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Introduccion de agentes de control biologico de
Rhizoctonia solani en suelos solarizados o encalados en
condiciones de invernadero
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RESUMEN. Se presentan los métodos de solarizacion y encalado como pre tratamientos de suelo para la in-
troduccién de agentes de control biolégico de Rhizoctonia solani K.(AG-3).Los agentes de control evaluados
fueron: una suspensién de Bacillus sp. 3x107 células/ml, B. subtilis GV-3 1,4x107 células/ml, B. subtilis (Kodiak
HB) 7x10° células/ml, Trichoderma harzianum IMI206040 4x108 esporas/mly T. harzianum IMI1206040 250 mg
de micelio/ semilla de papa. Cada uno de estos microorganismos se aplicé a suelo previamente tratado: suelo
solarizado, encalado, encalado-solarizado y un testigo absoluto. Los resultados mostraron que los mejores tra-
tamientos fueron el encalado + B. subtilis GV-3 y el solarizado + Bacillus sp. con 100% de proteccién.El testi-
go absoluto tuvo una incidencia de 31,25%.

Palabras clave: Rhizoctonia solani,Bacillus sp., Trichoderma harzianum, Control bioldgico, Solarizacién,Enca-
lado, Suelo.

ABSTRACT. Introduction of biological control agents of Rhizoctonia solani to solarized or limed soil in
greenhouse conditions. Solarization and liming methods, as pre-treatments of soil for the introduction of
biological control agents of R.solani K.(AG-3),are described. The control agents evaluated were:a suspension
of 3 x 107 cells/ml of Bacillus sp, 1.4 x 107 cells/ml of B. subtilis GV-3,7 x 10° cells/ml of B.subtilis (Kodiak HB),
4 x 108 spores/ml of Trichoderma harzianum IMI1206040 and 250 mg of T. harzianum IMI206040 mycelia/potato
seed. Each of these microorganisms was applied to soil previously treated: solarized, limed and lime-solarized
soil and an absolute control. The results indicated that the best treatments were liming + B. subtilis GV-3 and
solarization + Bacillus sp., with 100% protection. The incidence of R. solani AG-3 in the absolute control was
31.25%.
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Soil.

Introduccion

La enfermedad conocida como costra negra de la pa-
pa, es causada por el hongo Rhizoctonia solani Kithn
(teleomorfo: Tanatephorus cucumeris Frank & Donk).
Este patdgeno esta presente en todas las areas pro-
ductoras de papa, provoca cincer de tallo y estoldn,
asi como costras sobre los tubérculos (Hooker 1986),
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ademads reduce la emergencia de los brotes, el vigor
de la planta y frecuentemente, los tubérculos infecta-
dos se agrietan o se deforman (Powelson et al. 1993).
P. solani también puede causar lesiones en el tallo en
mas del 90% de las plantas y reducir significativamen-
te el rendimiento hasta en un 31,5% (Carling et al.
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1989) asi como la gravedad especifica de los tubércu-
los (Banville 1989).

Los aislamientos de R. solani en papa, general-
mente se han identificado como miembros del grupo
de anastomosis 3 (AG-3) (Bandy et al. 1988, Carling y
Leiner 1986, Otrysko et al. 1985); sin embargo, otros
grupos de anastomosis también se han aislado de dife-
rentes partes de la planta,incluyendo tallos, estolones,
raices, esclerocios en tubérculos o en suelos donde re-
cientemente se cultivé papa y quedaron éstos como
in6culo (Carling et al. 1989). En algunas regiones pro-
ductoras de papa de México (Saltillo, Le6n y Toluca)
se han aislado ademas del AG-3, el AG-2,AG-4, AG-5
yAG-7 (Alonso et al. 1994, Virgen et al. 1996a,Carling
et al. 1998).En la mayoria de las regiones productoras
de papa de México, el uso de fungicidas constituye la
préctica mds comun para el control de este patégeno;
sin embargo, los resultados han sido muy variables de-
bido, posiblemente, a que los grupos de anastomosis
de R.solani muestran diferente sensibilidad a fungici-
das (Kataria et al. 1991).

