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l. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum) es un cultivo muy afectado por plagas y enfermedades.
Entre las enfermedades de mayor impacto, el tizén tardio o lancha causado por el hongo
Phytophthora infestans, se considera como el principal limitante en la produccién de

este cultivo ya que reduce los rendimientos significativamente (Solérzano, 2002).

El tizén tardio esta presente en casi todas las regiones paperas, especialmente en zonas
de clima himedo y frio. Las condiciones ideales para su reproduccion y patogenicidad
son 80% de humedad relativa y una temperatura entre 15 y 22 °C, pudiendo destruir

totalmente la plantacion en poco tiempo (Escalante, 2004).

Segun Roman (2002), el principal método de control de P. infestans es mediante el
empleo de fungicidas sistémicos como Dimetomorf, Metalaxil + Mancozeb, en dosis de
1.5 a 2 kg ha™. Por tal razén la agresividad de este hongo afecta negativamente la
rentabilidad del cultivo al depender en gran parte de la aplicacion de fungicidas y del
uso de variedades con resistencia de campo. En este sentido, los productores de papa
deben buscar alternativas de produccién que permitan producir competitiva y

sosteniblemente.

El control biolégico de enfermedades con agentes microbianos como hongos y bacterias
es una de estas alternativas sostenibles ya que no solo disminuye el uso de agroquimicos
(reduciendo los costos), sino que se puede manejar el cultivo con buena produccion,
reducir la incidencia de la enfermedad y a la vez asegurar la salud de aquellos que

trabajan en las plantaciones.



De los agentes microbianos mas estudiados por su impacto positivo en el control de
enfermedades el género Trichoderma tienen efectos significativos en la reduccion de
enfermedades fungosas y una importante accién cuando se realiza su aplicacion de
forma preventiva al suelo (Gomero, 2004). Trichoderma es un hongo que habita
naturalmente en el suelo por lo tanto es un antagonista muy eficiente que parasita a
hongos fitopatdgenos del suelo y controla diversas enfermedades causadas por ellos

(Rodriguez, 2002).

En los ultimos afios, con el avance en la tecnologia de manejo y conservacion de
microorganismos benéficos como Trichoderma, se han disefiado estrategias de
produccidén masiva, crioconservacion y liofilizacion dirigidas a explotar el potencial de

biocontrol a largo plazo y en forma de biopesticidas agricolas.

Considerando estudios previos en el uso de Trichoderma como agente de biocontrol, en
esta investigacion se realizaron pruebas de eficiencia in vitro y bajo invernadero de
cepas de Trichoderma spp. para determinar su control sobre Phytophthora infestans en
el cultivo de papa Solanum tuberosum, para establecer un banco de microorganismos
benéficos. Esta informacidn resulta muy importante y fundamental para fijar establecer

nuevas estrategias de control y manejo de la enfermedad.

La primera fase de esta investigacion se realiz6 en el Centro de Investigaciones de la
Escuela Politécnica del Ejército — Carrera de Ciencias Agropecuarias IASA 1, se usaron
cepas aisladas del suelo de importantes zonas paperas del pais como: Carchi, Pichincha

y Tungurahua. Estos aislamientos fueron purificados y caracterizados, para cuantificar



su antagonismo in vitro contra Phytophthora infestans. En una segunda fase se
determind el antagonismo de estos aislamientos en plantas de papa crecidas en macetas

en un invernadero ubicado en la parroquia de Izamba, provincia de Tungurahua.

Finalmente se procedié a conservar las cepas eficientes en el control de Phytophthora
infestans, mediante liofilizacion actividad que se realiz6 en el Laboratorio de Control
Bioldgico del Centro de Investigaciones del Departamento de Ciencias de la vida,

Carrera de Ciencias Agropecuarias de la Escuela Politécnica del Ejército.



I1.  OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GENERAL

Realizar pruebas de eficiencia in vitro y bajo invernadero de cepas de Trichoderma spp.

para el control de Phytophthora infestans en el cultivo de papa Solanum tuberosum.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Aislar cepas de Trichoderma spp. potencialmente eficientes para el control de

Phytophthora infestans.

- Realizar pruebas in vitro y bajo invernadero de cepas eficientes de Trichoderma spp.

para el control de Phytophthora infestans.

- Determinar métodos de conservacion de cepas de Trichoderma para el establecimiento
de un banco de microorganismos benéficos que controlen el tizon tardio de la papa

Phytophthora infestans.



I1l. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1.LA PAPA

3.1.1. Generalidades

3.1.1.1.0rigen y distribucién geografica

La papa (Solanum tuberosum) se origind hace unos 8000 afios en las montafias de los
Andes. La mayor diversidad genética de papa (Solanum tuberosum L.) silvestre y
cultivada se encuentra en las tierras altas de los Andes de América del Sur. Luego de la
conquista fue llevada a Europa por los espafioles en el siglo XVI. Este tubérculo se
adaptd con rapidez a condiciones ambientales diferentes a su centro de origen y pronto
se convirtié en alimento basico en una época de acelerado crecimiento demografico

(FAO, 2006).

El centro de domesticacion del cultivo se encuentra en los alrededores del lago Titicaca,
cerca de la frontera actual entre Pert y Bolivia (Pumisacho y Sherwood, 2002). Desde
su domesticacién generaciones de campesinos han manejado el recurso, con la creacion

de 5500 variedades.

A nivel mundial, los paises con mayor extensién de este cultivo son China (3.5 millones
de ha), la Federacion Rusa (3.4 millones de ha), Ucrania (1.6 millones ha), Polonia (1.4
millones ha) y la India (1.1 millones de ha). En la actualidad se producen papas en una

superficie estimada de 180000 km?, desde la planicie de Yunnan en China y las tierras



bajas subtropicales de la India, hasta las montafias ecuatoriales de Java y las estepas de
Ucrania (FAO, 2006). En América Latina, a pesar de ser su centro de origen, solo se
cultivan alrededor de 1.1 millones de hectareas de papa cada afio, de las cuales el

Ecuador cultiva aproximadamente 50000 ha (Pumisacho y Sherwood, 2002).

En el Ecuador el cultivo de la papa se distribuye en las zonas geogréaficas norte, centro y
sur de los pisos interandinos y subandinos. En general el cultivo de papa en el pais se
desarrolla en terrenos irregulares, en laderas hasta con mas de 45 % de pendiente y en
un rango de altitud de 2400 a 3800 msnm. En la Zona Norte estan Carchi e Imbabura,
esta zona tiene la mayor produccion de papa por area a nivel nacional. Su rendimiento
es 21.7 t ha™ en promedio. En la Zona Centro estan Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua,
Chimborazo y Bolivar; Chimborazo es la provincia con mayor superficie dedicada al
cultivo a nivel nacional En la Zona Sur estan Cafar, Azuay y Loja; Cafar es la
provincia mas papicultora, pero su produccion esta entre las mas bajas del pais (8 a 10 t

ha™) (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Durante el afio 2006 el volumen de produccion fue de 404276 tm, las provincias de
Carchi, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo, aportaron con el 83% a esta

produccién (SICA, 2006).

3.1.1.2.Importancia Econémica en Ecuador

La papa es la principal fuente de alimento para los habitantes de las zonas altas del pais,

con un consumo anual per capita que fluctta entre las ciudades: 122 Kg en Quito, 80 Kg

en Cuenca y 50 Kg en Guayaquil. El 90 % de papa a nivel nacional se consume en



estado fresco. Los usos industriales son variados: papas fritas, congeladas, prefritas y

enlatadas (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Entre el 2000 y 2006 la gran demanda de la industria de comida réapida, cadenas de
restaurantes y hoteles, impulsaron las importaciones de papa precocida y prefrita en
una tasa de crecimiento de 533 %; y entre el 2005 y 2006 estas crecieron en 2.62 %. Las
importaciones totales en el 2006 alcanzaron un volumen de 5630.53 tm por un valor de
USD 5120 millones, lo cual frente a la produccién nacional representa el 1.39 %.
Mientras, las exportaciones de papa sumaron 42 tm por un valor FOB de 37 mil USD, a

EEUU, Cuba y Espafia (SICA, 2006).

3.1.2. Biologiay Taxonomia

3.1.2.1.Descripcion Botanica

La papa pertenece a la familia SOLANACEAE. Las especies cultivadas son las
tetraploides (2n=48) que pertenecen a las especies Solanum tuberosum y Solanum
andigenum. La especie Solanum tuberosum es la papa generalmente de forma alargada,
piel lisa, ojos superficiales y estolones cortos; y, la especie Solanum andigenum es de

dias largos, ciclo tardio, de forma redonda y ojos profundos (Roman, 2002).

Solanum tuberosum es una planta anual, de tallo erecto, que puede medir hasta 1m de
altura. Sus hojas son compuestas, con 7 foliolos de forma lanceolada. Las flores tienen
forma de estrella y sus pétalos estan fusionados, su color puede ser blanco, rosado o

violeta. Su fruto es una baya verde, de forma semejante a un tomate pero mucho mas


http://es.wikipedia.org/wiki/Tallo
http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
http://es.wikipedia.org/wiki/Foliolo
http://es.wikipedia.org/wiki/Flor
http://es.wikipedia.org/wiki/Pétalo
http://es.wikipedia.org/wiki/Baya
http://es.wikipedia.org/wiki/Tomate

pequefio, contiene en su interior unas 400 semillas. La parte que se consume es el
tubérculo, sobre su superficie existen ojos, hundimientos para resguardar las yemas

vegetativas que originan los tallos (Wikimedia Foundation, 2007).

Flor
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Tubérculos

/
. 4(
Tubérculo madre -— ———— VB ICES

Figura 3.1.2.1.1. Anatomia de la planta de papa (Roman, 2002)
3.1.2.2.Clasificacion Taxonomica

Segun lo revisado por Pumisacho y Sherwood (2002) la papa posee las siguientes
categorias taxondmicas:

Familia: SOLANACEAE

Género: Solanum

Subgénero: Potatoe

Serie: Tuberosa

Especie: tuberosum


http://es.wikipedia.org/wiki/Tubérculo

3.1.2.3.Fenologia de la Papa

Segln Roman (2002), existen diferentes etapas fenoldgicas:

Dormancia o reposo: periodo que transcurre entre la cosecha y la brotacion. Para el
tubérculo semilla esta etapa dura 2-3 meses, y para la semilla sexual 4 a 6 meses. La
dormancia puede ser rota o inducida por heridas por alguna enfermedad en el tubérculo

0 por tratamiento quimico utilizando el acido giberélico en dosis de 1 a 5 ppm.

Brotacion: ocurre cuando comienzan a emerger las yemas de los tubérculos, dura 2 a 3
meses, luego la papa estd apta para sembrarse, los tubérculos deben presentar por lo

menos 3 brotes cortos y fuertes, y tener una longitud de 0.5a 1 cm.

Emergencia: Los brotes emergen luego de 10 a 12 dias en tubérculos, y de 8 a 10 dias

en semilla sexual.

Tuberizacion y floracion: la floracion es sefial de que la papa comienza a emitir
estolones o que inicia la tuberizacion. En variedades precoces ocurre a los 30 dias
después de la siembra, en variedades intermedias entre los 35 a 45 dias, v, en las tardias

entre 50 a 60 dias.

Desarrollo de los tubérculos: los tubérculos alcanzan la madurez fisioldgica a los 75

dias en variedades precoces, 90 dias para intermedias y 120 dias para variedades tardias.
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3.1.2.4.Manejo del Cultivo de Papa

a) Requerimientos Climaticos y Edéaficos

Segln Roman (2002) los factores importantes para el cultivo de papa son:

Temperatura: Requiere temperaturas entre 15 a 20 °C para su tuberizacion (formacién
de tubérculos) y crecimiento. La papa es considerada una planta termoperiddica, lo que
significa que es necesario una variacion, entre la temperatura diurna y la nocturna, de

por lo menos 10 °C.

Horas luz: Se comporta mejor con periodos de 8 a 12 horas luz. La luminosidad que
reciben las plantas ayuda a la formacion de los diferentes tipos de azlcares que pasan a

formar parte de los tubérculos.

Precipitacion: La requerida es de 600 mm, distribuida en todo su ciclo vegetativo; las

mayores demandas se dan en las etapas de germinacion y crecimiento de los tubérculos.

Altitud: La ideal se encuentra entre los 1500 a 2500 msnm.

Suelos: Los mejores suelos son los francos, franco-arenosos, franco-limosos y franco-

arcillosos, de textura liviana, con buen drenaje y con una profundidad efectiva mayor de

los 0.50 m.
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b) Preparacion del Suelo

La preparacion del terreno debe hacerse con la mayor anticipacion posible a la siembra,
con la finalidad de favorecer la descomposicién de los residuos de la cosecha anterior e
inducir la germinacién anticipada de las malezas, para su buen control al momento de la

siembra (Roman, 2002).

