución en vibrio 

cho/erae (230). 

En este trabajo se presentan metodologías desarrolladas para abatir a las enfermedades 

füngicas. que se transmiten por el suelo y que afectan a los cultivos en su sistema radical, 

con el propósito incrementar la consistencia del control biológico en los sistemas agrícolas. 



D.- OB.JETIVOS 
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Diseñar y evaluar metodologías para el combate de Rhizoctonia so/ani y Fusarium spp 

fitopatógenos de la papa. 

2.2 Parciales 

• Evaluar in vi/ro el efecto del hidróxido de calcio convencional (cal) en solución 

acuosa sobre las bacterias del suelo. 

• Demostrar el ef"ecto del encalado:al sudo. en la fisiologia del. cultivo de papa. 

Observar el efecto.~e.1~.b~Í~bb;~-.~~{l>i6tas·~ngicas y bacterianas.del suelo. 
'' .,-:-, :~·~.- \'-,-; ~··i.~.~d::~:''.i¡:; -~t_'_-,_-;·.> - ._·,::__· 

• DesárroÍlar u;;:iífri'.~tocÍología ·:a base de encalado y antagonistas biológicos para 
··~· \ _.,.-~~ - -

• D.isá.rr6Úil.~ ·tina técnica para la selección de bacterias rizosf"éricas y endofiticas con 

-- pe~spectivas para incrementar el desarrollo o la resistencia la planta de papa. 

Seleccionar antagonistas endofiticos contra R. so/ani y Fusarium :.pp para 

emplearlos corno biocontroladores. 
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Se trabajaron tres tipos de suelo según el experimento. Las características de los mismos se 

anotan a continuación: 

3.1 Suelo No 1 

Su origen es el municipio de León en el Bajío Guanajuatense, el cual es delimitado al Este 

por Querétaro, al Sur por Michoacán, al Oeste por Jalisco y al Norte por la Sierra del Norte 

de Guanajuato, presenta un clima semicálido seco, con precipitación de 600 mm y 

temperatura media anual de 20.6 ºC. Suelo donde se cultiva papa con alta incidencia de 

enf'ermedades ñmgicas entre ellas R. so/ani y Fusarium spp. Es un vertisol de color pardo 

oscuro, de textura arcillosa, con un pH de 6.5 y una densidad de 1.2 g cm·3
, materia 

orgánica 1.8 °/o. 

3.2 Suelo No 2 

Es originario de la zona conocida como Ciénega de Chapala región localizada entre los 

estados de Michoacán y Jalisco. La ciénega de Chapala es un área plana, siendo una parte 

originada por la desecación parcial de un lago. Tiene una precipitación promedio de 728 

mm, iniciándose la época de lluvias en mayo y finalizando en octubre, sus temperaturas 

medias son de 14.9 ºC. Actualmente se utiliza para la agricultura esencialmente al cultivo 

de la fresa y donde la incidencia de Fusarium es muy alta, es un vertisol de color negro, 

crómico, pélico, con un pH de 7.4 y una densidad aproximada a 1.0 g cm·3
, con 1.3 % de 

materia orgánica. (23 1) 



3.3 Suelo No 3 
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Del poblado de .. Patamban" en la sierra Tarasca en el estado de Michoacán, la que forma 

parte del eje neovolcánico transversal de la república mexicana, tiene clima templado con 

lluvia en verano con temperatura media del mes más cálido inferior a 22° C y la 

temperatura máxima se presenta antes del solsticio de verano. la precipitación pluvial es de 

1362 mm. Vocación agrícola forestal anteriormente se ha sembrado maíz. por primera vez 

se cultiva papa en él. es un andosol. color rojizo. de textura franco y con un pH de S.S. 

densidad de 1.0 g · (cm 3
) •

1 con un contenido de materia orgánica de 3. 7 % (231). 

3.4 Experimento 1.- Efecto del hidróxido de calcio (cal) en solución acuosa sobre las 

bacterias Gram negativas del suelo 

Teniendo corno antecedente la sensibilidad de las bacterias Gram negativas del tracto 

digestivo humano a las soluciones alcalinas. se decidió evaluar in vitro el efecto de la cal 

hidratada en solución acuosa. sobre las bacterias Gram negativas del suelo. Para esto se 

tornaron 3 muestras de 1 O g del suelo No2. cada una se suspendió en 9S mL de agua 

peptonada estéril mediante homogeneización manual. agitando 30 veces la suspensión 

contenida. Tras reposo de la suspensión de S minutos, se tomó 1 mL de cada frasco y se 

llevó hasta la dilución 10·3
• para de aqui tomar una alícuota de 1 rnL de cada dilución. las 

que se vertieron en condiciones de esterilidad a placas con ±1 S mL de medio azul de 

rnetileno eosina (EMB) (ver más adelante), fundido y a temperatura de 45° C y después de 

48 horas de incubación a 21 ºC ± 0.1, se seleccionaron 7 colonías al azar de la superficie de 

estos medios y dos mas de pseudomonadales obtenidos corno promotores del crecimiento 

vegetal en el medio DF. y todos se sembraron en 2S mL de medio líquido de infusión 
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cerebro corazón (ver más adelante) para dejarse incubar a temperatura ambiente y en 

agitación continua durante 48 horas. 

De cada una de las 9 suspensiones bacterianas. se tomaron 2 ali cuotas de 1 mL. con la 

primera mediante diluciones decimales en agua peptonada (peptona de caseina en agua 

destilada lg·L-1
, pH 7.0) se les cuantificó la densidad poblacional sin tratamiento. a los 

tiempos O, 60 y 120 min. mediante vertida en placa (232) (ver más adelante) en el medio 

agar cerebro corazón. Con la segunda se observó el efecto de la cal hidratada en solución 

acuosa a los 'mismos tiempos. Para esto el mL restante se depositó en 9 mL del 

sobrenadante centrifugado. a 2 000 rpm durante 10 min .• de una suspensión de 2 g·L" 1 de 

cal hidratada en agua destilada y pH de 1 1 .4. para después de 60 y 120 minutos de 

incubación a 21 ºC ±0. 1. neutralizarlo en agua peptonada. en la dilución 10·3 y 1 0·4 donde el 

pH era de 7.1 o 7.2 y así poder cuantificar por la técnica de la vertida en placa a las células 

viables, después del tratamiento alcalino. después de los resultados del tratamiento a cada 

cepa. se contrastaron mediante una técnica de estadistica no paramétrica. la suma de rangos 

de Wilcoxon. para determinar si en al menos dos de los valores obtenidos en cada prueba. 

existía diferencia estadística significativa. 

3_5 Experimento 2.- Encalado al suelo de cultivo y su efecto en papa 

El trabajo se estableció en 4 parcelas de 2 hectáreas cada una en la zona productora de papa 

de Michoacán en la meseta Tarasca (suelo No 3), en el poblado de Patamban municipio de 

Tangancicuaro. a 2300 msnm. 

Se empleó papa Solanu"1 tuberosum L. de la variedad Alfa. Los valores de pH en el suelo 

eran 4.8. 5.8 y 4.6. el contenido de calcio en las parcelas tenía una media de 5.2 meq· 

100 g · 1
• En ellas se realizaron las mismas labores de preparación del suelo. excepto la 
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aplicación de cal agricola, que se suministro en las siguientes proporciones: 

a) Un Mg d~ ".al · h~~iA~~~-•. 
b) Dos Mg de cal · hectárea· 1

• 

c) - Trés Mg de cal · hectárea·•. 

d) Sin aplicación de cal. 

18 

El encalado al suelo se realizó el día 4 de julio del 2001, aproximadamente un mes antes de 

la fecha de siembra, que fue el 3 de agosto, para que el hidróxido de calcio se neutralizara y 

el pH estuviera entre los valores de 6 y 7. 

Además como fertilizante de base el agricultor empleo superfosfato de calcio 300 kg·ha·• y 

el día 6 de agosto aplicó nitrato de calcio a razón de 200 kg·ha·'. 

Las variables analizadas fueron: 

Concentración de nitratos y potasio en la savia peciolar del cultivo, en los siguientes 

estadios fenológicos: 

a) 20 cm de altura 

b) Inicio de la floración 

c) 50 % de la floración 

d) 100% de la floración 

e) Decaimiento del follaje 

f) Follaje en suelo 

Posterior a la cosecha, en una muestra compuesta tomada de cada tratamiento, se 

cuantificó el contenido de calcio en los tejidos de los estolones, bulbos y raíces principales 

de las plantas, mediante espectrofotómetro de absorción atómica (233) marca Perkin Elmer 

modelo 3 l 00 (Conecticut EE.UU.). 
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3.6 Experimento 3.- Efecto de la cal, el ácido sulfúrico y la mezcla de estos sobre las 

biotas de fúngicas y bacterianas del suelo 

Empleando el suelo 2, bajo un diseño de bloques al azar con cuatro repeticiones, en 

parcelas de 3 surcos de 1 m de longitud, las que también fueron las parcelas útiles, a 10 dias 

del transplante de un cultivo de cebolla Allium cepa L. var. Suprema, se aplicaron sobre el 

follaje, los siguientes tratamientos: 

a) Encalado.- En proporción de 18 Mg · ha" 1 de cal hidratada aplicada el día 1. 

b) Encalado-Acidificado.- Encalado en la misma proporción y día que el anterior, 

acidificado con ácido sulfürico diluido en agua (ver más adelante) aplicado el dia 7, 

en la concentración neutralizante de la cal adicionada. 

c) Acidificado.- Ácido sulfúrico diluido en agua, aplicado el día 7, en la concentración 

del tratamiento anterior 

d) Testigo.-Sin tratamiento. 

Las muestras se tomaron de cada parcela por triplicado, eliminando a los 10 cm de la 

superficie del suelo en el lomo de cada del surco y se procesaron el mismo día para estimar 

la abundancia bacteriana y fúngica, mediante la técnica de vertida en placa. Las lecturas se 

realizaron _periódicamente hasta que los valores de pH en el suelo, fueron similares al 

inicial. 

Los valores medios de las curvas poblacionales de bacterias y hongos sometidos a los 

tratamientos anteriores, fueron contrastados con los valores de sus testigos con una prueba 

de estadistica no paramétrica, la depares apareados de Wilcoxon con una probabilidad del 

error a.= 0.05 
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3.7 Experimento 4.-Prevalencia del efecto del encalado-acidificación en las 

poblaciones de R. ... o/ani del suelo 

Con el propósito de determinar el efecto del hidróxido de calcio y ácido sulfürico, sobre la 

población de los fitopatógenos de nuestro interés a diferentes profundidades del suelo, se 

adaptó un metodología descrita por Jiménez y Chew (234) para evaluar la eficiencia de la 

técnica de la solarización, en este caso se empleó al suelo 2 sin de fertilizante, en un diseño 

de bloques al azar con tres repeticiones, en 2 lotes de 12 m2
, divididos en 6 fracciones 

mediante tablas de madera cubiertas con pelicula plástica, para evitar contaminaciones y 

además se trabajó en el m 2 central de cada fracción. 