También se han utilizado otras practicas para el
manejo de este patégeno, como son la seleccién de se-
milla,destruccion de los residuos, rotacion de cultivos,
manejo del agua y uso de fertilizantes (Lucas et al.
1985), asi como el uso de cal (6xido de calcio) (El en-
calado de... 1966). Otros métodos, tales como el con-
trol bioldgico y la solarizacién del suelo fueron desa-
rrollados a mediados de este siglo, y su finalidad
también es la reduccién de la incidencia de enferme-
dades del suelo. La solarizacién se ha usado como un
método de desinfeccion de suelo para reducir pobla-
ciones de patdgenos, malezas y artrépodos (Katan et
al. 1976). El proceso baésico de la solarizacion involu-
cra el calentamiento del suelo, usualmente entre 36 a
50°C en los primeros 30 cm de profundidad (Katan
1987). En afios recientes, se han incrementado los es-
tudios sobre control biolégico de R. solani. Algunos
de los micoparasitos que han mostrado eficiencia en
la reduccién de la incidencia de hongos son
Verticillium biguttatum (Boogert y Velvis 1992),
Trichoderma harzianum, T. viridae, T. hamatum y
Gliocadium virens (Beagle-Ristaino y Papavizas 1985)
Ademas Bacillus subtilis RB14 ha mostrado inhibi-
cién in vitro a R. solani en plantulas de tomate (Asa-
ka y Shoda 1996).En papa, se ha evaluado también la
eficacia de algunos agentes de control biolégico de R.
solani en condiciones de campo (Virgen et al. 1996a).
Sin embargo, el empleo de la cal y la solarizacién, han
sido poco estudiados como pre tratamiento de suelo
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para la introduccién de agentes de control bioldgico,
la primera basicamente por modificacién del pH. Se
ha considerado que el pH favorable a Rhizoctonia y
Trichoderma es en promedio de 5,5, mientras que pa-
ra Bacillus es de 6,5 - 7,0 y la papa crece mejor en un
pH ligeramente 4cido (6,0 - 6,5).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto del encalado del suelo y la solarizacién,asi como
la eficacia de algunos agentes de control bioldgico para
la supresion de R.solani en condiciones de invernadero.

Materiales y métodos

Caracteristicas del suelo. El suelo utilizado en este es-
tudio fue de tipo vertisol (pardo oscuro) con un pH de
6,5, densidad de 1,2 mg/L, contenido de materia orga-
nica de 1,75 mg/L,tomado de un campo cultivado con
papa,donde la incidencia de R.solani era alta. El sue-
lo se colocd en una bandeja de 3 x 2 x 0,2 m.
Incremento del inéculo del suelo. R. solani AG-3 se
aisl6 de tallos y tubérculos de papa.Para el incremen-
to del inéculo del suelo se uso la técnica descrita por
Carling y Leiner (1990).La semilla-tubérculo de papa
fue sembrada en la bandeja, con un espaciamiento de
20 cm entre semillas y una profundidad de 10 cm. Pa-
ra cada planta, 15 dias después de la siembra, se colo-
caron cerca de los brotes, 12 discos de 1 cm de diame-
tro, tomados de un medio de cultivo donde R. solani
crecio durante cuatro dias, con la finalidad de inducir
cancer de tallo. Un mes después de la siembra, las
plantas se cosecharon y se cuantifico el indice de la
enfermedad en tallos (severidad) usando la escala
propuesta por Carling y Leiner (1990); el tejido afec-
tado de los tallos de papa se cortd y se coloco en la
bandeja. Posteriormente, el suelo se homogenizé para
mezclarlo con el indculo presente en los tallos.
Testigos. En una bandeja el suelo fue dividido en cua-
tro secciones. Se adicion6 cal Bertran (hidréxido de
calcio, la cual tiene un pH de 11,5 en solucién) en una
proporcion de 30 t/ha en dos de las secciones. Una de
estas secciones se cubrid con pléstico transparente de
2 micras, de las dos secciones restantes también una de
ellas se cubri6 con plastico. Las secciones con pldstico
permanecieron cubiertas durante 35 dias, periodo du-
rante el cual se midid la temperatura cada cuatro dias
con un intervalo de 15 dias entre la segunda y tercera
mediciéon. El pH se midi6 a diferentes intervalos de
tiempo por un periodo de 35 dias. Después de este pe-
riodo se retird el pléstico y se llenaron macetas de
pléstico con estos suelos (solarizado, encalado, encala-
do-solarizado y testigo absoluto).