En el Ecuador, la mayoria de los agricultores practican un sistema de labranza que
invierte y remueve los primeros 30 cm de superficie. Por lo general, este trabajo se

realiza en forma manual o con la ayuda de un arado (Pumisacho y Sherwood, 2002).

c) Semillay siembra

La papa es reproducida en forma vegetativa a través de tubérculo-semilla. Después de
varios ciclos de uso, la misma semilla pierde su capacidad productiva por lo que se
suele renovar periédicamente con semilla certificada o de buena calidad (Pumisacho y

Sherwood, 2002).

La densidad de siembra en un cultivo se expresa como el nimero de plantas por unidad
de area. En el caso de la papa, cada planta que proviene de un tubérculo forma un
conjunto de tallos. Cada tallo se comporta como una planta individual, por lo que la
densidad de tallos por metro cuadrado influye directamente sobre la cantidad de
tubérculos que pueden alcanzar un tamafio comercial. Como resultado, la densidad
efectiva de una parcela de papa equivale a la densidad de plantas multiplicada por el

namero de tallos por planta (Roman, 2002).
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d) Riego

El cultivo de la papa prospera satisfactoriamente en lugares donde hay abundancia de
lluvia o disponibilidad de agua para riego, ya que el sistema radical efectivo de la papa
se encuentra entre los 0.20 a 0.60 m de profundidad. Las modalidades de riego
utilizadas para este cultivo son: por gravedad y por aspersion. La papa es relativamente
sensible a los déficit de agua, por lo que ésta no debe agotarse méas de un 30 a 35% del

total disponible (Roman, 2002).

e) Labores Culturales

Segun Pumisacho y Sherwood (2002) en el pais, las principales practicas culturales son
retape usado entre los 15 y 21 dias despues de la siembra para incorporar el fertilizante
complementario y para el control mecanico de malezas; rascadillo se realiza 30 o0 35
dias después de la siembra y consiste en remover superficialmente el suelo; medio
aporque y aporque se debe realizar entre 50 a 60 dias y los 70 a 80 dias respectivamente

y consiste en arrimar tierra a las plantas dejando camellones bien formados.

f) Cosecha

Es recomendable tomar en cuenta el uso eventual de la cosecha. Para el mercado fresco
los tres factores importantes son tamafio, forma y apariencia del tubérculo. Si el uso del
cultivo no es el mercado fresco, se debe realizar la cosecha cuando los tubérculos
alcancen las caracteristicas necesarias de tamafio y contenido de azUcares. Los

tubérculos cosechados deben ser retirados rapidamente del terreno con el objeto de
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exponerlos lo menos posible a dafos ocasionados por el ambiente, plagas vy

enfermedades (Pumisacho y Sherwood, 2002).

3.1.2.5.Principales Variedades en Ecuador

Segun Pumisacho y Sherwood (2002) cada zona del pais produce distintas variedades
de papa que pueden ser clasificadas en dos grupos: nativas y mejoradas. Las primeras
corresponden a cultivares locales que han sido sometidos a un proceso de seleccion
empirica a través de miles de afios por parte de los agricultores y presion de la
naturaleza. Las variedades mejoradas son el resultado de una seleccion metodica
realizada por investigadores con materiales nativos y exoticos. Entre las variedades
cultivadas en el Ecuador, encontramos representantes de S. tuberosum y S. phureja.

(cuadro 3.1.2.5.1)

Las principales variedades cultivadas preferentemente en el pais por zonas son: en la
zona Norte Superchola, Gabriela, Esperanza, Roja, Fripapa y Maria; en la zona
Centro Gabriela, Esperanza Maria, Frypapa Uvilla y Leona Blanca; y en la zona Sur

Bolona, Esperanza, Gabriela y Jubalefia (SICA, 2002).
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Cuadro 3.1.2.5.1. Principales caracteristicas de las variedades

mejoradas de papa Superchola y Fripapa

0jos, pulpa amarilla palida sin
pigmentacion y ojos superficiales.

CARACTERISTICAS SUPERCHOLA FRIPAPA
Subespecie Andigena tuberosum x andigena
Zona reatl:l?irgjedndada y Norte y Centro, 2800 a 3600 msnm Norte, 2800 a 3500 msnm
Frondoso; desarrollo rapido; tallos | Tamafio mediano, color verde
Follaje robustos y fuertes; hojas medianas | llamativo, cuatro tallos, hojas
que cubren bien el terreno. compuestas y numerosas.
Tubérculos medianos de forma Relativamente grandes, de
eliptica a ovalada; piel rosada y forma oblonga; piel de color
Tubérculo lisa, con crema alrededor de los

rosado intenso, sin color
secundario; pulpa amarilla y
0jos superficiales.

Maduracién a 3.000

m de altitud Semitardia (180 dias) Semitardia (180 dias)
Rendlml_ento 30 tha 17 tha
Potencial

Reaccion a enfermedades

Susceptible a la lancha
(Phytophthora infestans),
medianamente resistente a la roya
(Puccinia pittieriana) y tolerante al
nematodo del quiste de la papa
(Globodera pallida).

Resistente a la lancha
(Phytophthora infestans),
medianamente susceptible a
la roya (Puccinia pittieriana)
y medianamente resistente a
la cenicilla (Oidium spp.).

3.2.TIZON TARDIO

3.2.1. Generalidades

3.2.1.1.Impacto y distribucion geografica

En Ecuador se cultiva anualmente bajo condiciones de temporal unas 55000 ha de papa.

El tizon tardio ataca desde la emergencia, la presencia constante de indculo, el ingreso

de un nuevo genotipo, y la susceptibilidad de los cultivares comerciales al patégeno,

obligan al productor pudiente econémicamente al uso intensivo de fungicidas (Oyarzun,

2001).
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No existen estadisticas generales de los efectos del tizon tardio en términos de dafios
econdmicos en el cultivo. De una muestra de 40 parcelas investigadas en el 2000 en las
provincias de Chimborazo y Bolivar, en el centro del pais, 12 parcelas fueron
abandonadas por causa de la enfermedad. En diferentes evaluaciones sobre incidencia y
severidad realizadas, la incidencia de tizon tardio en cultivos fue del orden del 30 %,
con severidades promedios de 5 %. Cabe notar que, en experimentos, realizados entre
1997 y 1999, el avance de la epidemia no pudo ser controlada, a niveles de accién de un

1 % de infeccidn, a pesar de repetidas aplicaciones de fungicidas (Oyarzun, 2001).

3.2.1.2. Taxonomia

Segun lo revisado por Jaramillo (2003) la clasificacion taxonomica de Phytophthora
infestans es la siguiente:

Reino: Cromista (Stramenophyle)

Phylum: Oomycota

Clase: Oomycete

Subclase: Peronosporomycetidae

Orden: Pythiales

Familia: Pythiaceae

Genero: Phytophthora

Especie: Phytophthora infestans
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3.2.1.3.Morfologia

a) Micelio

Son estructuras somaticas (talos) compuestas de filamentos, hialinos (hifas) ramificados
y cenociticos (no septados). El didmetro del micelio (5-8 um) es variable y depende de
la naturaleza fisica y quimica del medio y de si el micelio esta sobre la superficie aérea,
sumergido o dentro de las células hospederas. ElI micelio raras veces crece
simétricamente. Las hifas se ramifican en angulos aproximados de 90 grados y algunas

veces se constrifien en la base. (Jaramillo, 2003)

b) Esporangiosy zoosporas

Los esporangios son esporas asexuales que se reproducen sobre pedunculos Ilamados
esporangioforos, su desarrollo es indeterminado y se ramifican simpodialmente, lo cual
es propio de Phytophthora infestans. Los esporangios de P. infestas son limoniformes y
miden entre 29x19 um a 59x31 pm. Presentan un engrosamiento apical sobre el
esporangio, denominado papila, de cuyo extremo emergen las zoosporas. La especie P.
infestans es semipapilada es decir con una cavidad superficial, cuyo poro es
generalmente estrecho (Jaramillo, 2003). Los esporangios germinan casi siempre por
medio de zoosporas a temperaturas menores a 12 0 15 °C, en tanto que por arriba de los
15 °C los esporangios germinan directamente produciendo un tubo germinal. Cada uno

de los esporangios produce de 3 a 8 zoosporas (Agrios, 1995).
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La zoospora esta conformada por el kinetosoma (cuerpo basal de la zoospora), la zona
de transicion que une el flagelo con el kinetosoma, y el sistema de microtubulo, que
permite anclar el flagelo a la zoospora. Los anclajes (como raicillas) de los flagelos de
P. infestnas, son significativamente diferentes, pues solo tiene cinco raicillas, mientras
que otras especies tienen seis. Una de las raicillas de las zoosporas de P. infestans
contiene seis microtibulos en comparacidn con otras especies que solo presentan cuatro

(Jaramillo, 2003; Erwiny Ribeiro, 1996).

Los procesos sexuales involucran la produccion del oogonio y del anteridio, los cuales
surgen de las puntas del micelio que se contactan. En P. infestans el anteridio es

anfiginio, es decir que el oogonio crece sobre el anteridio (Jaramillo, 2003).

3.2.1.4.Epidemiologia y epifitiologia de P. infestans

a) Desarrollo de la Enfermedad

Los sintomas iniciales de P. infestans provienen del indculo primario, ubicado en el
tubérculo. El micelio se propaga hacia el tallo con mayor rapidez a nivel de la region
cortical, mas tarde se desarrolla entre las células medulares del tallo y llega a la
superficie del suelo. Cuando alcanza las partes aéreas de la planta produce
esporangioforos que emergen a través de los estomas de las hojas y del tallo y se
proyectan al aire (Agrios, 1995). El dafio avanza sistematicamente hasta alcanzar la base
de tallos los cuales se tornan de color negro. Los sintomas secundarios se ven en hojas y

brotes como manchas de color café a café parpura normalmente en los bordes o apices
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de las hojas, por el envés de ésta las manchas se cubren de un vello blanquecino

(Jaramillo, 2003).

La hojas y tallos de las variedades susceptibles son répidamente invadidas por el
patdégeno. En las variedades resistentes, las manchas necroticas crecen lentamente y el
hongo esporula poco, por lo que no llegan a morir. En las variedades inmunes, el hongo
penetra, pero debido a una reaccién de hipersensibilidad, las células infectadas mueren

y con ellas también perece el hongo (Jaramillo, 2003).

La segunda fase de la enfermedad o sea la infeccion de los tubérculos, se produce en el
terreno de cultivo durante tiempo humedo, cuando los esporangios son arrastrados de
las hojas y transportados hacia el suelo. Los tubérculos de papa que se localizan cerca
de la superficie del suelo son atacados por las zoosporas que han sido liberadas,

germinan, y penetran en ellos a traves de heridas o lenticelas. (Agrios, 1995).
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el

Figura 3.2.1.4.1. Ciclo de vida de Phytophthora infestans (Jaramillo, 2003)

b) Epifitologia

El desarrollo epidémico del tizon tardio depende en gran parte del efecto que tiene la
humedad y la temperatura sobre las distintas etapas del ciclo de vida del hongo. P.
infestans muestra una mayor esporulacion con niveles de humedad relativa del 100 % y
de temperatura 16 y 22 °C. Los esporangios pierden su viabilidad al cabo de 3 a 6 horas

a humedades relativas por debajo del 80 % (Agrios, 1995).

La germinacion de los esporangios sélo se produce cuando hay un cierto volumen de
agua sobre las hojas y, con una temperatura entre 10 y 15 °C. Una vez germinados, se
requiere un periodo entre 2 y 2 horas y media a una temperatura de 15 a 25 °C para que
se produzca la penetracion de los tubos germinales en los tejidos del hospedante.

Después de haber penetrado en los tejidos, el micelio del hongo se desarrolla,
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aumentando su rapidez a temperaturas entre 17 y 21 °C, también Optimas para que

pueda esporular (Agrios, 1995).

Las temperaturas mayores a los 30 °C inhiben el desarrollo del hongo en el campo pero
no lo destruyen, de ahi que pueda esporular de nuevo cuando la temperatura sea

favorable, pero si la humedad relativa es suficiente (Pumisacho y Sherwood, 2002)

c) Sintomas

Inicialmente la infeccion por P. infestans se manifiesta en pequefias manchas palidas o
verde oscuras de forma irregular que se expanden rapidamente, formando grandes
lesiones necroticas de color café oscuro. Es comun observar un halo que va del amarillo
al verde claro alrededor de la zona necrética de la lesion. Cuando hay suficiente
humedad en el envés de la hoja ocurre un crecimiento fungoso blanco de esporangios y
esporangioforos en los limites de la lesién. Las plantas infectadas despiden un olor
caracteristico muy similar al que provoca la quema quimica o una helada, como
resultado de la muerte rapida y descomposicién bacteriana del tejido (Pumisacho y

Sherwood, 2002).