Se aislaron cepas de F. oxy,,porum y R. so/ani, a partir de las lesiones de plantas enfermas 

(235), para el primer caso de frijol de cultivos locales y de papa de la localidad de 

Patamban Michoacán. Los fitopatógenos se inocularon a semillas de trigo esterilizadas y se 

incubaron 20 :!: 1 ºC durante un mes, posteriormente se conservaron en refrigeración. 

Posteriormente a .3 kilos del suelo mencionado pasado a través de un tamiz de 2.38 mm 2 de 

luz. se. - les est~rilizó. en autoclave a 12 1 ºC durante una hora. repitiéndose el procedimiento 

durante·~r(l_~· d·l·a.~· .. cC>nsecutivos. A dos fracciones de este suelo se le inoculó a partir de los 

cultivo~·d;;;¡,_~~(;iiadc:>s en las semillas de trigo. con una concentración de 107 propágulos 

1 g" 1de ks'c;jc,~;}. . 
. ,··.: .. ' ... ...,.<-:·:.<:" ·, 

Para.Ja cuántificación se partió de una suspensión de las fracciones desprendidas de las 
,_·' ··-.. ·:.:}- ·:._'.--.·::.- -

semillas de trigo por agitación en agua destilada estéril, los propágulos se cuantificaron 

mediant~' la'.: técnica de vertida en placa, por triplicado. El suelo estéril fue inoculado 

mediante un aspersor dándole movimiento continuo. 

Con este suelo de inóculo cuantificado, se llenaron sacos de tul de aproximadamente 5 

cm2 con 40 g, 12 de estos sacos fueron introducidos a cada una de las fracciones del suelo 
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descritas anteriormente, 6 a 1 O cm de profundidad y a otros 6 a 20 cm. Los tratamientos al 

suelo, fueron aplicados en las proporciones de 2, y 6 Mg de cal·ha" 1 y su equivalente en 

H 2 S04 para neutralizarla (1 400 y 4 200 L·ha" 1
) respectivamente y un testigo sin 

tratamiento. 

Muestras de 10 g de suelo del interior de los sacos se tomaron a 9, 21, 30 y 35 días, es decir 

hasta el momento en que se igualaron los valores logarítmicos del número de propágulos 

(UFC) cuantificados en la dilución 10·4
, con el tratamiento testigo, esto es 35 días después 

de la aplicación del H 2S04. Al final del ensayo se determinó por titulación volumétrica Ja 

materia orgánica oxidable en cada parcela experimental (236). 

3.8 Experimento 5.- Protección al cultivo de papa hacia Rhizoctonia solani y Fu ... ariu111 

... olani y Fusari11111 spp, con microorganismos antagónicos en suelos tratados 

Un Mg del suelo número 1 fue colectado y trasladado a las instalaciones del CINVESTAV-

IPN Unidad lrapuato, para ser depositado en un contenedor de madera recubierta de 

plástico dividido en 4 áreas, en el se incrementó el inóculo de R. solani AG-3 mediante una 

modificación de Ja técnica descrita por Carling (237). adicionando el día 3 de febrero de 

1996, el micelio fragmentado del patógeno desarrollado sobre medio PDA, en 40 cajas de 

Petri de 1 O cm de diámetro incubadas 25 días a 21 ºC. Inmediatamente después se sembró 

a 1 O cm de profundidad, en surcos a 20 cm de distancia la semilla-tubérculo de papa que se 

requirió para cubrir el área. 

Después de 15 días se depositaron alrededor de Jos brotes emergidos, 12 discos de 

aproximadamente 1 cm de diámetro, con el micelio de R. solani y F'. solani de los géneros 

de hongo cultivadas en medio PDA encajas de Petri de 1 O cm de diámetro. 
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Tras de 27 días se retiraron las plántulas emitidas, para estimar el porcentaje de tallos 

lesionados; el 'mismo< día los'- tejidos con lesiones aparentes se introdujeron al contenedor . 
. - - - '· ~ . ; -

posteriormérue_f'.l suelo se homogeneizó y se sembraron de nueva cuenta semillas de papa. 

Al priricipid dél ~m.es de mayo se constató que el 100% de los tallos emergidos de las 

semillas presentaban lesiones en su superficie. Los tallos lesionados se usaron nuevamente 

como fuente de inóculo que se introdujo al contenedor. 

Tratamientos al suelo: 

A dos de las fracciones en el contenedor se les adicionó el equivalente de 30 Mg de cal por 

hectárea, para posteriormente dar un riego pesado a todas. A una fracción con cal y otra sin 

ella, se les cubrió con un plástico transparente de 25 micras de espesor, se sellaron sus 

bordes con piedras y suelo para evitar perdida de temperatura. como lo indica la técnica de 

solarización, la fracción sin cal y sin plástico se mantuvo como testigo. 

Semanalmente durante 35 días se registraron los datos de temperatura del suelo, a 15 cm de 

profundidad,; Ío~ :~ám6ios de pH y también se cuantificó a las comunidades bacterianas y 

filngicas:_ · 

A tod.os:los:trat~mientos se les adicionó a los 27 días fertilizante ácido líquido, con una 

conc~nt~~ci~gj~~~~~~ntual de los elementos N, P, K y S, equivalente a (48-64-16-12) la 

proporc¡óri!fii~"d~ 100 L por hectárea, y a los 52 días ácido sulfürico diluido en agua para 
'-,~-'' -'-"" j' "" 

bajar elpH e~. una unidad . 
. '>: 

Una semariá después se retiró el plástico y se llenaron macetas con cada uno de los suelos 

tratados; ahí se sembró semilla de papa adicionada con los microorganismos antagonistas 

de Rhi=octonia y Fusarium, en un diseño de bloques al azar con 1 O repeticiones. estos 

fueron 3 bacterias del género Baci//us: a las que se les asignaron los siguientes nombres 

Kodiak®, AG 3 y Bacil/us y una cepa de Trichoderma har=ianum IMl206040 en su forma 
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espo1Ulada y miceliar. Las bacterias y las esporas fueron adheridas a los tubérculos 

sumergiéndol~s en una suspensión en papa dextrosa, que las contenía en las siguientes 

concentraciones·: Kodiak = 7 x 106
, AG 3= 1.4 xl07 yBacillus = 3 x 107

, T. har:ianum x 
' - ···<>;; 

10"· com¡;é·J%''iá~úo sé adhirieron 250 mg a la superficie de los bulbos, además de un .. :-·-,· ... .;_;".·.-:-.. :.· 

tratarnien'~cfte~tigo con la infusión. 

Los :·d~~o~ s~analizaron mediante el empleo de un diseño factorial A x B, tornando como 

variable la magnitud del daño entre el número de tallos afectados después de 22 días de 

desarrollo de la planta (238). La separación medias se hizo mediante la pn!eba de Tukey, 

los datos posteriormente fueron transformados mediante el empleo de una escala inversa, a 

porcentaje de protección ( 100% protección = O daño). 

·3.9 Experim.,nto 6.- Demostración de la asociación 
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n1icro sin1bionte - papa 

En este caso'.:se:·aislaron de la rizósfera de la variedad Alfa de papa y dentro de plantas 

resistenté~' a:· ~nfemedades fúngicas (239), bacterias pseudomonadales inductoras del 

desarrollo vegetal y del género Baci/lus que de mostraran ser antagónicas a las especies 

Fusarium so/ani y Rhi:octonia so/ani Ag-3. Para demostrar la asociación, de estos micro 

simbiontes con la planta de papa se modificó la pn!eba de Romeiro (240) a) cambiando el 

hospedero, L. esculentum por S. tuberosum L. var. Alfa; b) el tejido bacterizado, semillas 

desinfectadas con NaOCl, por la región radical de plántulas cultivadas in vitro; c) el medio 

en que se realizó, el agar agua al 8 % por los medios base Gamborg B-5, el de Murashige y 

Skoog y este último adicionado con 15 y 30 g de azúcar comercial y 0.004 mg de tiamina 

por litro de medio. 

La evaluación se realizó en un diseño con 5 repeticiones, consistiendo cada repetición, de 

un recipiente con 2 plántulas de papa, al tiempo en que éstas alcanzaron una altura 
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aproximada a Jos 3 cm. se inocularon con 0.4 mL de una suspensión bacteriana incubada en 

agitación en papa dextrosa infusión, a temperatura de laboratorio. en concentración de 1 x 

106 UFC mL- 1
• cuando su curva de crecimiento se encontraba en fase exponencial. Las 

cepas probadas fueron las siguientes: 

a) Bacilo esporulado Gram + endofitico aislado de papa silvestre Solanum sp. positivo 

a Ja prueba de Romeiro. antagónica a R. solani AG-3 y F. solani denominada 3d ·. 

b) Pseudom.onadal .dzosférico promotor del desarrollo vegetal de solanáceas, aislado 

c) :::~.:it~it~~:~~~~,9,~~m + endofiti~o aislado de jitomate silvestre L. esc11/e11111m 

~':,::?f ~~~i~tif-~~~f 2I~B~~Yº a la pruoba de Rome"º· an<ag6nico • 

.,. '"~· -,~(' . ,., 

d) Ba.;ill,;s ~;í~/,;'//¡~.:·:~pifl¡·i~o promotor del desarrollo vegetal de papa. aislado de la 
. .\· .·-: ''.' . <.,"::·~3·:<:::~~·;:;;~~!.-.- ·:.".:' -.: ;·. 

dzósfer-a·:de's:'.'ú1héros11m L. var. Alfa negativo a Ja prueba de Romeiro, antagónica 

a R .. ·s~l~'nFAG-3 y F. so/ani denominado AG-3. 

e) Pap·~:·~~xtrosa como control. 

Nota' eh _'este caso se empleo para la prueba de Romeiro a la variedad de tomate "Río 

grande" de Ja compañía Petoseed. 

Después de 7 días de contacto bajo foto pedodo de 18 horas de luz diadas. en un banco de 

iluminación con 3000 luxes de intensidad y a temperatura entre los 21 y 24ºC. se observó al 

estereo microscopio a la región radicular de las plántulas. buscando desarrollo bactedano 

asociado en su periferia. 
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3.10 Experimento 7.-Promoción del desarrollo de la papa mediante bacterias 

endofíticas 

En este caso se emplearon de bacterias antagónicas a R. solani, con capacidad de asociación 

con la planta hospedante en el medio Murashige y Skoog aisladas del interior de solanáceas 

(cepas Dt., 3d'y At) la cepa de Bacil/us subtilis AG3 que es antagonista que habita en la 

rizósfera de la papa, que se asocia y penetra a la variedad Alfa, 5 acc pseudomonadal que 

induce el desarrollo vegetal y que se asocia a la misma variedad y como control se aplicó 

infusión de papa dextrosa. 