Inoculacion de los antagonistas. Los antagonistas a
R. solani se inocularon cuando las semillas de papa
fueron sembradas en las macetas. Se utilizaron tres
aislamientos de Bacillus: B. subtilis GV-3, Bacillus
sp. y B. subtilis (KodiakMR), asi como T. harzianum
IMI 206040 en forma de micelio y de esporas. Los
aislamientos bacterianos y 7. harzianum fueron ino-
culados a los tubérculos-semilla, por inmersién de
éstas en una suspensién con diferentes concentra-
ciones de los antagonistas. Posteriormente, los tu-
bérculos se sembraron segin los diferentes trata-
mientos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tratamientos utilizados en la prueba de control de
R. solani.

Encalado y Concentracion
sin encalar (cel/ml/semilla)
B. subtilis (KodiakMR) 7,0 x 10°
B. subtilis AG-3 1,4 x 107
Suelo solarizado Bacillus sp. 3,0x 107
T. harzianum 4,0 x 108
(esporas)
T. harzianum 250 mg/semilla
(micelio)
Testigo
B. subtilis (KodiakMR) 7,0 x 106
B. subtilis AG-3 1,4x 107
Suelo no solarizado Bacillus sp. 3,0 x 107
T. harzianum 4,0 x 108
(esporas)
T. harzianum 250 mg/semilla
(micelio)
Testigo

Analisis de datos. Los datos se analizaron midiendo la
magnitud de la incidencia de dafio (severidad) en ta-
llos (Carling y Leiner 1990).El experimento se realiz6
en condiciones de invernadero y un disefio completa-
mente al azar, en arreglo factorial 4 x 6 con 10 repeti-
ciones por tratamiento. La separacién de medias se
hizo mediante la prueba de Tukey. Los datos se trans-
formaron con una escala inversa al porcentaje de pro-
teccién (100% de proteccion = 0% de dafio).

Resultados

Incremento de temperatura y pH del suelo. La tempe-
ratura se incrementd en un promedio de 10 a 15 gra-
dos en el suelo cubierto con plastico (Fig. 1),la tempe-
ratura fue menor en los tratamientos en los cuales se
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utilizé cal,tanto en suelo solarizado como no solariza-
do. Con respecto al pH del suelo, este se increment6
en los primeros dias después de la aplicacion de la cal;
determindndose un comportamiento semejante entre
el suelo solarizado y el no solarizado (Fig. 2).Se obser-
v6 un incremento del pH hasta 11 en un dia, debido a
la fuente de cal (hidréoxido de calcio) que tiene un pH
de 11,5 que al aplicarse al suelo dié un valor de 11,pe-
ro como se aprecia aproximadamente 20 dias después
de encalado (tanto suelo solarizado y no solarizado) el
pH tendid a ser constante; sin embargo, siempre fue
mayor en el suelo donde se utilizoé cal.
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Figura 1. Temperatura del suelo durante 32 dias (mayo 13 -
junio 14) previos a la introduccion de agentes de
control bioldgico.

Testigo en condiciones de invernadero. El indice de da-
o (severidad) causado por R. solani, 45 dias después
de la siembra fue de 31,25% en el testigo,los antagonis-
tas B. subtilis GV-3 junto con Bacillus sp. tuvieron un
100% de control sobre R. solani. B. subtilis GV-3 tuvo
un mejor efecto en suelo encalado, mientras que
Bacillus sp. fue mejor en suelo solarizado; no obstante,
B. subtilis GV-3 alcanz6 una proteccién de 97,9 en sue-
lo solarizado. T. harzianum IMI1206040 inoculado en
forma de esporas dié una proteccion de 98,75% en sue-
lo solarizado, no asi donde se inoculd en suelo encala-
do (59,46% de proteccién).Se observa que la eficiencia
de T. harzianum 1IMI206040 se reduce considerable-
mente en suelo encalado,tanto en esporas como mice-
lio, siendo la proteccion menor que la del testigo. El
efecto de los otros antagonistas en los diferentes trata-
mientos de suelo se muestran en el Cuadro 2.



Cuadro 2. Porcentaje (%) de proteccion contra R. solani (AG-3) por diferentes microorganismos de control bioldgico introduci-

dos al suelo, después del encalado o la solarizacién del suelo.