En los tubérculos las lesiones son café purpureas, firmes, y relativamente superficiales,
si no hay invasion de bacterias u otros organos saprofitos. En general la cantidad de
tubérculos infectados es extremadamente baja en el pais (Jaramillo, 2003; Oyarzun,

2001).
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3.2.2. Control

3.2.2.1.Convencional — Problematica de productos quimicos

El tizén tardio de la papa se controla mediante el empleo de fungicidas quimicos. Casi
todos los cultivares actuales en el mundo dependen de la aplicacion de fungicidas para
el control del tizon tardio. Paralelamente, existen factores culturales y de mercado que
inciden en la preferencia de los productores para cultivar variedades muy susceptibles,

dependientes de repetidas aplicaciones de fungicidas (Mesen, 2001).

En el Ecuador, los fungicidas usados para el control del tizon tardio son muy costosos,
por ello su uso es antiecondmico. Aparte del costo economico que implica la utilizacion
de fungicidas, esta situacion afecta directamente la salud del productor y de su medio
ambiente. Paralelo a lo anterior en la mayoria de paises se ha estudiado en algin grado
la resistencia a fungicidas, encontrandose resistencia a Metalaxyl en Ecuador. Esta
situacion, plantea un problema serio para el inmediato futuro, debido a que los
agricultores contintan utilizando fundamentalmente la estrategia quimica, como medida

de control (Oyarzun, 2001; Nustez, 1998)

Segun Ortiz et al., (2001) el nimero de aplicaciones de fungicidas varia segun el lugar,
las condiciones agroecoldgicas predominantes y la orientacion del mercado. De las
provincias estudiadas en Ecuador, es en el Carchi donde se aplican fungicidas con
mayor frecuencia. La frecuencia en la aplicacion de fungicidas para el control de esta
enfermedad redunda en altos costos de produccién, contaminacion ambiental y en baja

competitividad. Por lo que se requieren précticas agricolas para un manejo integrado de
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la enfermedad. Estas précticas permitiran reducir el uso de agroquimicos, bajar costos

de produccion, proteger la salud humana y el medio ambiente (Mesen, 2001).

3.2.2.2.Mejoramiento

La resistencia genética de variedades permite la reduccion de las aplicaciones de

fungicidas, sin que se afecte de manera significativa la produccion (Jaramillo, 2003).

En los Gltimos 30 afios han ocurrido varios cambios en la composicion de cultivares en
el pais. Hasta mediados del siglo 20, la gran mayoria de los cultivares sembrados en el
pais eran nativos del grupo andigena, seleccionados por los agricultores a través de los
afios. Se trataba de cultivares adaptados a dia corto, tardios a extremadamente tardios,
bastante rasticos y en general muy sensibles a Phytophthora infestans. Entre 1995 a
2000 se liberan varios cultivares mejorados: Fripapa, Margarita, Rosita, Sta. Isabela,

Soledad Cariari Raymipapa, Suprema y Pan (Oyarzum, 2001).

La importancia relativa de los cultivares ha cambiado muchos desde 1966, cuando los
cultivares nativos eran muy importantes, pues los cultivares mejorados han aumentado
su importancia desde su liberacion y hoy en dia representan la mayoria de la superficie
sembrada. La mayoria de los cultivares liberados hasta el presente fueron seleccionados
por resistencia basada en uno o mas genes mayores. A través del mejoramiento con
enfoque participativo, se ha logrado establecer una red de productores, técnicos y
consumidores para la evaluacion de clones. Esto ha catalizado considerablemente la
actividad en mejoramiento y se cuenta con una decena de materiales con resistencia

general a tizon tardio, precoces y de calidad (Oyarzum, 2001).
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Segun Mendoza (1998) indica algunas ventajas del uso de variedades resistentes como:
la disminucion de la tasa de infeccion en hojas y tallo; permite un amplio rango de
fechas de siembra, se puede sembrar todo el afio; la frecuencia entre aplicacion y
aplicacion puede extenderse hasta 30 ¢ 40 dias; disminuye los costos de produccion por

el menor uso de fungicidas, por lo menos un 70% frente a las variedades susceptibles.

3.2.2.3.Manejo Integrado

La falta de estacionalidad del Ecuador, obliga a que el manejo integrado de
Phytophthora infestans se base en la integracion de medidas cuyo objetivo principal
debe ser la reduccion de la tasa de la epidemia. En términos de recomendacion al
productor, la estrategia utilizada reconoce resistencia genética y aplicaciones segun las

condiciones climaticas (Oyarzun, 2001).

Las préacticas culturales pueden servir para reducir la poblacion del patégeno, su
sobrevivencia, dispersion y reproduccion. La supervivencia de P. infestans se puede
reducir a través del uso de semilla sana, aporque efectivo y remocion de plantas
voluntarias infectadas o descarte de tubérculos infectados. La dispersion de P. infestans
a un nuevo campo se puede reducir sembrando en una época en que las condiciones
sean menos favorables para la enfermedad. La reproduccion de P. infestans se puede
reducir dramaticamente si se usan cultivares resistentes y fungicidas (Garret y Dendy,

2001).
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Pumisacho y Sherwood (2002) describen las siguientes alternativas de manejo:

Presiembra

Sanidad: eliminar toda fuente de indculo para retardar lo mas posible el inicio de la

enfermedad, ademas es muy importante la practica de eliminar plantas voluntarias.

Fertilizacién: Se recomienda una fertilizacion balanceada que permita el desarrollo
de los mecanismos naturales de defensa de la planta. Un alto uso de nitrogeno

contribuye a aumentar la severidad de la enfermedad.

Tratamiento de semilla: usar semilla sana para evitar focos extras de infeccion.

Ubicacién del campo: zonas con temperaturas promedio menores a 8 °C (sobre

3400 m) tienen menos problemas con esta enfermedad.

Durante el Cultivo

No se ha puesto a punto el sistema de alerta para el tizon en el pais, pero
actualmente se estan haciendo avances significativos en esta area. Existe una amplia
gama de fungicidas contra la lancha, estos deben ser aplicados en las dosis
recomendadas, sin mezclas a menos que lo recomiende la casa quimica. En el caso
de las variedades resistentes, no se debe dejar que la epidemia alcance mas del 0,5

% antes de intervenir.
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En las variedades susceptibles se procede asi: si hay lluvia o neblinas, iniciar con
una aplicacion cuando se haya alcanzado un 80 % de emergencia. De ser necesario,
proteger de cada cinco a ocho dias. Usar un sistémico si el protector no ha detenido

la enfermedad.

- Cosecha y Almacenamiento

Si existe una epidemia en la fase final del cultivo, es importante destruir el follaje
para evitar el foco de infeccién, sobre todo de los tubérculos al momento de la
cosecha. Si se guarda papa para semilla, ademéas de hacer una seleccion rigurosa al
momento de la cosecha, desinfectar y guardar en silos verdeadores. Es una buena
practica, antes de desinfectar, exponer los tubérculos al sol durante dos a tres dias.
Si se ha guardado papa, inspeccionar el lote almacenado por lo menos una vez cada

15 dias y descartar los tubérculos afectados.

La implementacion de planes de manejo integrado de Phytophthora infestans en
Ecuador es particularmente dificil por la estructura y el nivel socio-econdémico de la
produccién. Gran parte de la produccion se efectla en pequefias explotaciones con
parcelas fraccionadas y dispersas. Ademas el agricultor no busca manejar la enfermedad
sino curar el cultivo de todo factor nocivo, por ello mezcla fungicidas, insecticidas y aun
fertilizantes en una sola accion. Otro aspecto relevante es el escaso conocimiento

fitopatoldgico por parte del productor (Oyarzun, 2001).
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3.3.CONTROL BIOLOGICO MICROBIANO

3.3.1. Fundamentos de Control Biol6gico Microbiano

Segun Prieto (2004) se entiende por control biolégico microbiano a la utilizacion de
microorganismos antagonistas 0 sus metabolitos para el control de enfermedades,
entendiéndose por antagonistas, aquellos organismos que de forma natural interfieren en

la supervivencia o desarrollo de los pat6genos.

En las ultimas cuatro decadas el uso de los microorganismos ha sido clave en el
enfrentamiento y solucién de los graves problemas de la humanidad en la agricultura y
la alimentacion de los pueblos, en la salud animal y humana, en la basqueda de nuevas
fuentes de energia y en la conservacion del medio ambiente. Los microorganismos son
la fuente del material basico para el desarrollo de medicamentos farmacéuticos, agentes

bicontroladores en agricultura, cosméticos y productos industriales (Gonzéles, 2003)

El uso de microorganismos antagonistas de patdgenos requiere de estudios previos que
se inician con la seleccion de potenciales controladores de agentes fitopatdgenos, para
continuar con la identificacién de los mecanismos que utilizan para ejercer el control
biolégico y posteriormente desarrollar una formulacion que permita su producccion a
gran escala. Los procedimientos de aplicacion de los bioantagonistas también son

fundamentales para lograr los efectos de control deseados (Pérez, 2005).

Segun Prieto (2004) se entiende por agente microbiano de control biolégico (AMCB) a

aquellos agentes bioldgicos capaces de interferir en el proceso de la vida de los
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patdgenos vegetales, pueden ser hongos, bacterias, nematodes, etc. Pueden disminuir o
impedir la germinacién de los propagulos de los patégenos y causar la degradacion de
los micelios, inhibir el crecimiento y desarrollo de la biomasa del patégeno, por la
produccion de antibidticos o el entrelazamiento de las hifas, competir por alimento, por

espacio u oxigeno.

3.3.2. Evidencias de control biol6gico microbiano en el cultivo de papa

Varios intentos se han realizado por conseguir microorganismos para el control
biologico en el cultivo de papa, principalmente se han venido buscando cepas de

bacterias que demuestren actividad de antibiosis a P. infestans. (Jaramillo, 2003).

Beltran y Garcés (2005) indican que aunque no se logré disminuir la incidencia de
Rhizoctonia solani en el cultivo de papa, aislamientos seleccionados de Trichoderma
permitieron reducir el dafio en las plantas observando incluso mayor vigor, tallos
normales con abundante follaje y mejor crecimiento radical. De igual manera Rodriguez
(2002) indica que Bacillus al ser enfrentado a R. solani redujo el crecimiento micelial e
inhibié la formacion de esclerocios por antibiosis, siendo superado solamente por

Trichoderma.

Segun Loyola et al., (2006) la actividad antagonica de aislamientos de Pseudomonas sp.
y Trichoderma spp fue demostrada, sobre el desarrollo de la enfermedad causada por P.
infestans en hojas desprendidas y en plantas de papa bajo invernadero. Estos

antagonistas tienen potencial para su uso en ambientes controlados o en regiones de
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menor presion de la enfermedad, en combinacion con otras practicas de manejo para el

control del tizon tardio de la papa.

3.3.3. Mecanismos de accion e interacciones antagonista- patogeno.

Los mecanismos mostrados por microorganismos que tienen capacidad de biocontrol de
enfermedades vegetales, dependen de su naturaleza y caracteristicas bioquimicas y
celulares. Los antagonistas bacterianos utilizan principalmente la secrecién de
moléculas pequefias (antibidticos) que interfieren con la formacion de la pared celular
de los patogenos, secrecion y expresion de un numero importante de sideréforos para
ejercer su actividad biocontroladora. Los antagonistas fungicos pueden controlar el
desarrollo de fitopatdgenos a través de mecanismos semejantes a los que utilizan las
bacterias, y complementar con mecanismos adicionales de control como el
micoparasitismo, induccion de resistencia en la planta y tolerancia a estrés, competencia
por nutrientes y espacio, secrecion de inactivadores de los sistemas de infeccion del
patdgeno y de enzimas que hidrolizan a los componentes de las paredes celulares de los

patogenos (Perez, 2005).

Segun Prieto (2004) no es facil determinar con precision los mecanismos que
intervienen en las interacciones entre antagonistas y patdgenos, sobre la planta. En
general los antagonistas no tienen un unico modo de accion y la multiplicidad de modos

de accion es una caracteristica a seleccionar en un antagonista.

El mismo autor indica que se han descrito varios mecanismos de accion de los

antagonistas para controlar el desarrollo de patégenos, ellos son:
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Antibiosis: Se refiere a la produccion por parte de un microorganismo de sustancias
toxicas para otros microorganismos, las cuales actlan en bajas concentraciones
(menores a 10 ppm.). La antibiosis es el mecanismo de antagonismo entre

microorganismos mas estudiado.