Se inocularon 0.4mL de una suspensión bacteriana de cada tratamiento, en concentración 

del orden de lx 106
, bajo condiciones de asepsia a plantas de papa de la variedad Alfa con 

al menos una raíz de 1 cm de longitud, se incubaron durante 15 días en un fotoperíodo de 

18 horas de luz diarias, en iluminación de 3000 luxes de intensidad y a temperatura entre 

los 21 y 24ºC. Posteriormente, se extrajeron las plántulas de los frascos para eliminar agar 

de la raíz, .est-o bajo el chorro agua de la llave, para después trasplantar a 10 vasos de 

poliur~tano'"~b-r,tr~tamiento ver (diseño), conteniendo turba como sustrato. 
·-·. '·- - ·-~ -,,.,., , . , 

Despúés .del)rasplante se cubrió a los vasos con bolsas de plástico para evitar el estrés 

hídricO; tr_as_';.~ días de i_ncubación entre 21 y 24ºC de temperatura, con un fotoperiodo de 
. . ' ' - . 

16 hora~ de IÚz a 3 000 luxes de intensidad se extrajeron las plántulas para cuantificar la 

biomasa. de cada una de ellas y el contenido de calcio radicular, posteriormente se 

reaislaron las bacterias endofiticas: 
_!!"_ .. !_am_ie_n_to _______ Cep.a_ 

2 

3 

"' 5 

Dt 
3d' 

At 

Sacc 
Papa dextrosa 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Cepas inoculadas a la papa variedad Alfh~ para Ja inducción de desarrollo vegetal. 
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3.11 Medios de cultivo 

3.11.I Agar papa dextrosa (PDA) 

Elaborado con infusión de papa fragmentada 200 g· Lº 1 y sometida a ebullición en agua 

destilada, por 20 minutos, a esto se le adiciona 20 g de dextrosa y 15 de agar bacteriológico 

con un pH de 7 .O, lo anterior se lleva a un volumen de 1 L antes de esterilizar a 121 ºC 

durante 1 5 minutos. 

3.11.2 Medios de cultivo comerciales 

Agar cuenta estándar marca Difco. Infusión cerebro corazón como líquido y agar y eosina 

azul de metileno marca Oxoid, hidratados y esterilizados de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. 

3.11.3 Medio Martin 

Para un litro de agua destilada se adiciona lo siguiente: 

20.0 g Agar bacteriológico. 
1.0 g KH2 PQ4. 
0.5 g Mg S047H20. 
5.0 g Peptona. 
1 O.O g Dextrosa. 
Rosa de Bengala 3 .3 mL en una solución con 6.0 rng·rnL-1

, después de esterilizar a 121 ºC 
durante 15 minutos y antes de que solidifique el agar. 

3.11.4 Para el aislamiento de rizobacterias promotoras del desarrollo vegetal 

3.11.4.1 Medio PAF 

1 O g de caseína hidrolizada. 
1.5 g de Mg S04 anhidro. 
1.5 g de K 2 HP04 dibásico. 
1 O mL de glicerol. 
Llevar a 100 mL. TF.S!9 GON 

FALLA DE ORIGEN 



3.11.4.2 Medio DF (Dworking y Foster). 

Medio mínimo en sales requeridas por pseudomonadales. 

2.0 g de NH3 S04. 
4.0 g de KH2P04. 
6.0 g de NaH2P04. 
0.2 g de Mg S04· 7H20. 
1 mg de Fe S04· 7H20. 
IOµg de B03H3. 
lOµg de Mn S04. 
70µg de Zn S04. 
30µg de Cu S04. 
1 Oµg de MO 03. 
20 g de agar (cuando sólido). 
Llevar a un litro con agua destilada. 
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El sulfato de amonio se sustituye por el l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) en 
. concentración 3 mM. 

Para esto se tomó un gramo de suelo de rizósfera y se inoculó a 50 mL del medio PAF (sin 

sulfato de amonio). dentro de un matraz Erlenmeyer de 250 mL a temperatura ambiente 

(aproximadamente de 20° C). Se dejó en agitación durante 24 horas, después se transfirió 

lmL de la suspensión. a otro matraz con el mismo medio en condiciones similares otras 24 

mL para dipositii:~¡¿·5 ·~n 'cajas de Petri en donde se les vertió el medio DF adicionado de 

(ACC) y a'gi{en con~iciones de esterilidad. 
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3.12 Adición de cal al suelo de cultivo 

La cal se aplicó a todos los experimentos excepto el 2, en volúmenes de 1 kg. para así 

distribuirla en la superficie del suelo seco, incorporándola inmediatamente después de 

aplicarla mediante la adición de un riego pesado. 

En el experimento 2 por se aplicó mediante una tolva para polvos unida a un tractor, 

después de rastrear el terreno, posteriormente se incorporó cruzándolo con la rastra. 

3.13 Adición del •Ícido sulfúrico al suelo de cultivo 

Este se aplicó sobre parcelas experimentales, diluyendo el volumen de ácido sulfürico 

concentrado requerido (hasta 2.1 L) en recipientes con agua de 200 L y esta dilución se 

vertió en la superficie de las parcelas con una regadera manual. 

3.14 Estimación de las biotas fúngicas y bacterianas del suelo 

La toma de muestras de suelo se realizó por triplicado. Para los recuentos microbianos en 

ellas se utilizó la técnica de vertida en placa. Con alícuotas de suelo de 10 g y como 

diluyente agua peptonada (lg· 1 Lº 1 de agua destilada). Para el caso de las biotas 

bacterianas el medio de cultivo vertido fue el agar cuenta estándar y agar papa dextrosa, 

para las biotas füngicas el medio de Martin. La incubación se llevó a temperatura de 21 ºC 

±0.1. 

3.15 Aislamiento de rizobacterias antagónicas a los fitopatógenos 

TESIS CON 
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Para el aislamiento de las bacterias de la rizósfera, antagonistas a las especies de Fusarium 

spp y Rhizoctonia solani parásitas de papa, se empleó una técnica de impronta con esponja 



29 

(241) cual consistió en tomar del campo una planta del cultivo deseado y desenterrarla, 

sacudirla para eliminar los terrones grandes adheridos a la raíz para trasladará al 

laboratorio. aquí de nueva cuenta se sacudirá enérgicamente sobre hojas limpias de papel 

con el objeto de recolectar las partículas más finas adheridas a la zona radicular. Estas 

partículas, fueron colectadas con cilindros de hule espuma estériles de 2.5 cm de diámetro, 

con los cuales se sembró a manera de impronta, sobre medio PDA. 

Después de 24 horas de incubación a 20° C se aislaron las colonias bacterianas que fueron 

de nuestro interés, en este caso las que tuvieron color blanco, con elevación plana, borde 

irregular, aspecto seco características a la luz transmitida opaca a la luz reflejada mate, de 

consistencia cremosa. Con morfología microscópica parecida a las del género Bacil/us es 

decir bacilos largos Gram positivos con espora central. Otra metodología ensayada fue la 

siembra en el medio PDA, de fracciones de 0.5 cm de raíces recién extraídas del suelo, de 

vegetales resistentes y susceptibles a patógenos hipogeos, lavadas previamente con agua de 

la llave, para de aquí después de 48 horas de incubación a 2 1 ºC ± 0.1 aislar y confrontar in 

vitro, a las rizobacterias que se desarrollaron. contra los fitopatógenos de nuestro interés. 

3.16 Aislamiento de bacterias endofíticas 

La extracción y el aislamiento bacteriano, se realizó lavando con detergente a los materiales 

previamente a su aseptización con NaOCI al 3% durante 5 minutos, el desinf'ectante fue 

eliminado por una serie de 3 enjuagues con agua destilada estéril. Posteriormente se 

licuaron con 30 mL agua peptonada Ig·L" 1 durante 15 segundos a máxima velocidad, 

dentro de mini vasos de una licuadora comercial o se maceraron dentro de un 

homogenizador de vidrio según la dureza del tejido, suspendiendo el macerado en 9 mL de 

agua peptonada. 

TESTS CON f 
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La carga bacteriana en el material licuado fue cuantificada diluyendo 1 mL de él mediante 

la técnica de la vertida en placa y con la siembra directa de 0.2mL en conteo por superficie 

en medios de cultivo (PDA) 

Como control del método se cuantificaron las UFC que sobrevivieron a la desinfección 

antes de licuar. 

Los resultados se leyeron 48 horas después de incubar a 21 ºC ±0. 1. 

Otra m~todol.ogía ensayada fue mediante la siembra en el medio PDA de raíces lavadas 

con agua de la: llave. de las que después de 48 horas de incubación a 2 1 ºC ±0. 1 ., se aislaron 
. . . 

a las colonias· bacterianas desarrolladas sobre· el medio a partir de la raíz. para de aquí 

co~fr~ntar in vitro, a estas rizobacterias contra los fitopatógenos en estudio. 

3.17 Conservación de las cepas aisladas (Liofilización) 

Las cepas aisladas tanto de bacterias como de hongos fueron conservadas mediante 

liofilización, empleando microorganismos en fase de crecimiento exponencial. cultivados 

en 25 mL de infusión de papa dextrosa, dentro de matraces Erlenmeyer de 125 mL, en 

agitación constante a temperatura ambiente de laboratorio 20ºC ±2. El período de 

incubación fue para el caso de las bacterias de 24 horas y para los hongos 5-8 días. Después 

de este tiempo de se colectaron a los microorganismos con asas bacteriológicas para 

depositarlos dentro de ampolletas de 2 mL, usando como medio de soporte una solución 

diluida al 1 O % de leche en polvo descremada (Svelty). El liofilizador empleado fue marca 

Labconco Liph lock 4.5 (Kansas City EE.UU.) el cual trabaja a temperatura de -50ºC y 

con un vacío 1 O micras de presión de mercurio. 