Tratamiento Encalado (%) Solarizacion (%) Encalado+Solarizacion (%) Control
B.subtilis AG-3 100,00a* 97,91a 93,75ab 81,66abcd
B.subtilis KodiakMR 87,41abc 92,5abc 95,00abc 97,50a

B. subtilis sp. 90,16abc 100,00a 82,83abcd 73,16bcde
T . harzianum (espora) 59,46de 98,75a 95,12ab 52,83e

T. harzianum (micelio) 17,95f 95,83ab 94,00ab 86,16abc
Suelo solo 87,25abc 92,50abc 95,00ab 68,75cde

* Tukey (p = 0, 05)
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Figura 2. Cambios en el pH del suelo durante 35 dias (ma-
yo 7-junio 12) previos a la introduccion de los
agentes de control bioldgico.

Discusion

T. harzianum IMI1206040, parece no establecerse efi-
cientemente en suelo encalado, posiblemente por el
efecto del incremento del pH en el suelo, lo cual pue-
de afectar el desarrollo del hongo, debido a que se ha
determinado que el pH bajo mejora la propagacién de
varias especies de Trichoderma (Chet 1987).Lo ante-
rior, también coincide con lo informado por Chet y
Baker (1981) quienes mencionan que, en un suelo de
Colombia con pH de 5,1, encontraron una densidad
de propagulos de Trichoderma de 8 X 10%/g de suelo,
mientras que en Fort Collins en un suelo con pH de
8,1 la densidad fue de 10%g de suelo. EIl género
Bacillus muestra mayor capacidad de adaptacion a va-
lores altos de pH,dado que puede crecer hasta pH de
8,5,y mantenerse latente en forma de esporas en valo-
res mayores (Holt et al. 1984). Ademas este mismo au-
tor sefiala que este género tiene mejor adaptacion a
temperaturas altas, caracteristicas que pueden permi-
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tir una mejor adaptacién y un mayor efecto en la pro-
teccion contra R.solani,bajo esas condiciones.No obs-
tante, T. harzianum IMI206040 mostré un excelente
efecto cuando se inocul6 en suelo solarizado, quizas
debido a la reducciéon de microorganismos nativos y a
una mayor oportunidad de colonizar rdpidamente el
suelo para ejercer un buen efecto de control. B. subtilis
(KodiakMR) mostr6 un efecto aceptable en la protec-
cién de papa contra R. solani (97,5%); sin embargo,
factores como la cal y la solarizacién afectaron en
cierta medida su potencial de control. En condiciones
de campo esta cepa ha mostrado un efecto intermedio
de control sobre R. solani al compararse con otras al-
ternativas (Virgen et al. 1996b).

B. subtilis GV-3 parece presentar una gran adap-
tacion a los factores estudiados, que le favorecen con-
siderablemente en el control sobre R. solani; estos re-
sultados sugieren que existe una reduccién de
microorganismos nativos por efecto de la solarizacion,
lo cual concuerda con los resultados de Katan (1987)
en suelo hiimedo, donde la solarizacién promueve la
actividad biolégica y mejora el control de los fitopato-
genos. En esta investigacion, permiti6 el rapido esta-
blecimiento de la cepa (B. subtilis GV-3),1a cual pue-
de considerarse como una buena alternativa de
control de R. solani y con posibilidades de usarse en
condiciones de campo. Estos tratamientos del suelo
pueden permitir la introduccién de microorganismos
antagdnicos a patdgenos del suelo. Por otra parte,
Bacillus sp. muestra un porcentaje considerable de
control en los diferentes suelos, excepto en el suelo
testigo, siendo estadisticamente diferente a B. subtilis
(KodiakMR) y a B. subtilis GV-3.

Por otra parte se observa que la solarizacién y el
encalado del suelo son tan efectivos como los mi-
croorganismos, tanto en tratamientos solos como
combinados;sin embargo, el efecto de control se ve in-
crementado cuando se combinan estos tratamientos



de suelo con el uso de los microorganismos. Asi mis-
mo el testigo (31,25% de daiio), T. harzianum (espo-
ras) y Bacillus sp. son los tratamientos con mayor inci-
dencia de R. solani.

Conclusiones
La modificacién del pH (hasta 8,5) mejoré la accion
de Bacillus y tuvo un efecto detrimente sobre
Trichoderma.

La solarizacién potencia la accién de los organis-
mos de control bioldgico por la reduccién de los mi-
croorganismos nativos en el sustrato donde se aplican.

La solarizacion y encalado solo o combinados son
tan efectivos como los microorganismos.

B. subtilis AG-3 tiene el mejor efecto de control
en suelo encalado y solarizado
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