Competencia: Se puede definir competencia como el desigual comportamiento de dos o
mas organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizacion del
mismo por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible para los demas. Un
factor esencial para que exista competencia es que haya escasez de un elemento, si hay
exceso no hay competencia. La competencia mas comun es por nutrientes, oxigeno o

espacio.

Interaccion directa con el patdgeno: Existen dos tipos de interacciones directas entre

los antagonistas y los patdgenos. Ellas son el parasitismo y la predacion.

- Parasitismo se refiere al hecho de que un microorganismo parasite a otro. Puede ser
definido como una simbiosis antagdnica entre organismos. El parasitismo consiste

en la utilizacion del patégeno como alimento por su antagonista.

- Prelacion se refiere a que el antagonista se alimenta de materia organica entre la
cual ocasionalmente se encuentra el patdgeno. No ha sido un mecanismo de accion

muy importante en el desarrollo de agentes de biocontrol.
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3.3.4. Trichoderma spp.

Trichoderma es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se encuentra de manera
natural en un nimero importante de suelos agricolas y otros tipos de medios. Pertenece
a la subdivision Deuteromycete que se caracterizan por no poseer, 0 no presentar un
estado sexual determinado. De este microorganismo existen mas de 30 especies, todas
con efectos benéficos para la agricultura y otras ramas. Este hongo se encuentra
ampliamente distribuido en el mundo, y se presenta en diferentes zonas y habitats,
especialmente en aquellos que contienen materia organica o desechos vegetales en
descomposicion, asi mismo en residuos de cultivos, especialmente aquellos que son

atacados por otros hongos (Péez, 2006).

3.3.4.1.Morfologia y taxonomia

El género Trichoderma comprende un conjunto de especies sin fase sexual evidente.
Presentan micelio septado, conidias generalmente ovaladas, conidioforo hialino no
verticilado, fialides singulares o en grupos, conidia unicelular coloreada, de rapido
desarrollo en medios sintéticos, la colonia se muestra de color verde, basicamente es

saprofitica (Rodriguez, 2002).

Segun lo revisado por Yandun (1998) Trichoderma se clasifica en:
Reino: Myceteae

Divisién: Eumycota

Subdivisién: Deuteromycotina

Clase: Hyphomycetes
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Subclase: Hyphomycetidae
Forma: Moniliales

Género: Trichoderma

3.3.4.2.Ventajas Antagonicas

Esposito y DaSilva (1998) menciona que han sido demostrados varios mecanismos con
los cuales actia Trichoderma como biocontrolador y como colonizador de las raices:
micoparasitismo, antibiosis, competencia por nutrientes y espacio, tolerancia al estrés
por parte de la planta, solubilizacion y absorcion de nutrientes inorganicos, resistencia

inducida y desactivacion de las enzimas de los patogenos.

Trichoderma tiene diversas ventajas como agente de control bioldgico, pues posee un
rapido crecimiento y desarrollo, también produce una gran cantidad de enzimas,
inducibles con la presencia de hongos fitopatdgenos. Puede desarrollarse en una amplia
gama de sustratos, lo cual facilita su produccion masiva para uso en la agricultura.
Ademas su gran variabilidad se constituye en un reservorio de posibilidades de control
biologico bajo diferentes sistemas de produccion y cultivos. Trichoderma
probablemente sea el hongo beneficioso, mas versatil y polifacético que abunda en los
suelos. No se conoce que sea patdgeno de ninguna planta, sin embargo, es capaz de
parasitar, controlar y destruir muchos hongos nematodos y otros fitopatdgenos, que

atacan y destruyen muchos cultivos (Paez, 2006).
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3.3.4.3.Mecanismo de Biocontrol

Segun Esposito y DaSilva (1998) el mecanismo exacto de biocontrol que utiliza el
hongo est4 todavia por elucidar, pero fruto de numerosas investigaciones llevadas a
cabo con cepas de este género, se ha identificado que el micoparasitismo se considera
como un atributo de todas las especies de Trichoderma, y el mejor mecanismo de
control bioldgico de distintas enfermedades flingicas, que el proceso de destruccion de
los pat6genos por el hongo T. harzianum, intervienen una gran cantidad de enzimas que
son capaces de segregar sustancias antibidticas. Ademas el mecanismo de competencia
que poseen algunas cepas de Trichoderma se considera esencial para la prevencion de
enfermedades, pues la zona colonizada no podrd ser ocupada por ningun patogeno.
Debido al aumento de crecimiento de las raices que se genera por la secrecion de
fitohormonas, existe una mejora en la tolerancia al estrés hidrico. Y en algunos casos se
especula la capacidad de solubilizacién de algunos nutrientes minerales como zinc o

fosforo, escasamente solubles o insolubles.

3.3.4.4.Tecnologia de biocontrol

Segun Rodriguez (2002) existen cuatro técnicas diferentes para la aplicacion de
Trichoderma spp. como agente de biocontrol y cada una puede ser efectiva en el campo,
especialmente son econdmicos aquellos métodos que introducen los antagonistas con el
material a plantar. Estas técnicas incluyen:

1. Diseminacion, en este caso el preparado de Trichoderma se disemina sobre la
superficie y se incorpora dentro del suelo infestado.

2. Surcos, la preparacidn se coloca dentro del surco a plantar.
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3. Zona radicular, para esto se mezcla el suelo del campo con Trichoderma antes del
transplante.

4. Cubriendo la semilla de esporas de Trichoderma usando un adhesivo.

Chet y Baker (1980) citados por Rodriguez (2002) descubrieron que la minima cantidad
efectiva de Trichoderma es de 10° ufc g™ de suelo. La temperatura optima para el
crecimiento de los aislamientos son alrededor de 20 °C y a temperaturas menores a 18

°C el crecimiento fue muy lento.

En el Cuadro 3.3.4.4.1 se puede observar productos comerciales en base a Trichoderma

spp., los mismos que controlan diferentes hongos fitopatdogenos (Montealegre, 2005).

Cuadro 3.3.4.4.1. Productos comerciales en base a Trichoderma spp.

| Biocontrolador ‘ Nombre comercial ‘ Fitopatogenos a controlar
Trichoderma spp 3 Tac (WP) y 3 Taex Hongos fitopatogenos radicales, medulares,
(PA) foliares y pudricion &cida.
| Trichoderma spp. ‘ Trichonativa ‘ Hongos fitopatogenos radicales y foliares.
Trichoderma Binab T y Polvo Chondroestereum purpureum, Enrollamiento
harzianumy T. Mojable clorotico de la vid, Armillaria mellea,
polysporum Fusarium, Botrytis, Rhizoctonia, Sclerotium,
Sclerotinia, Heterobasidium
Trichoderma Trichodex 25 WP Botrytis cinerea
harzianum
Trichoderma -- Botrytis cinerea
harzianum T39 Alternaria solani

Fuente: Montealegre, 2005.
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3.4 TECNOLOGIA DE MANEJO Y CONSERVACION DE AMCB

3.4.1. Importancia de la conservacion

La explotacion préactica y autosustentable de la conservacion de microorganismos ex
situ, ha mostrado la enorme potencialidad del uso de la micromegadiversidad, contenida
en los mas variados micronichos, que contribuye con nuevas orientaciones, estrategias y

desarrollo de la agricultura (Falconi, 2001).

El uso de los microorganismos ha sido clave en el enfrentamiento y solucion de los
graves problemas de la humanidad en la agricultura y la alimentacion de los pueblos, en
la salud animal y humana, en la busqueda de nuevas fuentes de energia y en la
conservacion del medio ambiente. El estudio de microorganismos aun en laboratorios
con escasos recursos, involucra frecuentemente el uso de cultivos vivos. Estos necesitan
ser viables al menos durante el estudio y los experimentos, y si se prueba su importancia
deberan ser mantenidos y conservados en una coleccion de cultivos microbianos para

garantizar su disponibilidad (Gonzalez, 2003).

Considerando que los microorganismos han sido hasta el momento manejados en
procesos de conservacion ex situ, por medio de aislamientos fuera de su ambiente y
confinandolos en bancos genéticos, se ha contribuido para preservar indirectamente la
diversidad genética. De la misma forma que para el manejo de los recursos vegetales,
para los microorganismos, la conservacion ex situ es un proceso que implica el

almacenamiento en bancos de germoplasma, el establecimiento de colecciones de
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campo y en campo, incluso el manejo de especies en condiciones silvestres (Falconi,

2001).

3.4.2. Generalidades

La conservacion de la biodiversidad posee mecanismos dirigidos para mantener
especimenes representativos y latentes, en base a normas de uso practico, que aseguran
la permanencia en buen estado, en relacion con las que se encuentran bajo empleo
intensivo. Ademas son procedimientos dirigidos a la reduccion de los efectos que las
actividades humanas (industrias, aglomeraciones urbanas, etc.) producen sobre los

componentes mencionados (Falconi, 2001).

Segun Garcia (1999) los tres objetivos que hay que alcanzar para conservar
correctamente cepas microbianas son: La pureza del cultivo evitando que se produzcan
contaminaciones durante el proceso de conservacion, La sobrevivencia durante el
tiempo de conservacion debe ser al menos entre el 70 y80 % de las células. Y por

altimo las células deben permanecer genéticamente estables.

De igual manera Falconi (2001) indica que uno de los objetivos principales de la
conservacion ex situ, es sustentar la supervivencia de las especies microbianas en sus
micronichos naturales. Se debe considerar a esta, como un complemento destinado para

la preservacion de especies y recursos genéticos in situ.

Los mejores métodos de conservacion son aquellos que paralizan el crecimiento de las

células microbianas, asi se garantiza al maximo la estabilidad genética por evitarse la
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aparicion de generaciones sucesivas; aun asi no se puede descartar algun cambio

originado por el método preparatorio en si mismo (Garcia, 1999).

3.4.3. Colecciones de cultivos microbianos

Los microorganismos que son aislados desde su ambiente natural son tipicamente
conservados en colecciones de cultivos. ElI nmero asi mantenidos son la base del
conocimiento actual de la diversidad microbiana y constituiran el material de trabajo
para estudios futuros. Ellos son un inestimable recurso genético, que forman una
pequefia parte dentro del inmenso numero de microorganismos que aun no estan

descritos en la actualidad (Gonzéles, 2003).

El mismo autor indica que la ambigiedad asociada al reaislamiento subraya la
necesidad de hacer depositos de microorganismos en una coleccion de cultivos, que
proporcione servicio de conservacion experimentada, rapido acceso y la provision de
una cepa de referencia Unica y conservada. Sin esto, los cientificos necesitarian llevar a
cabo constantemente el costoso proceso de caracterizacion e identificacion al inicio de

cada nuevo estudio.

Las colecciones de cultivos microbianos tienen funciones basicas como son: la
conservacion ex situ de organismos, custodiar recursos nacionales, suministro de
recursos viables como base para el desarrollo de la ciencia, recibir depositos sujetos a

publicacion y ofrecer servicios de deposito seguros y confiables (Smith, 2000).
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3.4.4. Conservacién de AMCB

Los microorganismos tienen una tendencia inherente a mutar en cultivos de laboratorio,
por lo que es muy importante el uso de procedimientos para mantenerlos viables y
genéticamente estables. Para lograr estas condiciones se han establecido varios métodos
de preservacion, la mayoria de estos métodos logran reducir el ritmo metabolico de los
organismos por retencién de nutrientes, agua y oxigeno, por reduccion de la temperatura
de conservacion o por combinacion de ambos Todos los métodos de preservacion tienen
ventajas y desventajas por tanto es necesario hacer una seleccion del método a utilizar
haciendo una analisis de las caracteristicas de cada técnica, factibilidad de su uso y las
necesidades del usuario. Es recomendable utilizar mas de un método de preservacion y
trabajar con réplicas del microorganismo que se desea preservar como medida de

seguridad (Gonzélez, 2003).

3.4.4.1.Subcultivos

Es el método tradicional para la preservacion de microorganismos y consiste en la
transferencia del cultivo a un medio de cultivo fresco a intervalos que aseguren la
viabilidad del mismo. Estos intervalos varian dependiendo de las caracteristicas del
microorganismo en cuestion, esta frecuencia puede reducirse con el almacenamiento del

subcultivo a temperaturas relativamente bajas, en un refrigerador a 40 °C o0 en un

freezer entre —10 y —20 °C, bajo aceite mineral o agua (Smith y Onions, 1994).

Este método es muy simple, con él se puede mantener la viabilidad de algunos

microorganismos por muchos afos, y la recuperacion de los cultivos activos es



38

relativamente facil (Gonzélez, 2003). Sin embargo tiene algunas desventajas: pérdida de
la identificacién del microorganismo, riesgo de contaminacién y de cambios genéticos
que se incrementa a mayor numero de transferencias, posible inoculacién con el
microorganismo equivocado, pérdida del cultivo, deshidratacion del medio de cultivo

(Smith y Onions, 1994).