A TESIS CON 
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3.18 Aislamiento e identificación de los fitopatógenos 

Para el aislamiento de los fitopatógenos materia de este trabajo. se colectaron de los sitios 

en donde se establecería cada ensayo. plantas de papa o frijol según el caso. con lesiones en 

la región radical. A partir de estas lesiones se realizaron los aislamientos de acuerdo a la 

técnica descrita por Agrios (235). empleando para aseptizar NaOCI al 3% y sembrando en 

el medio PDA. A las 24 o 48 horas de desarrollo miceliar sobre el medio de cultivo. se 

cortaron las puntas de las hifas de las cepas en desarrollo y se transfirió cada punta a una 

caja nueva. para asegurar la identificación de una sola especie. Ésta se realizó para el caso 

de Rhi:octonia mediante la confrontación con las cepas de referencia según las técnicas 

descritas por Ogoshi (242) y para Fusarium una cepa de F. so/ani fue obtenida del 

CINVESTAV- lrapuato y otra de F. oxy~porum a graves del Instituto Nacional de 

Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos. 

3.19 Lectura de pH en el suelo 

Cuando fue necesario medir el pH del suelo. se tomaron muestras de 10 g de él a las 

profundidades requeridas. para suspenderlas en 20 mL de agua y así determinar el valor del 

pH mediante la técnica descrita por Jackson (236). 

3.20 Cuantificación del contenido de nitratos y potasio en savia 

La savia se extrajo en campo. de las nervaduras centrales de follaje joven, con una prensa 

manual. la que se depositó en los sensores de los lectores de iones compactos para nitratos 

y potasio respectivamente de la marca Cardy. Horiba, Kyoto, Japón •. 
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3.21 Determinación del calcio tisular 

Ésta se realizó de muestras tomadas en campo de los tejidos de raíz, tubérculo y estolón, las 

que fueron deshidratadas en un horno de aire f"orzado durante 24 horas para llevarlas a peso 

constante y ser pulverizadas en un molino de martillos marca Janke & Kunkel Bresigau 

Alemania, los valores fueron determinados en un espectrof"otómetro de absorción atómica 

Perkin Elmer 3100 Norwalk EE.UU. de acuerdo al manual editado por Etchevers (233). 

""""' .... "'~ CON 
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IV.- RESULTADOS 

4.1 Experimento 1.- Efecto de la cal en solución acuosa sobre las bacterias Gram 

negativas del suelo 

Al contrastar el efecto de la cal en solución acuosa saturada (2 g·L- 1
), sobre la viabilidad de 

9 cepas bacterianas Gram negativas, se apreciaron diferentes niveles de sensibilidad al 

tratamiento alcalino en cada una de ellas. lo cual se manifestó en el número de células que 

se desarrollaron en el medio Blll. en la dilución equivalente a 1 : 1 O 000, a los tiempos O, 

60, y 120 minutos de efecto alcalino. Los resultados se presentan a continuación en la 

Tabla 2. Y en ella se puede observar, en general un efecto bactericida de la cal hidratada en 

solución acuosa, siendo en este caso los pseudomonadales los organismos más sensibles. 

Tabla 2. Sobrcvivcncia de diferentes géneros de bacterias Gra1n negativas obtenidas del suelo.. que 
sobreviven al efecto de la cal hidratada en solución acuosa después de 60 y 120 1ninutos de contacto. 

~ 
1 2 3 

Tes. a cal a Tes. a cal a Tes. a cal !: 

o 8320 ± 643 8320 ±643 768 ±42 768 ±42 7656 ±40 7656 ±40 

60 8000 ± 811 8512 ±204 640 ±36 90 ±25 7688 ±37 45 ±8 

120 10240 ± 310 3136 ±204 960 ±40 4 ±1.6 9658 ±22 24 ±4 

~ 
4 5 6 

Tes. a cal a Tes. a cal a Tes. a cal !: 

o 2344 ± 32 2344 ±32 5680 ±40 5680 ±40 1820 ±40 1820 ±40 

60 1800 ± 38 62 ±16 6220 ±32 36 ±4.8 1800 ±81 32 ±6:5 

120 2380 ±41 26 ±6 6100 ±94 18 ±2.4 2040 ±322 47 ±il9.6 

~ 
7 8 9 

Tes. a cal a Tes. a cal a Tes. a cal l: 

o 5678 ± 79.6 5 678 ±79.6 14784 ±816 14784 ±816 17472 ±123 17472 ±123 

60 5788 ± 81.6 234 ±24 13760 ±432 o ±O 19200 ±432 8 ±4 

120 5920 ±40.8 436 ±24 16064 ±514 o ±O 19958 ±542 1 ±.8 

=tiempo en minutos. 
Cepa # 1 y 2 género Agrobacterium. 



Cepa # 3 y 5 género Nitrobacter. 
Cepa# 6 y 7~o identificadas. 
Cepa# 8 y 9 pseudomonadales. 
Cal ,;,,,.·tratamiento alcalino. 
Cifras en-'Ja·Tábla '= unidades formadoras de colonias · mL" 1

• 

Tes o= testigo:'.~:;;:,~,, 
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Los-valores 'de las medias poblacionales, fueron sometidos a la prueba de suma de rangos 

de Wilcoxon, encontrándose diferencia estadísticamente significativa, en al menos dos de 

los valores (60 y 120 minutos) en todos los tratamientos con p a. = 0.05. 

4.2 Experimento 2.-Encalado al suelo de cultivo y su efecto en papa 

Al analizarse el contenido de nitratos y potasio en la savia de los pecíolos, del cultivo de 

papa a nivel de campo destaca que al aplicar el equivalente de 1 Mg de cal agrícola por 

hectárea al suelo, el contenido de nitratos se incrementó en todos los estadios fenológicos 

del cultivo y esto en más del 50 % con respecto al tratamiento control, en los estadios 

previos a la mitad de la floración Tabla 3. Al aplicar la dosis 2 y 3 Mg del mismo 

compuesto, los nitratos ya no se incrementaron y los niveles de potasio en la mayoría de los 

estadios decreció Tabla 4. 

Tabla 3. Contenido de rútratos en la savia peciolar del cultivo de papa, en un sucio ácido' enmendado con tres 
niveles de cal agrícola. 

~ 
Nitratos en savia pec:iolar ppm 

Control 1 Mg·haº1 2Mg·haº1 3 Mg·haº1 

20 cm de altura 1293 B 3766A 16008 16508 

Inicio floración 1233 B 3256 A 1675 8 16008 

50% floración 2180 B 4566 A 1866 8 17008 

l OOo/o floración 2400B 2700A 2266 8 23008 

Hojas abajo 2000 B 2300A 20008 19008 

Tallos abajo 1750B 2166 A 1633 8 17008 
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Las letras significan igualdad estadí.stica al contrastar medias por Tukey = 449.32 a= 0.05 
c.v.= 23.61 . 
T = Tratamiento 

Tabla·..a. CorÍtenido dC Pota~io en 1~·· SUV'ia·pecioÍar del cultivo de papa. en un sucio ácido cnrncndado con tres 
niveles de cal agri~ola:· -/ - ·. ·· · · · ·- · ' 

~ 
Potasio en savia peciolar ppm 

E Control 1 Mg·ha"1 2Mg·ha"1 3 Mg·ha"1 

20 cm de altura 4566A 4800A 3333 A 3200A 

Irúcio floración 4066A 4233 A 3363 A 3400A 

50% floración 3533 A 2766 A 5233 A 3500A 

.100% floración 3233 A 2666A 2733 A 3000A 

Hojas abajo 3000A 2633 A 2666 A 2700A 

Tallos abajo 2466 A 2133 A 1966 A 2000A 

Las letras significan igualdad estadística al contrastar medias por Tukey = 519.34 a= 0.05 
C.V.= 18.12 
T = Tratamiento 

4.2.1 Contenido de calcio en follaje, estolón, bulbo y raíz de papa 

El análisis del contenido de calcio en el follaje y tallo de las plantas bajo tratamiento, nos 

indica que el aplicar cal al suelo en proporciones de 1 a 3 Mg·ha, no se refleja en las 

estructuras aéreas de la papa Tabla S los datos están dados en mg por Kg de materia seca. 

Tabla 5.-Calcio en Ja materia seca, en las estructuras aéreas de Ja planta de papa. 

~ 
Control 1 Mg·ha"1 2Mg·ha"1 

T mg de Ca·Kg mgdc Ca·Kg mgde Ca·Kg 

Follaje JO 115 9 889 JO IJO 

Tallo 7 325 6 789 7651 

3 Mg·ba"1 

mgde Ca·Kg 

JO 120 

7 851 

TESIS CON 
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En la Tabla 6 se observa a continuación, qué existe una tendencia creciente en el estolón y 

el tubérculo a acumular calcio a medida que se incrementan los niveles de cal en el suelo y 

que en la raíz principal esta tendencia no es uniforme. El análisis estadístico se realizó solo 

con los tejidos bajo suelos, sin embargo no existió dif"erencia estadística entre los valores de 

calcio tisular. 

Tabla 6.- Calcio en la materia seca, en las estructuras radicales de Ja planta de papa. 

~ 
Control 1 Mg·ha"1 2Mg·1ta·1 3 Mg·ha"1 

T mgdeCa·Kg mgdeCa·Kg mgde Ca·Kg mgde Ca·Kg 

Raíz 7700A 7 800A 8000A 7850 A 

Estolón 6025 A 6 223 A 6 123 A 6342 A 

Tubérculo 7650 A 7 900 A 8 800 A 8 800 A 

Las letras significan igualdad estadística al contrastar media por Tukey = 5 19.34 a. = 0.05 
c.v.= 18.12 

4.3 Experimento 3.-Efecto de la cal. el ;icido sulfá1rico y la mezcla de estos sobre las 

biotas fúngicas y bacterianas del suelo 

4.3.1 Efecto del ácido sulfúrico sobre la biota bacteriana del suelo 

El ácido sulf"úrico bajó el pH del suelo en poco tiempo en una unidad, paralelamente abatió 

a las biotas bacterianas presentes, en al menos un logaritmo, en el efecto supresor continuó 

por más de 30 días aún después de que el suelo neutralizó el pH. Figura l. 

4.3.2 Efecto del ácido sulfúrico sobre la biota fúngica del suelo 

La adición de ácido sulfúrico también abatió a la población de hongos del suelo, al menos 

en un logaritmo, durante cerca de un mes, el pH del suelo regresó a su valor inicial después 

de este periodo Figura 2. 

TESIS CON 
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4.3.3 Efecto de la cal sobre la biota bacteriana del suelo 

El efecto de la cal en Ja población bacteriana 18 Mg·ha" 1 se apreció aproximadamente a Jos 

42 dias de Ja aplicación del hidróxido de calcio, aún cuando el pH del suelo ya había 

decrecido y estaba muy próximo al del tratamiento testigo. Figura 3. 

4.3.4 Efecto de la cal sobre la población f"úngica del suelo 

El efecto supresor de la cal sobre Ja población füngica, se manifestó entre Jos 15 a 30 días 

posteriores a su adición, por un período muy cono, cuando el pH en el suelo encalado se 

igualó con el del testigo. Figura 4. 