3.4.4.2.Desecacion

Este método consiste en la separacion del agua y la prevencion de la rehidratacion. Para
el desarrollo de los métodos de desecacion se han empleado arena, tierra, zeolita, silica
gel, discos y tiras de papel, tapones de algodon, discos de gelatina y cuentas de vidrio y
de porcelana La desecacion es un metodo simple para la preservacion de
microorganismos, el costo es pequefio, puede utilizarse para el almacenamiento de un

gran namero de cultivos (Gonzalez, 2003).

3.4.4.3.Congelacion

La preservacion por congelacion o criopreservacion consiste en la congelacion y
almacenamiento de células a muy bajas temperaturas, en estas condiciones el agua de
las células pasa de fase liquida a solida. Las temperaturas utilizadas pueden ser de —20

°C y —70 °C (Sly, 1992).

Segun Garcia (1999) los factores que influyen en la viabilidad y estabilidad de las

células conservadas por este método son los siguientes:
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Edad de las células: en la mayoria de los casos conviene utilizar células maduras del

inicio de la fase estacionaria de la curva de crecimiento.

Velocidad en la congelacion y descongelacion: en general es mejor que las variaciones

de la temperatura sean rapidas, tanto para la congelacion como para la descongelacion.

Temperatura de almacenamiento: debe ser lo mas baja posible, lo mejor es guardar
tubos cerrados o sellados que contengan las células microbianas, sumergidos en
nitrogeno liquido que tiene una temperatura de —195 °C, o bien en la fase gaseosa del

nitroégeno liquido con una temperatura de —140 °C.

Empleo de agentes crioprotectores: estas sustancias protegen del dafio que se pueda
producir en las células microbianas en el momento de la congelacion. Existen muchos
compuestos que se pueden utilizar como crioprotectores, pero el que se utiliza con mas

frecuencia es el glicerol, a una concentracion del 15 al 20 %.

Con este método se obtiene la mas reducida pérdida de viabilidad, un alto grado de
estabilidad y periodos de sobrevivencia de mas de 30 afios. El costo inicial del
equipamiento puede ser alto pero la seguridad de este método justifica su costo,

sobretodo en cultivos dificiles de preservar por otros métodos (Sly, 1992).
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3.4.4.4.Liofilizacién

El proceso de liofilizacion consiste en la sublimacion de agua congelada en una cdmara
a vacio. La liofilizacion esta descrita como el método mas adecuado y de mayor éxito

para conservar bacterias, hongos y levaduras (Berny y Hennebert, 1991).

Este proceso consta de tres etapas, la precongelacion del producto para asegurar una
estructura completamente congelada; el secado primario con el que se elimina la mayor
parte del agua por sublimacion; y el secado secundario con el que se remueve el agua

que queda ligada (Gonzalez, 2003).

El mismo autor indica que el medio de preservacion es esencial para proteger las células
de los dafios producto de los procesos de congelacion y sobresecado. La eleccion del
medio depende del microorganismo de manera que se logre mantener la viabilidad y
permitir un buen recobrado posterior al proceso de liofilizacion. Usualmente el medio
de preservacion contiene altos niveles de suero, proteinas, aminoacidos, carbohidratos o

leche descremada (Sly, L. 1992).

Segun Garcia (1999) los factores que influyen en la eficacia de la liofilizacidn son:

Tipo de microorganismo. Hay algunos microorganismos que no resisten la

liofilizacion y légicamente seran aquellos que contengan mas agua en su interior.
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Concentracion celular. Lo mejor es liofilizar suspensiones celulares con una
concentracion del orden de 10%-10° células mI™ en el caso de las bacterias y algo

inferior en el caso de hongos filamentosos y levaduras.

Temperatura durante la sublimacién. Debe ser lo mas baja posible, no mayor —50 °C.

Grado de deshidratacion alcanzado. Debe ser lo mas alto posible.

Atmosfera de oxigeno en el tubo. Las células liofilizadas se guardan en tubos cerrados

al vacio para evitar la rehidratacion y la presencia de algin gas dentro del tubo.

Condiciones de almacenamiento. La temperatura debe ser constante, preferentemente

a 18 °C y sin bajar de los 0 °C. Los liofilos se deben guardar en la oscuridad.

Este método es uno de los mas eficaces para la conservacion de muchos tipos de
microorganismos, algunos de ellos pueden sobrevivir por periodos de mas de 40 afios.
Es conveniente para la produccion y distribucién masiva de cultivos; la viabilidad,
pureza y estabilidad de los cultivos se mantienen por largos periodos de tiempo, y

cientos de éstos pueden guardarse en un pequefio espacio (Gonzélez, 2003).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1.FASE DE LABORATORIO

4.1.1. Localizacion Geogréfica

Esta fase de la investigacion fue realizada en el Laboratorio de Control Biolégico del
Centro de Investigaciones del Departamento de Ciencias de la vida, Carrera de Ciencias
Agropecuarias de la Escuela Politécnica del Ejército, ubicada a 2748msnm en el canton
Rumifiahui de la provincia de Pichincha, Ecuador; con una humedad relativa de 68 % y

una temperatura media de 12 °C.

4.1.2. Materiales

Los materiales que se usaron durante la fase de laboratorio fueron: Erlenmeyers, frascos
tarados, mechero de alcohol, cubre objetos, porta objetos, tubos de ensayo, cajas de petri
de plastico, fundas estériles, reposteros (cAmaras humedas), aza de platino, estilete,
bisturi, sacabocados, mascarilla, alcohol potable, alcohol antiséptico, papel toalla,
fundas de plastico, gradillas, tijeras, cinta de parafilm, barreno, plantilla, hojas de
campo, tabla de caracterizacion, tabla de evaluacion, GPS, balanza de precision,
agitador de tubos, cadmara de aislamiento, autoclave, incubadoras, microondas,

refrigeradora y esterilizador eléctrico de marmita.
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4.1.3. Métodos

4.1.3.1. Aislamiento y purificacién de P. infestans del follaje de papa

Se procedié a tomar muestras de hojas de papa con signos y sintomas de Phytophthora
infestans en el campo. Las partes muy necrosadas fueron eliminadas. Se colocaron las
hojas en camaras de humedad durante 24 horas a una temperatura entre 18 y 20 °C. Una
vez presente el micelio se tomd con un estilete y se sembrd en cajas de petri con medio
agar arveja, descrito por Tuite (1969) para aislamiento y mantenimiento de
Phytophthora infestans in vitro (Anexo 1). Las cajas fueron selladas con parafilm e

incubadas a una temperatura entre 18 y 20 °C, durante 5 dias.

Para la purificacion de P. infestans se tomo micelio y sembr6 con un estilete en una caja
nueva con medio agar arveja. Posteriormente se elimind con un bisturi partes del medio

gue se encontraron contaminadas.

4.1.3.2. Aislamiento y purificacion de cepas de Trichoderma spp.

Para el aislamiento se utilizé el método de disolucion y plateo a partir de muestras del
suelo, descrito por Girard (1964). Se tomaron muestras de suelo a 20 cm de profundidad
con ayuda de un barreno, y se colocaron en fundas plasticas (Anexo 2). Las muestras
fueron colocadas en fundas estériles con una solucién de cloruro de sodio al 1%, en una
relacion 1:10. Las suspensiones fueron agitadas manualmente por 15 minutos para
lograr el desprendimiento de microorganismos. De cada muestra se tomaron 100 ul y se

inocularon en cajas de petri con medio agar de Martin. Las cajas fueron selladas con
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parafilm e incubadas a 26 °C durante 7 dias o hasta el aparecimiento de colonias de

Trichoderma.

Cada colonia identificada como Trichoderma se purifico mediante transferencia directa

a cajas con medio PDA.

4.1.3.3. Mantenimiento de cepas de Trichoderma

Para el mantenimiento de las cepas se transfirieron los cultivos puros a tubos con PDA.
Los tubos fueron sellados con parafilm e incubados a 26 °C durante 2 a 3 dias hasta
observar el aparecimiento de micelio y esporas. Se procedio a poner aceite de vaselina

en los tubos, se sellaron con parafilm y se colocaron en refrigeracion.

4.1.3.4. Identificacion de microorganismos aislados

Se identificaron 17 aislados obtenidos en los muestreos en campo y de 9 cepas de
Trichoderma del banco de microorganismos del Centro de Investigaciones del

Departamento de Ciencias de la Vida.

Se obtuvieron cultivos puros, a partir de aislados puros mantenidos en tubos con PDA
en refrigeracion. Estos se transfirieron a cajas de petri con PDA. Las muestras se
incubaron a 26 °C durante 2 a 3 dias hasta observar el aparecimiento de micelio y

esporas.
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La identificacion de aislados se realiz6 mediante reconocimiento de crecimiento en
medio de cultivo y de estructuras microscopicas (hifas, esporas y clamidosporas). De
cada aislado en PDA se prepararon muestras frescas de micelio sobre placas
portaobjetos, con lactofenol. Las caracteristicas macro y microscopicas fueron cotejadas
con las claves de identificacion de géneros de Deutomycetes Gams & Bissett, para
especies de Trichoderma de Gilman (1956) y la clave interactiva de la APS de Samuels
et al (2006). Adicionalmente se usaron los diagramas descritos por Ainsworth (1971)
para reconocimiento de estructuras fungosas. Los resultados se registraron en tablas de
caracterizacion, registros fotograficos mediante un fotomicroscopio Olympus CH30 y

sistema microfotografico PKCHS3.

4.1.3.5. Pruebas de antagonismo in vitro

Se procedi6 a evaluar la capacidad antagonica in vitro de 17 cepas de Trichoderma spp
sobre Phytophthora infestans. Las cepas seleccionadas fueron aquellas pertenecientes a
las especies Trichoderma viride, T. harzianum y T. koningii. Ademas se incluyeron tres

testigos Unicamente con P. infestans, dando un total de 20 tratamientos.

El ensayo se dispuso en un Disefio de Parcela Dividida con seis repeticiones, siendo

cada caja de petri una unidad experimental.

Para la seleccién de antagonistas se us6 como referencia la metodologia descrita por
Erazo (2001) para pruebas de antagonismo con Trichoderma, segun el siguiente

procedimiento:
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a) Obtencion de inoculo primario de Phytophthora infestans

El in6culo primario de P. infestans se obtuvo a partir de cultivos puros de Phytophthora
infestans mantenidos en cajas de petri con agar arveja, se tomaron rodajas de 1 cm de
didmetro con un sacabocados estéril. Se transfirieron de dos a cuatro rodelas con
micelio de P. infestans a cajas de petri con agar arveja mediante el uso de un bisturi. Las
muestras fueron incubadas entre 15 y 20 °C hasta observar el aparecimiento de micelio.
Una vez que el hongo coloniz6 toda la caja de petri se utilizd las muestras para las
pruebas de eficiencia in vtro. Las cajas de petri con evidencia de contaminacion por

bacterias u otros hongos fueron descartadas.

b) Obtencion de inoculo primario de Trichoderma

El in6culo primario de Trichoderma se obtuvo a partir de cultivos puros Trichoderma
mantenidos en tubos con PDA. Estos fueron transferidos a cajas de petri con agar
arveja, las muestras se incubaron a 26 °C hasta observar aparecimiento de micelio. Una
vez que el hongo colonizo toda la caja de petri se utilizaron en pruebas de eficiencia in
vitro. Las cajas de petri con evidencia de contaminacion por bacterias u otros hongos

fueron desechadas.

c) Pruebas de eficiencia in vitro de Trichoderma spp. versus P.

infestans

A partir de Phytophthora infestans en agar arveja en caja de petri se hicieron rodajas de

1 cm de diametro con un sacabocados estéril. Las rodajas de P. infestans mediante el
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uso de un bisturi fueron transferidas a cajas de petri con agar arveja con ayuda de una

plantilla (Figura 4.1.3.5.1) y se incubaron de 4 a 5 dias a 15 °C.

P.infestans

Figura 4.1.3.5.1. Inoculacion de P. infestans en cajas para pruebas de antagonismo

A partir de cultivos puros de Trichoderma spp. en agar arveja se hizo rodajas de 1 cm
de diametro con un sacabocados estéril. Las rodajas se transfirieron a cajas de petri que
contenian P. infestans con ayuda de una plantilla (Figura 4.1.3.5.2) y se incubaron a

15°C.

P.infestan Trichoderma

Figura 4.1.3.5.2. Inoculacion de Trichoderma en cajas para pruebas de

antagonismo

Se tomaron datos del crecimiento de Trichoderma spp. versus Phytophthora infestans y
de los dos hongos hacia los bordes de la caja de petri luego de 5-6 dias de la inoculacion

(Figura 4.1.3.5.3). Los controles fueron cajas solo con rodelas de P. infestans.
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P.infestan Trichoderma

Figura 4.1.3.5.3. Método de evaluacion de antagonismo entre

Trichoderma spp. y P. infestans

La distribucion de los tratamientos fue la siguiente:
T;: Cepa C-19

T,: Cepa IASA-A
T3: Cepa IQP

T4: Cepa Agripac
Ts: Cepa C5R1

Te: Cepa C16R2
T7: Cepa C10R1,2
Tg: Cepa COR1

Ty: Cepa C11R1
Ti0: Cepa C10R1,1
Ti1: Cepa C13R2
Ti: Cepa C-7

Ti3: Cepa Tu2R3,2
T14: Cepa CO9R3
Tis5: Cepa Tu2R3,1
T16: Cepa DM19

T17: Cepa DM7
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Tis: Testigo 1
T1o: Testigo 2

Too: Testigo 3

Los resultados fueron registrados en tablas de evaluacién de antagonistas, asi como

registros fotograficos mediante una cdmara digital.

Para la evaluacion de las variables se hizo uso del siguiente modelo matematico:
Yijk = U + Aj + dki) + Bj+ (AB)jj + sijk

Yijx = Variable de respuesta en la parcela grande i, parcela pequefia j y repeticion k

u = La media general

A = El efecto principal de la parcela grande i

k¢ = El error para la parcela grande

Bj = El efecto principal de la parcela pequefia j

(AB);; = La interaccion de la parcela grande i con la parcela pequefia j

&ij = El error para la parcela pequefia

Ademas se realizo la Prueba de Tukey al 5% entre variedad, patdgeno e interaccion; y

pruebas de normalidad y homocedasticidad para unificar los supuestos del ADEVA.

Para determinar la relacion existente entre la capacidad de crecimiento del patdégeno y la
capacidad antagonica se realizd un analisis de regresion polindbmica de tercer grado

entre estas variables.
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4.2.FASE DE CAMPO

4.2.1. Localizacion Geogréfica

Esta fase se realiz6 en la parroquia lzamba, del cantdbn Ambato en la provincia de
Tungurahua, Ecuador ubicada a 2600 msnm, con una humedad relativa de 64 % vy una

temperatura media de 14 °C.

4.2.2. Materiales

Los materiales que se usaron durante la fase de campo fueron: frascos tarados, mechero
de alcohol, tubos de ensayo, balanza de precision, incubadora-agitador, cAmara de
aislamiento, autoclave, microondas, refrigeradora, esterilizador eléctrico de marmita,
cajas de petri de plastico, jeringas de 5ml, bisturi, sacabocados, alcohol potable, alcohol
antiséptico, fundas de plastico, papel toalla, tijeras, cinta de parafilm, macetas de 0.3 m
de diametro, sustrato, semilla de papa, fertilizante 18-46-0, etiquetas, papel contac, hilo

de chillo, atomizadores, guantes, mascarilla, regaderas y tabla de evaluacion.

4.2.3. Métodos

Para el desarrollo de esta fase se utilizaron dos variedades de papa, una variedad

susceptible (Superchola) y una variedad resistente (Fripapa) al ataque de Phytophthora

infestans.
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4.2.3.1. Desinfeccidén y Germinacion de la semilla de papa

Se desinfectd la semilla de papa con una solucion de 1g de vitavax por kg de papa. Se
sumergi6 la semilla en un tanque de 50 litros con el vitavax, por un lapso de 8 a 10
minutos. Se saco lo semilla 'y se sec6 al sol. Una vez seca se la colocd en medio de dos
capas gruesas de paja para mantener el calor y lograr que germine. Después de 45 dias

se retird la semilla de la paja con evidente crecimiento de hijuelos lista para la siembra.

4.2.3.2. Siembra de las semillas de papa en maceta

Para la siembra se utilizd un sustrato anteriormente desinfectado y semilla certificada.
Se coloco el sustrato hasta la mitad de las macetas, este sustrato contenia tierra de zanja,
pomina y humus en una relacion 3:1:1, luego se coloco el fertilizante (18-46-0) para dar
a la planta los nutrientes necesarios para su crecimiento y desarrollo inicial, finalmente
se puso sustrato hasta llenar la maceta. La siembra se realizé aproximadamente a 8 cm

de profundidad, dos tubérculos por maceta.

4.2.3.3. Pruebas de antagonismo in vivo

Se evalu6 la capacidad antagonica in vivo de 3 cepas de Trichoderma spp sobre
Phytophthora infestans en 2 variedades de papa. Las cepas fueron seleccionadas por su
capacidad antagonica in vitro en la fase de laboratorio. Ademas, se incluyeron dos
testigos para cada variedad, un testigo absoluto y un testigo quimico, dando un total de
10 tratamientos. Se realizd dos repeticiones del ensayo en tiempos diferentes para

establecer comparaciones entre ellas. El ensayo se dispuso en un Disefio de Parcela
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Dividida, donde la parcela grande fueron las cepas de Trichoderma y la subparcela

fueron las variedades de papa. Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones y cada maceta

fue una unidad experimental (Figura 4.2.3.3.1).

Figura 4.2.3.3.1. Plano de Campo para evaluacion de la capacidad antagonica de

Trichoderma spp. para control de Phytophthora infestans bajo invernadero.
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a) Preparacion de biopesticidas de Trichoderma

Se activaron las cepas seleccionadas de Trichoderma. Se usaron aislados puros
mantenidos en tubos con PDA y aceite de vaselina en refrigeracion, de los cuales con la

ayuda de un estilete se transfirid biomasa a cajas de petri con PDA. Las muestras se
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incubaron a 26 °C durante 2 a 3 dias hasta observar el aparecimiento de micelio y

esporas.

Para facilitar la concentracién requerida se us6 2 cajas por cada 400 ml de caldo papa
dextrosa. Para la extraccién de la biomasa de las cajas se procedié a colocar cantidad
suficiente de una solucion de cloruro de sodio al 1% hasta cubrir la superficie de las
cajas. Con la ayuda de un aza de platino se rasp6 toda la superficie de la caja para
extraer la biomasa. Usando jeringuillas de 5ml se procedié a transferir el resultante a
frascos tarados con 400 ml de Caldo Papa Dextrosa. Los frascos fueron sellados con

parafilm y colocados en un incubador-agitador a 26 °C, 60rpm por 5 dias.

Durante los 5 dias se verificd frecuentemente la concentracion de cada cepa en el caldo

papa dextrosa, hasta alcanzar la concentracién de 10° ufc ml™.

b) Preparacion de la suspension de Phytophthora infestans

Se obtuvo in6culo a partir de cultivos puros mantenidos en cajas de petri con agar
arveja, en las cuales se hizo rodajas de 1 cm de didmetro con un sacabocados estéril. Se
transfirio cuatro rodelas con micelio de P. infestans a cajas de petri con agar arveja
mediante uso de un bisturi. Las muestras fueron incubadas entre 15 y 20 °C hasta

observar el aparecimiento del micelio del hongo.

Una vez que el hongo colonizd la caja se extrajo la biomasa del mismo colocando
suficiente cantidad de una solucién de cloruro de sodio al 1% para cubrir la superficie

de la caja. Con ayuda de un bisturi se rasp6 superficie de la caja para extraer la biomasa.
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Usando jeringuillas de 5 ml se transfirié el resultante a frascos tarados con 400 ml de
agua estéril. Los frascos fueron sellados con parafilm y puestos en agitacién por 5
minutos. Para alcanzar la concentracion de 10°ufc ml™ se usé 4 cajas colonizadas de P.

infestans por cada 400 ml de agua estéril.

c) Pruebas de eficiencia in vivo de Trichoderma spp. versus

Phytophthora infestans

Después de 15 dias de la emergencia se inocularon las plantas con Trichoderma en las
primeras horas de la mafiana mediante atomizadores con una suspension de 10° ufc mlI™.

La aplicacion se realizé en la parte aérea de la planta, hasta el punto de escurrimiento.

En las horas de la tarde se procedio a inocular las plantas con P. infestans por medio de
atomizadores con una suspension de 10* ufc ml™. La aplicacion fue dirigida al envés de

las hojas donde se encuentran los estomas.

El testigo quimico recibié Mancoceb en una dosis de 1g I™* y el testigo absoluto solo a
P. infestans. Todos los tratamientos se aplicaron con el adherente Carrier a una

concentracion de 0.4 ml I,
La aplicacion de los tratamientos biolégicos y del testigo quimico se realizé cada 7 dias,
por 8 ocasiones. La inoculacion de P. infestans en todos los tratamientos se realiz6 cada

15 dias por 4 ocasiones.

La distribucion de los tratamientos fue la siguiente:
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T1: Variedad Fripapa - Cepa C9R1
T,: Variedad Superchola - Cepa C9R1
Ts: Variedad Fripapa - Cepa C5R1
T,: Variedad Superchola - Cepa C5R1
Ts: Variedad Fripapa - Cepa C10R1,1
Te: Variedad Superchola - Cepa C10R1,1
T;: Variedad Fripapa - Testigo quimico
Tg: Variedad Superchola - Testigo quimico
To: Variedad Fripapa - Testigo absoluto

T1o: Variedad Superchola - Testigo absoluto

Se tomaron datos de la incidencia y severidad de Phytophthora infestans en todos los
tratamientos, mediante la escala de incidencia propuesta por Kranz (1994) y la escala de

severidad propuesta por Cruickshank (1982) (Anexo 4).

Los resultados se registraron en tablas de evaluacion de antagonistas en campo registros

fotograficos mediante una camara digital.

Para la evaluacion de las variables se hizo uso del siguiente modelo matematico:
Yijk = U+ A; + Sk + Bj+ (AB)jj + sijk

Yij = Variable de respuesta en la parcela grande i, parcela pequefia j y repeticion k

u = La media general

A = El efecto principal de la parcela grande i

dkgy = El error para la parcela grande

Bj= El efecto principal de la parcela pequefia j



56

(AB);j = La interaccion de la parcela grande i con la parcela pequefa j

gij = El error para la parcela pequefia

Ademas se realiz6 discriminacion de los tratamientos mediante prueba de Duncan al 5%
entre variedad, patdgeno e interaccion; y pruebas de normalidad y homocedasticidad

para unificar los supuestos del ADEVA.

4.3.CONSERVACION DE CEPAS

La etapa de conservacion se realizé en base a una técnica ya establecida. Se liofilizo las
cepas con el fin de establecer un banco de microorganismos benéficos para el control de

P. infestans

La conservacion de las cepas eficientes de Trichoderma spp. fue realizada en el
Laboratorio de Control Biologico del Centro de Investigaciones del Departamento de
Ciencias de la vida, Carrera de Ciencias Agropecuarias de la Escuela Politécnica del

Ejército, ubicada en el canton Rumifiahui de la provincia de Pichincha, Ecuador.

Para la liofilizacion de las cepas eficientes de Trichoderma en el control de
Phytophthora infestans se trabajo en base a la metodologia descrita por Costa et al.,

(2002) para liofilizacion de microorganismos.

Se activaron las cepas de Trichoderma spp. que se encontraban almacenadas en tubos

con PDA vy aceite de vaselina en refrigeracion. Cada aislado se transfirio a cajas de petri
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con Medio Agar Almidon mediante una aguja de diseccion o un estilete. Las cajas
inoculadas se incubaron a 26 °C por 24 horas o temperatura ambiente por 7 dias, hasta
observar esporulacion. Para el incremento de biomasa se transfirié el micelio esporulado
de las cajas con medio agar almiddn a frascos tarados con tapa de 100 ml con Caldo
Levadura-Sucrosa estéril. Las muestras se incubaron a 30-31 °C por 24 horas en

agitacion.

Luego de la fermentacién los frascos con suspension del hongo se colocaron en
refrigeracion durante toda la noche. Posteriormente se dispenso en tubos estériles de 20
ml y se centrifugd a 6981 g por 10 minutos a 15 °C. Se separo el sobrenadante de la
biomasa y se resuspendio en 15 ml de una solucion buffer Fosfato de Potasio (0.05 mol

I, pH 6.5). Se mantuvo en agitacion durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Se realizé el mismo procedimiento anterior de centrifugacion con cambios de tres series
sucesivas de sucrosa 1%, 5% y 10% de 15 ml cada uno. Después se dispenso 5 ml de la
suspension de biomasa en sucrosa 10% en viales estériles de 10 ml mediante jeringas
estériles, se tapd con tapones de caucho y se almaceno a -20 °C durante toda la noche.
Se tomod las muestras en viales y se liofilizdé haciendo uso del liofilizador por 24 horas.