4.3.5 Efecto conjunto de la cal y el ácido sulf"úrico sobre la biota bacteriana 

La adición de cal hidratada (18 Mg·ha" 1
) a partir del primer día, reduce a la población 

bacteriana dentro del suelo de cultivo, observándose una decremento constante con respecto 

al testigo, el ácido sulfürico aplicado el séptimo día, continúa con este efecto alcanzando un 

valor de 2 logaritmos de diferencia Figura 5. 

4.3.6 Efecto conjunto de la cal y el ácido sulfúrico sobre la biota fúngica 

La cal (18 Mg·haº 1
) aplicada el primer día y el ácido sulfúrico al séptimo. mantienen a Ja 

biota fúngica del suelo abatida, durante los 35 dias de cuantificación. En relación al pH del 

suelo, este tendió a mantenerse cercano a Ja neutralidad Figura 6. 

TI:SIS CON 
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El análisis estadístico determinó que las poblaciones bacterianas y fúngícas en todos los 

tratamientos anteriores (4.3.1-4.3.6), en al menos en dos valores de las curvas poblacionales 

se presentaban diferencias significativas con respecto al testigo. En los tratamientos 

acidificados esto se reflejo en las lecturas inmediatas. En el de encalado sobre bacterias 

después de 30 días y el de encalado sobre hongos en las cuantificaciones a 16 y 30 días de 

iniciado el tratamiento. Por lo tanto se rechaza H 0 por pares apareados de Wilcoxon en a= 

o.os para las poblaciones tratadas y sin tratamiento. 

Al comparar el efecto de los tratamientos en la Tabla 7 se demuestra según la prueba de 

Tukey, que.: cada tratamiento aplicado sobre las bacterias tiene un efecto estadísticamente 
": ,;",;,~-'7)~'~:-,-,·~<·:~·>;, ; ~ .-. 

diferente en c:;r~¡;·~tff;,ici'rlto de su población, siendo el de ácido sulfúrico aunado a la cal. el ., ... , .. :. _.,-.'. 

Tabla 7.- Contr3stación de las medias de los valores obtenidos para las bacterias en los dif"erentes 
tratamientos por la prueba de Tukey. 

C.V. 40.59 Tukey 119.38 a= 0.05 

Tratamiento 

Control 

Cal 

Ac. SuUürico 

Ac. Sulfiirico + Cal 

Media 

536A 

378B 

231 c 
62 O 

En la Tabla 6 se observa que en los hongos el efecto de todos los tratamientos abate a la 

población de manera estadísticamente similar, excepto el de encalado, el cual es semejante 

al control. 

F." TEsr.c:: CO°!'T 
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Tabla 8.- Contrastación de las inedias de los valores obtenidos para los hongos en los diferentes trata1nicntos 
por la prueba de Tukcy. 

Traatamiento Media 

Control 824 A 

Cal 322 AB 

Ac. Sulñírico + Cal 

Ac. Sulñírico 

C.V. 22.94 -Tukey 374.82 a= O.OS 

220 B 

87 B 

Con respecto al rendimiento del cultivo no hubo diferencia estadística significativa entre los 

tratamientos según Tukey con probabilidad de a= 0.05. 

4.4 Experimento 4.-Prevalencia del efecto los tratamientos ácido-alcalinos en la 

población de F. oxispor11111 y R solani 

4.4.1 Prevalencia de los tratamientos ácido-alcalinos en la población de F. 

oxispor11n1 

Aquí se observó la reducción la población de F. oxispon1m en un logaritmo a los 20 cm de 

profundidad desde Ja dosis de 2 Mg·ha" 1 de cal neutralizada y en ambas profundidades 

cuando se aplicaron más de 4 Mg·ha" 1 y con el ácido sulfúrico en la proporción necesaria 

para neutralizar 4 Mg·ha· 1 de cal. El efecto se acentuó a medida que las concentraciones del 

tratamiento se incrementaron y este se determinó hasta el momento en que se igualaron los 

valores logaritmicos del número de propágulos (UFC) cuantificados en la dilución 10·5 esto 

es 35 días después de Ja aplicación del ácido sulfürico Figura 7. a), b), e) y d). 

T:?:'.~n r:'0:N 
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b) Después de 21 días de neutralizar 
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e) Después de 30 días de neutralizar 
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c=:::::=J 1 o cm 
c=:=:::J 20 cm 
-pH10 
-pH20 

Fib~ra 7.-Efecto de los tratamientos ácido alcalinos sobre F.. oxysporum ,. el pH del suelo.- La 
prevalencia del efecto de los tratamientos ácido-alcalinos. sobre las conidias de F. oxysporu111 las bolsas bajo 
el suelo. se aprecia en las barras hasta 35 días después de la aplicación del H:: S04 y el tratamiento con este 
reactivo es el de mayor prevalencia a los 21 días el pH del suelo es scrncjantc al tratrunicnto testigo Valores 
de pH y propágulos de F. oxisporum después de a) 9. b) 21. e) 30 y d) 35 días de acidificar el sucio. 
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4.4.1.l Efecto de los tratamientos sobre la materia orgánica del suelo 

Según se aprecia en los resultados sobre la determinación del porcentaje de materia 

orgánica, en los suelos de las parcelas experimentales (Tabla 9), ésta se mantuvo después 

de los tratamientos en una concentración similar a la de los testigos. 

Tabla 9.- Dctenninación del porcentaje de rnatcria orgaruca a diferentes profundidades.. en las parcelas 
experimentales después de 35 días de haber aplicado los tratamientos ácido-alcalinos. 

TRATAMIENTO PROFUNDIDAD o/o DEM.O. 
- ·--·----·-

Testigo 10 cn1 3.03 

Testigo 20cm 3.03 

2Mg·ha·1 lOcm 3.38 

2Mg·ha"1 20cm 3.22 
4 Mg·ha·I 10 cm 3.11 

4Mg·ha"1 20 cm 3.09 TESIS CON 
8Mg·ha·I 10 cm 3.39 FALLA DE ORIGEN 
8 Mg·ha-1 20 cm 3.01 

H2SO• 10 cm 3.09 

H2SO• 20 cm 3.24 

M.O.= Materia orgánica 

4.4.2 Prevalencia de los tratamientos ácido-alcalinos en la población de R. so/ani. 

Aquí se observa que el efecto ácido-alcalino sobre la población de R. so/ani, a 

profundidades en el suelo de 10 y 20 centímetros fue similar en todos los tratamientos y que 

a mayor concentración del tratamiento el efecto persiste durante más tiempo, los valores de 

pH del suelo se igualaron en los tratamientos después de 15 dias Figura 8. a), b), c) y d). 

,. 



a) Después de 2 días de neutralizar 

50 
45 
40 
35 

"b 30 
§ 25 
!5 20 

15 

'º 5 

8 

7 
6 

5 

4pH 

3 

2 

o .¡......L-L--4-L-L-L--+-='='-+-----+----+ o 
test. 2Mg 6Mg 

tratamientos 

b) Después de 8 días de neutralizar 

45 

40 
35 

30 

]¡ 25 

~ 20 
:> 15 

10 

7 

6 

5 

4 
pH 

3 

2 

5 

o+-'--'--.l.-if--1-.....J.......1.-+-.i.:::..1.......1....+----+---+o 
test. 2Mg 6Mg 

tratamientos 

c==J10cm 
c==:J20cm 
-pH10 
--pH20 

46 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

c::::::::::J10cm 
c::::::::::J20cm 
-pH10 
~pH20 



e) Después de 15 días de neutralizar 
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Fi1.,>ura 8.-Efecto de los tratamientos ácido alcalinos sobre R. solani y el pH del suelo.- Las banas seilalan 
la cantidad de propágulos de R. so/ani registrados a diierentes tiempos en los tratamientos ácido-alcalinos, en 
las profundidades de 1 O y 20 centimetros y las lineas los cambios en el pH. Valor de pH y propágulos de R. 
solani después de a) 2. b) 8, c) 15 y d) 20 días de acidificar el sucio. 
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4.4.2.1 Efecto de los tratamientos en el pH del suelo 

En general en todos los tratamientos al suelo en los que se les aplicó cal como neutralizante 

del ácido sulfúrico. se pudo apreciar el efecto amortiguador de está manteniendo el pH 

estable en un valor cercano al siete. a 1 O y 20 cm de profundidad. Excepto en el tratamiento 

con 8 Mg·ha·• de cal a 20 cm de profundidad los 21 días en donde se obtuvo un valor 

cercano a 6. En el tratamiento con el H 2 SQ4 en volumen de2 800 L·ha" 1 sin neutralizar, el 

valor del pH se mantuvo próximo a 5 después de 35 días de haber aplicado. 

4.5 Experin1ento 5-Protección al cultivo de papa hacia R. . .,;o/i1ni y F. . .,;o/ani, por 

microorganismos antagónicos en suelos tratados 

4.5.l Tratamiento por solarización 

4.5.1.l Temperatura del suelo 

El efecto hidrotérmico en la solarización es probablemente el más importante en la 

desinfección del suelo, en este caso la temperatura se incrementó bajo la pelicula plástica 

10º C en el mes de mayo y hasta 15 en el de junio, la temperatura en los tratamientos 

adicionados con cal siempre fue menor. Figura 9. 

13 17 3 6 
dias (Mayo-Junio) 

10 14 

- ...- - Testigo 

-6-SolariZado 

- - • - ·Cal 

- • - Sol-Cal 

T17 r."::: C':JN 
FALLA DE ORIGEN 

Fii:ura 9.- Rci:istro de la tcm1>cra1ura del suclo.-En la figura se grafican las inedias de las tcrnpcraturas 
máxiinas a 10 cn1 de profundidad en los tratanticntos durante los ntescs de rnayo y junio. 
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4.5. l.2 pH del suelo 

El efecto desinfectante de la cal en el suelo. lo hemos observado esencialmente sobre las 

bacterias y éste. depende de la alcalinidad máxima que se alcance. Con .respecto a1. pH del 

suelo, _e.l _'tratiimiento solarizado n1antuyo_ :~hilo_res próxin:ios al del testigo. En los otros 
·>"<'· 

tra~aniiento~~ la cal lo incrementó po~arfi~i~de_Í_l_en\o~ primeros_S días, después su efecto 

decreC::ió paiilatinamente durante ~:á~:de'd~-~~~;'.-:¿~ri:\i'a~~8¡~-del fertilizante ácido líquido 

y de ácido sulfúrico se neutraliiÓ ,ai;~~~,¡w~~~l~~~ -p~r: ;a siembra del cultivo. Los 

tratamientos solarizados tendieron a mánt¡;n~r un' -pH inferior respecto a los que no lo 

fueron. Figura 10. 
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Fi¡.,"llra 10.- Cambios en el pH del suelo.- Los tratamientos dentro del contenedor, los días 7 de mayo 
encalado. 25 de junio adición del f"ertilizante ácido líquido (100 L.ha-1

) y 10 de julio l 000 L de ácido 
sulfilrico por tratamiento. 
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4.5.1.3 Comportamiento bacteriano en el suelo 

Los tratamientos aplicados al suelo redujeron a la población bacteriana que lo habita. 

manteniendo a su número poblacional por debajo del testigo. Después de la adición del 

fertilizante ácido liquido y el ácido sulfúrico los días 18 de junio y 1 O de julio es muy 

marcado el abatimiento en las poblaciones en todos los tratamientos. La cal en el suelo, 

mantuvo ligeramente reducidas a las poblaciones bacterianas, la solarización después de 

una supresión por más de un mes incrementa el número de unidades formadoras de 

colonias. Figura 11. 
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Figura 1 J.- Com¡>ortamicnto de la 1>ohlación bacteriana.- Los tratatnicntos ácidos aplicados el día 18 de 
junio y de ácido sulfúrico 1 O de julio y abaten abn.tptamcntc a esta población. 

4.5.1.4 Comportamiento fúngico en el suelo 

Los tratamientos aplicados al suelo redujeron a las biotas fúngicas y después de la adición 

del fertilizante ácido liquido y el ácido sulfúrico los días 18 de junio y I O de julio fue muy 

marcado el decremento en las poblaciones. Figura 12. 
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Fii.=,ura 12.- Com11ortamicnto de la 1•oblación fúngica.- En la dilución lxl02 a 10 cm de profundidad. en los 
4 tratam.ientos9 se aprecian los decrementos inducidos por la adición. de los tratamientos ácidos los días 18 de 
junio 10 de julio. 

4.5.1.5 Efecto de los tratamientos en la protección contra Rhizoctonia solani, 

Fusariun1 solani y Fusariu111 spp 

El daño causado por Fusarium so/ani inoculado al contenedor y Fusarium spp contenido 

en el suelo naturalmente. no se manif"estó en ningún tratamiento de manera consistente por 

lo que no se pudo evaluar. Con R solani, el índice de daño en el testigo fue de 3 1.25%, los 

antagonistas B. :mbtilis AG-3 y Bacil/us -'P· tuvieron un 100% de control sobre R so/ani en 

los tratamientos de encalado y solarizado. B. subti/is (Kodiak!'.1R) alcanzó una protección del 

97.5 en el suelo sin tratamiento. T. har::ianum inoculado en f"orma de esporas dio una 

protección de 98. 75% en suelo solarizado no así donde se inoculo en suelo encalado 

(59.46%). Se observa que la eficiencia del T. har:::ianum se reduce considerablemente en los 

suelo alcalinizados tanto en su forma esporulada como miceliar. llegando a ser la 

protección menor que en el tratamiento testigo Tabla JO. 



Tabla 10.-Efecto de los tratamientos al suelo y del biocontrol sobre R. solani. 

TRATAMIENTO Cal+Acido Sola rizado Cal+Solarizado 

B. subtilis AG-3 IOOA 97.91 A 93.75 AB 

B. subtilis (Kodiak""') 87.41 ABC 92.5 ABC 95ABC 

Bacillussp 90.16ABC 100 A 82.83 ABCD 

T. harzianum (esporas) IMI206040 59.46 DE 98.75A 95.12AB 

T. harzianum (micelio) IMI206040 17.9F 95.83 AB 94AB 

Testigo 87.25 ABC 92.5ABC 95 AB 

Las letras significan igualdad estadística al contrastar medias por Tukey 
c.v. =22.12 

Testigo 

81.66ABCD 

97.5A 

73.16BCDE 

52.83 E 

86.16 ABC 

68.75 CDE 

5.19 a 

4.6 Experin1ento 6.- Den1ostración de la asociación 1nicro sitnbionte - papa. 

a) Selección de antagonistas endofiticos contra Fu.w1ri1u11 spp y R. .w~lt111i. 

52 

0.05 

Los mejores antagonistas hacia F"usarium ·'PP y R. solani fueron aislados del interior de 

papa y jitomate silvestre las fotografias 1 y 2 nos muestran la confrontación in vitro del 

Bacillus cepa Dt con F. so/ani y R. ,.·o/ani AG-3 respectivamente. 

Fotografía 1-Confrontación in vUro de BacUlu:s cepa Dt con F.sol-i.. Halos de inhibición de F. solani al 
rededor de bacterias cndofiticas. 
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Fotografía 2. Confrontación in .,ilro de Bacillu.s cepa DI con R. .salan; AG-3. Halos de inhibición de F. 
so/ani al rededor de bacterias endofiticas. 

Mediante el uso de la prueba de Romeiro modificada., se seleccionaron a aquellas bacterias 

antagónicas y promotoras del desarrollo vegetal que demostraron la capacidad de 

desarrollarse en la periferia de la raíz de las plántulas de papa (So/anum tuberosum var. 

Alfa. cultivadas in vitro. Es decir tenían la capacidad de asociarse con la planta. los mejores 

resultados se obtuvieron en el medio base Murashige Skoog adicionado de 30 g de azúcar 

y tiamina 0.004 mg · Lº 1
• Fotografía 3. 

Fotografía 3.Prueba de Romeiro modificada.- En la fotografia se puede apreciar a las rizobactcrias 
desarrolladas en la periferia de la raíz de papa cultivada in vitro. 
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La modificación desarrollada demostró que las bacterias antagónicas y el pseudomonadal 

denominado como 5acc, se asocian a la raiz de la papa de la variedad Alfa. 

4.7 Experimento 7- Bacterización endofítica in vitro de S. tuberosuni. 

Las bacterias antagonistas del género Bacil/us cepa DT del introducidas in vitro a plántulas 

de la variedad Alfa de papa mejoraron el vigor de su huésped e incorporaron más calcio en 

sus el Fotografía 4. 

Fotografía ..a. - Efecto de las bacterias cndofiticas Bacillus Dt inoculadas a plántulas de papa. se contrasta su 
desarrollo contra plantas control inoculadas con infusión pap..'1 dextrosa. 

Tabla 11.- Contrastación de medias según Tukey del el peso de la biomasa de plántulas de papa bacterizadas 
y el tratamiento control. 

Tratamiento Media en i: 

Dt 8.88 A 

Sacc 8.27 B 

AG-3 7.95 BC 

30º 7.78 e 
Control 5.92 D 

Tukey = 0.462 C. V. = 4.63 a= O.OS 
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Tabla 12.- Contrastación de medias según Tukcy, del calcio tisular contenido en las raíces bactcrizadas 
cndofiticamentc con diferentes cepas. 

Tratamiento Media ppm 

Dt 2295.25 A 

5acc 2082. 75 AB 

AG-3 1983.50 BC 

30' 1765.75 CD 

Control 168 1 .25 D 

Tukey =239.51 C. V.= 5.41 a=0.05 

A partir de todos los tratamientos se logró reaislar a fas .;epas inoculadas. 
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Comúnmente cuando se realizan ensayos con el objetivo de controlar microorganismos del 

suelo mediante la aplicación de sales de calcio, al ser publicados, se reporta el uso del 

material "lime", término que incluye a compuestos tales como: carbonato de calcio, 

hidróxido de calcio, oxido de calcio, a mezclas de ellos en distintas proporciones e incluso 

a la dolomita. En este trabajo para abatir a las poblaciones microbianas del suelo in vitro e 

in situ, se decidió emplear cal de construcción, la que por norma oficial en nuestro país, 

contiene un mínimo de 80 º/o de hidróxido de calcio y el resto se complementa con 

carbonato de calcio e impurezas, este compuesto al estar en suspensión saturada, eleva el 

pH del agua a valores cercanos a 12, Con base en lo anterior, la cal ha sido utilizada para 

combatir bacterias del tracto digestivo humano (229). En nuestro trabajo se evaluó in vitro 

el efecto de la cal hidratada en solución acuosa, sobre bacterias Gram negativas del suelo en 

el ex:¡::i~rimento 1, se observó que excepto algunas pseudomonadales, géneros como 

Agrobacterium y Nitrobacter son más resistentes que aquellas que habitan el tracto 

digestivo del hombre. Sin embargo las bacterias Gram negativas, siguen siendo la 

población más sensible al efecto alcalino dentro de este sustrato lo que en un inicio nos 

indujo a pensar en poder introducir Pseudomonas con caracteristicas de antagonicidad 

hacia Fusarium y R. so/ani ( 13 5, 136, 15 1-1 72). 

Para los mecanismos de acción con que limitan a las enfermedades los materiales calcáreos, 

se ha propuestos lo siguiente: 1) es el resultado de la corrección de deficiencias de calcio, 

como en el caso de la marchites del tomate ocasionada por F. oxyspon1111 la que se 

incrementa por deficiencias del elemento en la planta (243,244), 2) Corden (243) también 

sugiere que el calcio tiene la capacidad de inhibir la actividad de la poligalacturonidasa 

producida por Fusarium, 3) Jones y Woltz (244) concluyen después de varios 
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experimentos en campo e invernadero que lo imponante es el cambio del valor del pH del 

suelo y no el · inére.ITlento de calcio en los tejidos del huésped en la prevención de la 

marchites'·por.·FusariÍlm;. ya que de esta manera se limita la disponibilidad de nutrientes 
. . . , . ~ ' -. .· 

esencia16~··.·J>.~~a el crecimiento esporulación y virulencia de los F11sc1ria, en especial el 

fósforo, 4) Waksman (245) señaló como otro mecanismo probable, que el incremento del 

pH favoreciera el desarrollo de bacterias entre ellas los actinomicetales, los que a través de 

la liberación de metabolitos inhibieran la germinación de las esporas y el crecimiento 

vegetativo de fitopatógenos, 5) Otros autores (246) señalan que es posible incrementar la 

resistencia al ataque de patógenos dosificando la aplicación de carbonatos de calcio y la 

nitrificación al suelo con nitrógeno nítrico, no obstante este procedimiento con Sclerotiun1 

rolfsi ha sido inconsistente (24 7). 

En contraste en el combate dirigido hacia R. so/ani, la incorporación de sales de calcio al 

suelo escasamente se menciona, un reporte en el que se emplean es el de Bateman y 

Lumsden (248), el que se realizó usando como modelo biológico al frijol y en el se 

concluye que la resistencia del vegetal al ataque del patógeno, está relacionada con la edad 

de los tejidos y el contenido de calcio dentro de los epicotilos. 