Se coloco tapones de aluminio y se rotuld (Anexo 5).

Se guardé las muestra en refrigeracion por 24 horas y se reactivaron en una suspension
de leche descremada - agua estéril, posteriormente se sembré en PDA para control de

calidad.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.FASE DE LABORATORIO

5.1.1. Aislamiento de Trichoderma spp.

Se obtuvieron un total de 21 aislados como posibles cepas de la especie Trichoderma.
De estas 5 fueron aisladas en la provincia de Pichincha, 14 en la provincia de Carchiy 2
en la provincia de Tungurahua. Estos aislados fueron identificados mediante codigos

segun la localidad para su respectivo manejo (Cuadro 5.1.1.1).

Cuadro 5.1.1.1. Procedencia de las posibles cepas de Trichoderma aisladas y
purificados. IASA, Ecuador, 2007.

Cadigo Provincia
T1R3,1 Pichincha
T1R3,2 Pichincha
T4R3,1 Pichincha
T4R3,2 Pichincha
T5R3 Pichincha
C4R1 Carchi
C5R1 Carchi
C9R1 Carchi
CI9R2 Carchi
CI9R3 Carchi

C10R1,1 Carchi
C10R1,2 Carchi

C10R3 Carchi
C11R1 Carchi
C15R2 Carchi

C12R1,1 Carchi
C12R1,2 Carchi

C13R2 Carchi
C16R2 Carchi
Cristian Carchi

Tu2R3,1 Tungurahua
Tu2R3,2 Tungurahua
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5.1.2. Caracterizacion de los aislamientos

Por caracteristicas morfoldgicas de las 21 cepas aisladas del suelo, 17 pertenecieron al
género Trichoderma (Figura 5.1.1 de A-C) y a las especies T. album, T. lignorum, T.
viride, T. atroviride, T. glaucum, T. harzianum y T. koningii (Anexo 6); lo cual indica
que Trichoderma se encuentra presente y manifiesta una gran diversidad de especies en
suelos de las diferentes zonas en las que se muestred. Paez (2006) manifiesta que
Trichoderma es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se encuentra naturalmente

en un namero importante de suelos agricolas y otros tipos de medios.

Figura 5.1.2.1. Caracterizacion de Trichoderma Cepa C9R1. (A) Crecimiento de
micelio en PDA. (B) Esporangioforo de Trichoderma 400 aumentos. (C) Conidias

maduras de Trichoderma 400 aumentos. IASA, Ecuador, 2007
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5.1.3. Pruebas de Antagonismo

Al analizar la capacidad de crecimiento del patégeno in vitro se determiné una

interaccion significativa tratamiento x dias (Fgs 494= 12.44; p <0.0001; Cuadro 5.1.3.1).

Cuadro 5.1.3.1. Andlisis de varianza para capacidad de crecimiento del patégeno,
capacidad antagoénica, borde Trichoderma y borde P. infestans.
IASA, Ecuador, 2007.

Fuente de Capacidad | Capacidad Borde Borde
Variacion Patogénica [ Antagonica | P. infestans | Trichoderma
Tratamientos <0.0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Error A <0,0001 <0,0001 0,0056 <0,0001
Tiempo <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tratamientos * tiempo | <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Probabilidad asociada a cada fuente de variacion

De igual forma se encontro un efecto significativo para las fuentes tratamientos (Fig,
a94= 22.79; p <0.0001) y tiempo (Fs, 494= 390.09; p <0.0001), lo que evidencid
diferencias entre los tratamientos aplicados demostrando asi que la capacidad de
crecimiento del patégeno sufre alteracion al estar en contacto con el antagonista
Trichoderma, por tanto los tratamientos controles no se vieron afectados y en estos el

patdgeno Phytophthora infestans crecidé de manera constante sin ninguna alteracion.

Al comparar la capacidad de crecimiento del patdégeno se pueden destacar los
tratamientos Tg (C9R1), Ts (C5R1), Tio (C10R1,1) y Ts (C16R2) que presentaron el
menor grado de crecimiento de Phytophthora infestans y no muestran una diferencia
significativa entre ellos. También se puede mencionar que la mayoria de los
tratamientos tuvieron algun efecto sobre la capacidad de crecimiento del patdgeno, sin

embargo los tratamientos T3 (IQP), T> (IASA-A) y T; (C-19) no mostraron diferencia
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respecto a los testigos (Tis, T19 Y T20), Y presentaron mayor desarrollo del patégeno

(Cuadro 5.1.2).

Cuadro 5.1.3.2. Promedio (+ error estandar) de capacidad de crecimiento del
patdgeno, capacidad antagdnica, borde Trichodermay borde P. infestans. IASA,
Ecuador, 2007.

Tratamiento Cap de Creciento ngazcégﬁ:da P. mg(sjt?ans Trig%rddeima
Tio: C10R1,1 (Trichoderma harzianum) 0,72+0,11 ab 3,56+0,28 d 0,88+0,05a | 0,98+0,01 bc
Ts: C5R1 (Trichoderma koningii) 0,67+0,12 ab 3,40+0,30d | 0,92+0,04 ab | 0,89+0,04 bc
Tg: COR1 (Trichoderma harzianum) 0,57+0,12 a 3,32+0,35¢cd |0,90+0,05ab| 0,74+0,06 a
T7: C10R1,2 (Trichoderma koningii) 1,11+0,15 abc 3,36+0,31 cd | 0,85+0,06 a | 0,94+0,02 bc
Ti3: Tu2R3,2 (Trichoderma koningii) 1,23+0,14 bed 3,26+0,30 bcd | 0,90+0,05 ab | 0,89+0,04 bc
T7: DM7 (Trichoderma koningii) 1,19+0,13 bed 3,23+0,29 bed | 0,90+0,05 ab | 0,91+0,03 bc
To: C11R1 (Trichoderma koningii) 1,11+0,12 abc 3,11+0,22 abcd | 1,00+0,00 b | 0,91+0,04 bc
Ti1: C13R2 (Trichoderma koningii) 1,16+0,09 bcd 2,98+0,20 abed | 1,00+0,00 b | 0,92+0,03 bc
T1s: DM19 (Trichoderma koningii) 1,11+0,09 abc | 2,89+0,25 abcd | 0,97+0,03 ab | 0,91+0,03 bc
T4: Agripac (Trichoderma koningii) 1,69+0,19 def | 2,88 +0,28 abcd | 0,92+0,04 ab | 1,00+0,00 ¢
Te: C16R2 (Trichoderma harzianum) 0,87+0,10 ab 2,84+0,22 abcd | 0,93+0,03 ab | 0,89+0,04 bc
T14: CIR3 (Trichoderma harzianum) 1,18+0,09 bcd 2,76+022 abcd | 0,94+0,04 ab | 0,91+0,04 bc
T1,: C-7 (Trichoderma harzianum) 1,19+0,09 bcd 2,73+0,20 abcd | 0,96+0,03 ab | 0,92+0,03 bc
Ts: IQP (Trichoderma koningii) 1,92+0,17 ef 2,56+0,18 abcd | 1,00+0,00 b | 1,00+0,00 c
T,: IASA-A (Trichoderma harzianum) 2,19+0,14 f 2,27+0,16 abc | 1,00+0,00b | 1,00+0,00 c
T,: C-19 (Trichoderma atroviride) 2,24+0,12 f 2,19+0,14ab | 1,00+0,00b | 1,00+0,00 c
Tys: Tu2R3,1 (Trichoderma koningii) 1,53+0,08 cde 1,98+0,20 a 1,00+0,00 b | 0,86+0,05 ab
Tig: Testigo 1 1,84+0,06 ef 0 1,00+0,00 b 0
Tig: Testigo 2 2,18+0,02 f 0 1,00+0,00 b 0
Too: Testigo 3 1,89+0,06 ef 0 1,00+0,00 b 0

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, p <0,05

Stefanova et al (1999) usando Trichoderma spp para controlar hongos fitopatogenos del
suelo determinaron que los metabolitos volatiles producidos por las cepas de
Trichoderma provocaron un desarrollo micelial menos denso y reduccién del tamafio de
la colonia de Phytophthora nicotianae y otros hongos fitopatégenos en comparacion

con el testigo.
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También al comparar la capacidad de crecimiento del patdgeno de los tratamientos en
relacion al tiempo se encontrd diferentes rangos, lo cual evidencia el efecto antagénico
de Trichoderma spp. sobre P. infestans, impidiendo el crecimiento del patégeno y, por
lo tanto, reduciendo la capacidad de crecimiento del patégeno en forma paulatina y

significativa (Cuadro 5.1.3).

Cuadro 5.1.3.3. Promedio (+ error estandar) de capacidad de crecimiento del
patdgeno, capacidad antagdnica, borde Trichoderma y borde Phytophthora
infestans en relacion al tiempo. IASA, Ecuador, 2007.

. (_:ap. de Capacidad Borde Borde
Dias crecimiento del L - .
. Antagonica P. infestans Trichoderma
patogeno

1 1,89+0,05 € 0,62+0,03 a 1,00+1,7E-3 b 0,61+0,03 a
2 1,94+0,05 € 2,19+0,07 b 1,00+4,2E-3 b 0,99+0,01 ¢
3 1,56+0,07 d 2,97+0,09 ¢ 1,00+2,5E-3 b 1,00+4,9E-3 ¢
4 1,27+0,07 ¢ 3,35+0,08 d 1,00+4,2E-3 b 0,99+0,01 ¢
5 0,90+0,07 b 3,72+0,08 e 0,98+0,01 b 0,95+0,02 b
6 0,66+0,07 a 4,55+0,14 f 0,74+0,04 a 1,00+0,00 c

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, p <0,05

Al analizar la capacidad antagénica in vitro de Trichoderma spp. sobre Phytophthora
infestans se determind una interaccion significativa tratamiento x tiempo (Fso, 425= 7.27;
p <0.0001). Esto se presentd debido a que las cepas de Trichoderma mantienen un
crecimiento constante que no se ve afectado por ningun factor y aumenta conforme

pasan los dias.

Se encontrd también un efecto significativo para las fuentes tratamientos (Fis 425= 4.13;
p <0.0001) y tiempo (Fs, 425= 949.87; p <0.0001), esto representa la diferencia existente
entre los tratamientos y a medida que avanza el tiempo, de esta forma se puede afirmar

que existid una respuesta positiva para el control del patdgeno por parte del antagonista.
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Al comparar la capacidad antagonica de los tratamientos sometidos a pruebas duales en
caja de petri, se puede destacar los tratamientos Ts (C5R1) y Tio (C10R1,1) (Figura
5.1.3.1 Ay B) que presentaron el mayor grado de antagonismo frente al patdgeno, lo
que se evidencid tanto en la medicion numérica como en la observacion visual, dado
que estas cepas cubrian al patdgeno impidiendo su crecimiento e invadiendo los sitios
antes colonizados por P. infestans. Cabe mencionar que estos tratamientos a pesar de ser
los que mayor antagonismo ejercieron sobre el patdgeno no presentaron diferencias
significativas con los tratamientos Tg (C9R1; Figura 5.1.3.1 C), T; (C10R1,2), T3
(Tu2R3,2), Ti7 (DM7), Te (C11R1), Ty (C13R2), Tis (DM19), T4 (Agripac), Ts
(C16R2), T14 (C9R3), T3 (IQP) y T2 (C-7); y si presentaron diferencias significativas
con los tratamientos T; (C-19) y Tis (Tu2R3,1) que fueron los que menor capacidad

antagénica presentaron.

Figura 5.1.3.1. Pruebas de antagonismo in vitro. (A) Cepa C5R1 vs P. infestans.
(B) Cepa C10R1,1 vs P. Infestans. (C) Cepa C9R1 vs P. Infestans. (D) Testigo.
IASA, Ecuador, 2007
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Ezziyyani et al (2004) demostraron que Trichoderma spp. tiene un efecto antagénico
contra Phytophthora capsici en cultivos duales in vitro, sobre todo en medio PDA
enriquecido con laminarina-glucosa, donde aumento su actividad antifingica mediante
la secrecién de la enzima hidrolitico (B-1,3-glucanasa), Mencionan que la intensidad de

inhibicidén in vitro también varid segun medio de cultivo, temperatura y pH.

Otros estudios realizados por Ochoa (2002) demostraron que las especies de
Trichoderma spp. atacan a las hifas del hospedero por enrollamiento, enganchando o
aprisionando las estructuras y penetrando en la pared celular del hospedero, por
secrecion de enzimas liticas como proteinazas basicas, -1,3-glucanasas y quitinasas. La
actividad antifungica de las enzimas quitinoliticas tienen un papel importante en la lisis

de la pared celular de los hongos fitopatdgenos.