Bajo este contexto, en el experimento 2 se observó un incremento del contenido de calcio 

tisular en las raíces de papa, en los tratamientos de encalado al suelo, aquí es importante 

recordar.que el calcio se transloca dentro de la planta, a través del movimiento del agua en 

una sola dirección hacia el follaje, esto por efecto de la transpiración. En la raíz donde la 

transpiración es mínima, la demanda de calcio debe ser cubierta por difusión de este 

elemento a través de las raíces secundarias para concentrarse en los tejidos corticales 

(249,250). El incremento obtenido en este trabajo fue del orden de las decenas o centenas 

de miligramos por kilo de tejido radical y esto pudo representar un aumento en la 
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concentración de pectatos cálcicos. los que son en parte responsables de la resistencia a la 

invasión de R. so/ani en otros cultivos (248). 

En el mismo experimento. se atribuye el incremento del contenido de nitratos en la savia 

peciolar de todos los estadios fenológicos evaluados, al efecto neutralizante de la cal en el 

suelo. liberando a elementos adsorbidos. principalmente fósforo. a minerales amorfos 

cuando se encuentran a un pH ácido (251 ). 

Por otra parte. en la actualidad por los incrementos en la temperatura ambiental, y en las 

enfermedades del cultivo, ha orillado a los productores de papa a sembrar en zonas de 

mayor altitud y éstas en el centro y occidente del país, como es el caso, regularmente se 

ubican en las laderas de los cerros. lo que implica en muchos casos trabajar con suelos 

ácidos, ya sea por ser suelos de "ando". derivados de cenizas volcánicas cuyos materiales 

parentales son ácidos (252) y bajos en cationes básicos Ca2 ."'Mg2 +. K+. Na +o por que sus 

elementos han sido removidos del perfil del suelo por lixiviación o la absorción de las 

plantas cultivadas, esto se intensifica por el uso de fertilizantes nitrogenados de acidez 

residual. (253).Y por la depositación de los ácidos suspendidos en la atmósfera contaminada 

(254). 

Por· lo tarnó. "el-hecho de aplicar cal como fuente de calcio para incrementar los niveles de 

calcio._en •Jos tejidos radicales y así su tolerancia a la invasión de R. so/ani, funcionaría 

también coino.neutralizante de la acidez que limita la productividad de los cultivos. 

Ahora bie~.- la cantidad de cal tiene que ser dosificada para cada terreno. ya que el 

contenido de calcio en los suelos suele ser muy heterogéneo y este elemento compite en 

disponibilidad para la planta c_o~ otros elementos. En este sentido en la tabla 4 se manifestó 

en la disminución del contenido de potasio en la savia de los pecíolos. con las dosis 
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mayores a un Mg. Así mismo desde el: punto de vista fisiológico el suministro calcio debe 

ser continuo. ya que la distribúciócn .del calcio. d.entro de los vegetales no es homogénea y 

existen reportes en los que se·· ~e~~¡~;; a {su deficiente distribución en los tejidos es la 

responsable de al menos 30 ··• al¡~ja¿í6ri~~ fisiológicas (255,256), esta distribución 

heterogénea se constata en lo frecuente que es encontrar en diversas especies y entre ellas la 

papa altas concentraciones de calcio en el fbllaje y escasez en los órganos de almacenaje y 

tejidos jóvenes de la misma planta (257,258). lo que puede repercutir en la tolerancia a las 

enfermedades. 

Habitualmente cuando se encalan los suelos de cultivo con 0.5 a 1 Mg por hectárea cal 

agricola (la que por norma oficial contiene hasta un 24% de hidróxido de calcio, el resto la 

conforman el carbonato de calcio e impurezas entre las que predomina el sílice). se deja que 

el C02 atmosférico neutralice a los oxidrilos del compuesto, por al menos durante el mes 

previo a la siembra. Al incrementar la concentración de hidróxido de calcio, el tiempo de 

neutralización se prolonga y muchas de las veces esto no resulta práctico para el agricultor. 

El compüestó' que se emplea para bajar el pH de los suelos alcalinos es el ácido sulfúrico. y 

en este. caso se empleó para neutralizar y llevar al suelo a un pH propicio para el desarrollo - . . . . . 

del culüv:o. reduciendo así los tiempos de espera. 

En este sentido en el experimento 3, cuando se aplicó cal de construcción a un cultivo. 

observamos un efecto supresor en toda la población bacteriana cultivable, no mayor a un 

logaritmo y esto después de 40 dias de la aplicación (Figura 4), el ácido sulfúrico, tiene un 

efecto supresor de más de dos logaritmos en las poblaciones bacteriana y fúngica cuando se 

le aplica al suelo, en este caso se empleó el volumen requerido para neutralizar 18 Mg·ha" 1 

de cal de construcción (Figuras 6 y 7). que es similar a la empleada por Fletcher (259), 

para controlar a P/asn1odiophora hrc1ssicae en crucíferas. 
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Cuando se evaluó Ja prevale.ncia del efecto supresor del tratamiento ácido - alcalino. 

específicamente sobre . .las poblaciones de F. oxysporum y R. solani AG-3 del suelo 

(Experimento 4), con volúmenes de cal similares a las aplicadas por Anderson (260), 

apreciamos que estos géneros se abaten con el tratamiento y que este efecto es directamente 

proporcional a Jos volúmenes de los compuestos aplicados, neutralizar 4 a 6 Mg·ha" 1 de cal 

con ácido sulfürico, abate a la población dentro del suelo a l O y 20 cm de ambos 

fitopatógenos por aproximadamente 20 días, cabe hacer mención que el efecto es estresante 

sobre los propágulos en el suelo y que después de un tiempo en las poblaciones igualan en 

número a los testigo, sin embargo dicho efecto puede prolongarse si se repite el tratamiento. 

Un aspecto importante es el hecho de que aun siendo el ácido sulfürico concentrado el 

compuesto empleado para digerir a la materia orgánica en el laboratorio, en este caso de 

acuerdo a la metodología utilizada. al cuantificar el efecto de Jos tratamientos ácido-

alcalinos sobre la materia orgánica del suelo. no se detectaron cambios en su porcentaje. 

neutralizando volúmenes hasta de 8 Mg·ha" 1
• 

Otra alternativa conocida para reducir a propágulos de hongos fitopatógenos del suelo es la 

aplicación del tratamiento hidrotérmico (7), aquí se decidió conjuntar a este. el efecto del 

encalamiento y neutralización. 

En el experimento s. se apreció que las técnicas de solarízación. encalado-solarización, 

alcanzando temperaturas máximas por arriba de los 40ºC durante el mes de Julio y la de 

encalado, tuvieron efecto bacteriostático al inicio de su aplicación. para después de 

aproximadamente un mes. incrementar a la población bacteriana por encima de los valores 

del tratamiento testigo. esto reporta la técnica de solarización (7), es por el incremento las 

de bacterias termo resistentes. 
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Así mismo, la adición al suelo de microorganismos antagónicos o a la semilla, ha sido otra 

·estrategia aplicada para el control de enfermedades. Las bacterias que realizan dicho 

control están clasificadas como bacterias promotoras del crecimiento (PGPR) y aunque el 

conocimiento de los mecanismos por los que se realiza dicha promoción están inconclusos, 

se han reconocido a los siguientes: 1) capacidad de producir o cambiar la concentración de 

substancias reguladoras del crecimiento, como el ácido indol acético, el ácido giberélico, 

las citocininas y el etileno 2) la fijación de nitrógeno simbiótico 3) la producción de 

compuestos que antagonizan patógenos, como sideróforos, 13 1-3 glucanasas, quitinasas y 

cianuro y 4) solubilización de fosfatos minerales y nutrimentos (261). 

Los microorganismos inoculados como antagonistas en nuestro trabajo, protegieron 

significativamente contra R. solani dentro de ellos resalta B. subti/is el cual incrementó su 

efecto antagónico con los tratamientos de encalado y encalado solarización así como 

tambié1i~1~';koÍ~riz~ción incrementó de manera estadísticamente significativa la protección 

conferid~ :th~{ó~·J:i\:>r Sd~Íllus .-7J, la de B. subtilis AG-3 y T. har:ianum IMI206040 en su 

formae;~~~ti~;i{~~Bc~~;~t~.~~iJn~'.~s e~ ~~~% s~ ~mpleo cal se favoreció el desempeño de 

Jos antagorlista·s báctéí-iarlcis;':BaCi//11s.-7J;•Ja de.B .. ;....,,btilis AG-3 no así .e) de T. har:ianum 

que en 5'l1~ ~c)~~?t~-,·~ .. er.Is···.(.i~t~~f~~~w~~W,~~f~~f~~~~fi~t:k~'~~jl7'1J·~~ su h~ésped, Jo que pudiera 
- -.,,. - '<'.:-~ -;· - ' _- --~~::_-; ':·.·- -,-.:.-.' 

atribuirse a. C:ambíos 'm'etabólíC:~s en él patógeno, que promovieron la liberación de 

substancias volátiles y estas lesionaron las capas conicales de la raíz. propiciando así Ja 

invasión de R. so/ani, como se ha demostrado con algunas cepas de este patógeno en 

condiciones experimentales (262). 

T. har:ianum, parece no establecerse eficientemente en suelo encalado, posiblemente por 

el efecto del incremento del pH en el suelo, lo cual puede afectar el desarrollo del hongo. 

debido a que se ha determinado que el pH bajo mejora la propagación de varias especies de 
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Trichoderma (263). Lo anterior, también coincide con lo inf"ormado por Chet y Baker (264) 

quienes mencionan que, en un suelo de Colombia con pH de 5, l encontraron una densidad 

de propágulos de Trichoderma de 8 X 10 5 ·g" 1 de suelo, mientras que en Fort Collins 

EE.UU., en un suelo con pH de 8, 1 la densidad fue de l O 2 ·g· 1 de suelo. El género Bacil/us 

muestra mayor capacidad de adaptación a valores altos de pH., dado que puede crecer hasta 

pH de 8,5 y mantenerse latente en forma de esporas en valores mayores (265). T. 

harzianum mostró un excelente efecto cuando se inoculó en suelo solarizado, quizá debido 

a la reducción de microorganismos nativos y a una mayor oportunidad de colonizar 

rápidamente el suelo para ejercer un buen efecto de control. B. subti/is (Kodiak MR) mostró 

un efecto aceptable en la protección contra R. so/ani (97,5%), sin embargo, factores como 

la cal y la solarización afectaron en cierta medida su potencial de control. En condiciones 

de campo, esta cepa ha mostrado un efecto catalogado como intermedio, en el control sobre 

R. so/ani, en relación a otras alternativas (266). 

Mientras que la cepa B. subtilis AG-3 parece presentar una gran adaptación a los 

tratamientos aplicados, los que le favorecen considerablemente en el control sobre R. 

solani; estos resultados sugieren que existe una reducción de microorganismos nativos por 

efecto del encalado- neutralizado y la solarización, concordando esto último con Katan (7). 

En esta investigación, permitió el rápido establecimiento de la cepa (B. subti/is AG-3), la 

cual puede considerarse como una buena alternativa de control de R. so/ani y con 

posibilidades de usarse en condiciones de campo. 

Los tratamientos aplicados al suelo además permitir la introducción de microorganismos 

antagónicos a patógenos del suelo. suprimen a patógenos menores y son tan eficientes 

como controlando a los patógenos señalados como emplear microorganismos antagónicos. 
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Por otra parte, Baci/lus sp. Muestra un porcentaje considerable de control en los dif"erentes 

suelos, excepto en el suelo testigo, siendo estadísticamente diferente a B. subtilis 

(Kodia0fR) y a B. subtilis AG-3. 

El efecto antagónico sobre los hongos patógenos de la raíz será más eficiente si se 

colonizan estas como lo indica Kloepper (I 67). 

En este sentido en el experimento 6, la búsqueda de simbiontes bacterianos se realizó, tanto 

en la rizósfera de papas susceptibles (variedad Alfa), como en el interior de especies 

resistentes, para la selección de estas últimas se contó con un trabajo previo (239), las cepas 

bacterianas aisladas correspondientes al género Bacil/us, fueron confrontadas in vi1ro 

contra F. solani y R. so/ani AG-3. Algunas de estas bacterias fueron sometidas a la prueba 

diseñada para demostrar de la asociación papa-micro simbionte, en ella inicialmente 

qU1s1mos limitar la fuente de carbono, reduciendo la concentración de azúcar comercial 

admini.str;~."~~.:;;.g"~~~!~;~~\,~t!,~~f~~;~'.~i.1~~;~~~~~hap,1~nta es tan alta, que aún en un medio 

tan enriquecido:'.cci"rno:et.Mu"rashige:skooS, 'es posible apreciar el desarrollo bacteriano en la 
,- .~--:: _:;~-t~~'/%/i~~~:-:~::~i~~~.,:~~v~--~'.~:~~::_~-_··:·._:~,--.- ·. ·- · · 

periforia.~de)~.~c'.':í:;:'.d: la plántula, con la concentración de azúcar óptima para el desarrollo 

del vegetál. Mediante esta técnica se apreció la asociación planta simbionte, con bacterias 

que presentaban características de antagonismo a fitopatógenos, otras que promovían el 

desarrollo vegetal. por emplear el ácido 1 amino ciclo propano 1 carboxílico, como fuente 

de nitrógeno, y por lo tanto reducen la concentración de este compuesto, (que es el 

precursor del etileno, gas que funciona como hormona de envejecimiento), que bajo el 

suelo limita el desarrollo de la raíz (267), es importante recordar que esta especificidad 

bacteria planta esta determinada a nivel de cepa (268). 

Las bacterias que manifestaron mayor afinidad al vegetal y antagonismo in vitro hacia F. 

so/ani y R. so/ani AG-3, fueron aisladas del interior de plantas silvestres: jitomate L. 
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esculentum var. Ceraciforme y papa Solanum spp. (Fotografías 1 y 2) lo cual concuerda 

con Insunza (269), quien obtuvo antagonistas hacia trichodoridos parásitos de papa a partir 

de plantas resistentes. La técnica descrita para demostrar la asociación planta 

microsimbionte, también permite inocular endofiticamente a S. tuberosum con estas 

bacterias, lo que se demostró al reaislarlas del interior de los tejidos además se constató su 

efecto como promotoras del desarrollo vegetal. De entre los microorganismos 

biocontroladores de F. solani y R. so/ani AG-3, destaca el Bacil/us denominado Dt el que 

promovió el mejor y mayor desarrollo de la papa y un desarrollo más rápido promueve la 

entrada de iones a la raíz, por que esta es una actividad de las fitohormonas, en especial la 

del ácido abscísico {ABA) y las citocininas. Ya que el ABA favorece el paso de agua a la 

raíz y las citocininas lo reducen (270). Los resultados obtenidos registraron una diferencia 

estadística significativa en la producción de biomasa, lo cual implica una precocidad en 

maduración de 1.os tejidos, y esto se corroboró por el incremento del calcio radicular, 

siendo esto un ·criterio de resistencia vegetal a R. solani (257), la cepa Dt coloniza 
--·~,· .. ·:':]r. 

internamer1·~é'i~"la .región basal del tallo de la papa, esta cepa obtenida de L. esculentum var . 
. . ··. ·//·;~;·,·~.- ,··· 

CeraciforJ'!~e;,e;'. u1,1.relicto de la agricultura mesoamericana y ha demostrado in vitro inhibir 

el desarrC:i11c:>·_~_ié·d'i·~~~d~ Rhi=octonia solani AG-3, Fusarium spp y A/ternaria porri. 

Recapitul~~ciJSi·b~~~i~·~6'r podemos concluir que aún siendo las bacterias Gram negativas 
.... :.'. . . .·~:\.;:~;\2-;~~:~~;~.'!.7-~;~~ns.~¿~;~: :,'-·< ... -

del suelo, ~sel"l~ibles':at1e,fe~to.~deL hidróxido de calcio en solución acuosa in vitro en un 

tiempo d~¿~1··fg~~~~~~~~}:d~ntro del suelo este efecto se reduce, lo que para poder abatir a 

su pobl~dón:i~;lic~'. iricrementar los volúmenes del material alcalinizante más allá de las 

dosis requeridas por el cultivo de papa para su desarrollo, ya que para el cultivo de papa de 

la variedad Alfa la aplicación 1 Mg·ha" 1 de cal agricola en los suelos con pH 4.5-5.5, es el 

adecuado, por que además de promover un mejor estado fisiológico de la planta, 
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incrementa los niveles de calcio en los tejidos del estolón y el tubérculo. Cuando 

incrementamos las cantidades de hidróxido de calcio o ácido sulfürico para abatir a las 

poblaciones de bacterias y hongos del suelo, afectamos la disponibilidad de nutrientes por 

periodos que en términos agricolas pueden resultar prolongados. Para resolver ese 

inconvenientes, se propone aplicar a ambos compuestos de manera que se neutralicen 

estequiométricamente en los tiempos y de la forma más práctica para realizar las labores 

agri,colas, es decir la cal al preparar el suelo antes de sembrar y el ácido con el primer riego. 

de est~, manera también se obtienen los beneficios de poder ser aplicada a suelos ácidos o 

alcaÜnos, ajustar el pHde este al óptimo requerido por el cultivo y reducir el tiempo de 
·-;e' 

neutralización <lél;sUé1óXde aproximadamente' un mes a 2 ó3 'días, siendo este tratamiento 

el que esta~l~tn~~i'~ntá'rdduJ~más a la comunidad bacteriana. La adición de sales de calcio 
' --· :: .>-::: )::(--~~i;~t)~1~:~t~~j~--~:~t~~~.:~7f,~~~:;~-:~~~;~:-:-~>~.-~---.< ... - -

en dosis de~mayóresJa',las_ reqúeridas. implica corregir las deficiencias nutrimentales del 
. .. .. - <~:·~~;;~ .-.;~_;)_~:/}:;?~~~!~~é;i0S:~~.:-·:: --_ -- -_ 

vegetal :mediante::fertilización foliar . 
. -~ · .. - . ,. f-.. i.~~;::.:;:·;~;i-'.:'.~,' -~j;~;<·- ·';, "; . 

Cu~nd~-:_s;;)'i':tin ju.ntaron metodologías. se concluyó que los tratamientos al suelo de 

solarl~~~¡¿¡;-y encalado-acidificación. aplicados independientemente o combinados. son tan 

eficientes como el aplicar microorganismos biocontroladores Rhi::octonia so/ani AG-3, 

Fusarium spp. También se observó que el encalado tuvo un efecto detrimente en el género 

Trichoderma, por lo tanto para poder aplicar microorganismos en suelos tratados se deberá 

considerar la compatibilidad entre ellos. 

En lo que se refiere a la búsqueda de antagonistas contra Rhi::octonia so/ani AG-3 y 

Fusarium spp., las mejores fuentes resultaron ser las variedades silvestres de jitomate L. 

esculentum Mili. var. Ceraciforme y de papa Solanum spp., a partir de ellas se aislaron 

bacterias antagonistas que fueron compatibles con la variedad Alfa de Solanum tuberosum, 

que es con la que se cubre la mayor parte de la demanda nacional, esta compatibilidad fue 
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demostrada por la prueba de Romeiro modificada y desarrollada en este trabajo. La que 

tanbién permite la introducción de los simbiontes al interior de la papa. 

Así el Bacil/us Dt aislado del jitomate silvestre, es un buen inductor del desarrollo vegetal 

lo cual se demostró, tanto en la biomasa producida, como en las concentraciones de calcio 

acumulado a nivel radicular, por las plantas bacterizadas endofiticamente con ella. El 

siguiente paso será sembrar semillas bacterizadas externa e internamente en suelos tratados. 
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• Las Bacterias del suelo. entre ellas las Gram negativas excepto algunas 

pseudomonadales, fueron más resistentes al efecto de la cal que las enterobacterias. 

El encalado al suelo afectó al cultivo de papa nutricionalmente en forma indirecta 

al corregir el pH del suelo y liberar elementos adsorbidos a las arcillas y 

directamente puede fungir como fuente de calcio para los estolones y bulbos. 

• Para inhibir a las poblaciones fúngicas y bacterianas y del suelo mediante la 

neutralización de la cal con ácido sulfúrico. se requiere más de 2 Mg·ha· 1
. 

• Las técnicas de solarización. el encalado y el encalado-acidificación. redujeron la 

incidencia de Rhi::octonia so/ani AG-3. en plántulas de papa durante la primer etapa 

del cultivo. 

• El efecto del encalado-acidificación. la solarización y la conjunción de ambos 

tratamientos so"n tá~. eficiente en el abatimiento de Rhi::octonia so/ani como 

adicionar B. subti/is AG-3 y B. subtilis (KodiakMR) a la semilla de papa. 

• La solarización sirve como tratamiento para la introducción de biocontroladores de 

los géneros Baci//us y Trichoderma. En las técnicas de encalado solo las bacterias 

del género Baci//us, incrementaron el control del patógeno. 

• La selección de bacterias antagónicas a Fusarium spp y Rhi::octonia so/ani se puede 

realizar tanto de la rizósfera, como de los tejidos internos de vegetales que sean 

sensibles o resistentes a los fitopatógenos. 

• La técnica de Romeiro modificada sirve para demostrar in vitro la asociación 

papa-bacteria. asi como para introducir a las bacterias endofiticass a esta planta. 
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