Al analizar el crecimiento al borde de Phytophthora infestans bajo el efecto de los
tratamientos con antagonistas se determind que existe una interaccion significativa para
tratamientos X tiempo (Fes, 494= 5.42; p <0.0001), lo que demuestra que el crecimiento

del patdgeno hacia el borde de la caja disminuy6 por accion del antagonista.

De igual forma se encontré un efecto significativo para tratamientos (Fig 494= 3.86; p
<0.0001) y tiempo (Fs, 494= 73.22; p <0.0001). Esta diferencia entre tratamientos viene
dada porque el hongo patégeno fue creciendo hacia el borde paulatinamente, sin
embargo al ser invadido por el antagonista existi6 un decremento, dandose una

variacion en los tratamientos.
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Al comparar el crecimiento al borde de P. infestans de los tratamientos se puede indicar
que los tratamientos con menor desarrollo (T1o, Ts, Ts, T7, T1s, T17, T1s, T4, Te, T1a, T12)

resultan ser los mismos que demostraron una alta capacidad antagénica.

Del mismo modo al comparar el crecimiento al borde de P. infestans de los tratamientos
en relacién al tiempo se puede diferenciar dos rangos y observar que en el dia 6 (a), el
crecimiento hacia el borde se vuelve significativamente diferente por su reduccién ante

la inhibicion por Trichoderma spp.

5.1.3.1.Relacion entre la capacidad antagonica y la capacidad de

crecimiento del patogeno

Para establecer la relacion que existe entre las variables capacidad antagonica y

capacidad de crecimiento del patdgeno, se realizo una regresion polindmica de tercer

grado (Figura 5.1.3), esta muestra una interaccion directa entre estas dos variables.

0.56-

'0 4 Y Ll Y
-0.32 1.46 3.25 5.04
Capacidad antagodnica (cm)

Capacidad de crecimiento del patdgeno (¢m)
2

Figura 5.1.3.2. Regresion polindomica de tercer grado de la capacidad de
crecimiento del patégeno en comparacion con la capacidad antagénica. 1ASA,
Ecuador, 2007.
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Al realizar el andlisis de regresion entre la capacidad patogénica de P. infestans y
capacidad antagonica de Trichoderma spp. y bajo el modelo de un polinomio de tercer
grado (CP = 1.06 + 1.78A - 0.76A% + 0.07A% R®=0.73; p<0.0001) se encontré que la
capacidad de crecimiento del patégeno P. infestans esta en funcién de la accion

antagonica que ejercieron las cepas de Trichoderma.

Al realizar la primera derivada de la ecuacidn de la regresion se encontré que el valor
Optimo para la accion antagonica de las cepas de Trichoderma, fue cuando P. infestans
tuvo un radio de 2.26 cm. Esto se debe a que el antagonista fue sembrado de 4 a 5 dias

después del patdgeno, y su accion empezé 2 a 3 dias despues de la siembra.

CP =1.06 + 1.78A - 0.76A% + 0.07A®
A =1.78—2(0.76)A + 3(0.07)A?
0.21A? ~152A +1.78=0

A =1.4692

CP = 1.06 + 1.78 (1.4692) — 0.76 (1.4692) + 0.07 (1.4692)°

CP =2.26 cm.

Ezziyyani et al (2004) demostraron que la zona de inhibicion producida por
Trichoderma spp. frente al patdgeno, aumenta a medida que transcurre el tiempo. Este
aumento que va acompafado de la destruccion del micelio flngico desarrollado hasta

ese momento.
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5.2.FASE DE CAMPO

5.2.1. Ensayol

Al analizar la incidencia de P. infestans en las plantas de papa bajo invernadero se
establecid una interaccion significativa tratamiento x tiempo (Fi26,560= 2.66; p <0.0001;

cuadro 5.2.1.1).

Se encontr6 un efecto significativo para tratamientos (Fg se0= 5.17; p 0.0001) y tiempo
(F14,560= 265.1; p< 0.0001). La incidencia de la enfermedad se presento tardiamente en

los tratamientos bioldgicos y quimicos, no asi en los tratamientos testigo.

Cuadro 5.2.1.1. Anélisis de varianza para incidencia y severidad de P. infestans
frente a 3 cepas de Trichoderma y un tratamiento quimico

en dos variedades de papa. Ambato, Ecuador, 2007

Fuente de variacion | Incidencia | Severidad

Tratamiento 0.0001 <0.0001
Error A 0.1512 <0.0001
Tiempo <0.0001 <0.0001

Tratamientos * tiempo | <0.0001 <0.0001
Probabilidad asociada a cada fuente de variacion

Al comparar la incidencia de P. infestans en los diferentes tratamientos, se encontré que
los tratamientos T, (C9R1+Fripapa), T3 (C5R1+Fripapa), T7 (T. Quimico+Fripapa) y Ts
(C10R1,1+Fripapa), presentaron menor incidencia del patdgeno, sin que exista
diferencias significativas entre ellos. El tratamiento Tio (T. absoluto+Superchola)
presentd la mayor incidencia de la enfermedad significativamente diferente a los

tratamientos antes mencionados (Cuadro 5.2.1.2).
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Cuadro 5.2.1.2. Promedio (+ error estandar) de incidencia y severidad de P.
infestans frente a 3 cepas de Trichoderma y un tratamiento quimico
en dos variedades de papa. Ambato, Ecuador, 2007

Tratamientos Incidencia Severidad
Ts: C10R1,1+Fripapa 0.79+0.05abc | 7.92+0.04f
T;: C5R1+Fripapa 0.77+0.05ab | 7.90+0.04 f
T, C5R1+Superchola 0.84+0.04 ¢ | 7.78+0.05 ef
T1: CI9R1+Fripapa 0.76+0.05a | 7.77+0.06 ef
T,: T. Quimico+Fripapa 0.77+0.05ab | 7.66+0.06 de
Te: C10R1,1+Superchola 0.84+0.04 ¢ | 7.56+0.07 cd
To: T. Absoluto+Fripapa 0.84+0.04 ¢ | 7.54+0.06 cd
T,: C9R1+Superchola 0.83+0.04 bc | 7.39+0.08 bc
Tg: T. Quimico+Superchola 0.84+0.04 ¢ 7.22+0.09 b
Tio: T. Absoluto+Superchola | 0.91+0.03 d 6.57+0.11 a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, p <0,05

La incidencia de la enfermedad evidencié una variacion en funcion del tiempo, esto
indicoO la capacidad de los tratamientos a base de Trichoderma para proteger

inicialmente al cultivo de la enfermedad. (Cuadro 5.2.1.3).

Cuadro 5.2.1.3. Promedio (+ error estandar) de incidencia en relacion al tiempo de
P. infestans frente a 3 cepas de Trichoderma y un tratamiento quimico

en dos variedades de papa. Ambato, Ecuador, 2007

Evaluaciones | Incidencia
1 0.00+0.00 a
2 0.08+0.04 b
3 0.40+0.07 ¢
4 0.80+0.06 d
5 1.0+0.00 e
6 1.0+0.00 e
7 1.0+0.00 e
8 1.0+0.00 e
9 1.0+0.00 e
10 1.0+0.00 e
11 1.0+0.00 e
12 1.0+0.00 e
13 1.0+0.00 e
14 1.0+0.00 e
15 1.0+0.00 e

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, p <0,05
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Al analizar la severidad de P. infestans por efecto de los tratamientos se identificd una
interaccion significativa para la tratamiento X tiempo (Figs, 442= 2.59; p< 0.0001), y se
encontrd un efecto significativo para tratamientos (Fg, s442= 14.48; p< 0.0001). Se puede
indicar que existente diferencia en la forma de actuar de cada tratamiento frente a

Phytophthora infestans.

Al discriminar la severidad de los diferentes tratamientos mediante Duncan al 5% se
destacaron con la menor severidad los tratamientos Ts (ClOR1,1+Fripapa), T3
(C5R1+Fripapa), T4 (C5R1+Superchola) y T; (CO9R1+Fripapa), sin mostrar diferencia
significativa entre ellos. El tratamiento T (T. Absoluto+Superchola) presenté la mayor
severidad de la enfermedad. No hubo una diferencias significativas entre los
tratamientos T, (C5R1+Superchola), T; (COR1+Fripapa) y T, (T. quimico+Fripapa),
demostrando la eficiencia de Trichoderma y corroborando la posibilidad de usar

tratamientos bioldgicos para el control de esta enfermedad.

5.2.2. Ensayo 2

Al analizar la incidencia de P. infestans se establecié una interaccion significativa en

tratamiento X tiempo (F126, 560= 2.46; p <0.0001; Cuadro 5.2.2.1)

Cuadro 5.2.2.1. Andlisis de varianza para incidencia y severidad de P. infestans
frente a 3 cepas de Trichoderma y un tratamiento quimico en

dos variedades de papa. Ambato, Ecuador, 2007

Fuente de variacion | Incidencia | Severidad

Tratamiento 0.0018 <0.0001
Error A 0.2182 <0.0001
Tiempo <0.0001 <0.0001

Tratamientos * tiempo | <0.0001 <0.0001
Probabilidad asociada a cada fuente de variacion
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También se identifico un efecto significativo para tratamientos (Fg se0= 3.73; p 0.0018)
y para tiempo (Fi4,s60= 221.77; p< 0.0001), esto corrobora los resultados encontrados en

el ensayo 1, al existir variabilidad entre tratamientos, en lo relacionado al aparecimiento

de la enfermedad.

Al comparar la incidencia de P. infestans en los diferentes tratamientos mediante la
prueba de Duncan al 5%, se puede destacar que hubo un resultado similar al encontrado
en el ensayo 1. Los tratamientos Ts (CLlOR1,1+Fripapa), T; (C5R1+Fripapa), T;
(C9R1+Fripapa) y T4 (C5R1+Superchola) fueron los mas eficientes, y no se encontrd
diferencias significativas entre ellos. El tratamiento Tip (T. Absoluto+Superchola)

presento la mayor incidencia del patdgeno, al igual que en el ensayo 1 (Cuadro 5.2.2.2).

Cuadro 5.2.2.2. Promedio (+ error estandar) de incidencia y severidad de P.
infestans frente a 3 cepas de Trichoderma y un tratamiento quimico

en dos variedades de papa. Ambato, Ecuador, 2007

Tratamientos Incidencia Severidad

T: T. Quimico+Fripapa 0.89+0.04 bcd | 7.82+0.05e
Ts: C10R1,1+Fripapa 0.83+0.04 a 7.81+0.05 e
T1: C9R1+Fripapa 0.84+0.04ab | 7.79+0.05e
T, C5R1+Superchola 0.88+0.04 abcd | 7.68+0.06 de
Ts: C5R1+Fripapa 0.83+0.04a | 7.68+0.06 de

Te: C10R1,1+Superchola 0.91+0.03cd | 7.51+0.06 d
To: T. Absoluto+Fripapa 0.91+0.03cd | 7.12+0.06 c
T,: C9R1+Superchola 0.85+0.04 abc | 7.11+0.08 ¢
Tg: T. Quimico+Superchola | 0.88+0.04 abcd | 6.88+0.10 b
Tio: T. Absoluto+Superchola 0.92+0.03d 6.03+0.13 a
Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, p <0,05

Al comparar la incidencia de P. Infestans en relacion al tiempo dentro de los
tratamientos se evidencio, al igual que en el ensayo 1, que la incidencia de la

enfermedad aument6 en funcién del tiempo (Cuadro 5.2.2.3).
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Cuadro 5.2.2.3. Promedio (+ error estandar) de incidencia en relacion al tiempo
de P. infestans frente a 3 cepas de Trichodermay un tratamiento quimico
en dos variedades de papa. Ambato, Ecuador, 2007

Evaluaciones | Incidencia
1 0.04+0.03 a
2 0.26+0.06 b
3 0.80+0.06 ¢
4 0.80+0.06 d
5 1.0+0.00 d
6 1.0+0.00 d
7 1.0+0.00 d
8 1.0+0.00 d
9 1.0+0.00 d
10 1.0+0.00 d
11 1.0+0.00 d
12 1.0+0.00 d
13 1.0+0.00 d
14 1.0+0.00 d
15 1.0+0.00 d

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, p <0,05

Al analizar la severidad de P. infestans en el ensayo 2 se encontré una interaccion
significativa para tratamientos x tiempo (Fiis, 476= 4.36; p< 0.0001), y un efecto
significativo para tratamientos (Fg 476= 12.52; p< 0.0001), lo cual establece al igual que

en el ensayo 1 una diferencia entre los tratamientos aplicados.

Al comparar la severidad mediante la prueba de Duncan al 5% se encontraron que los
tratamientos T, (T. Quimico+Fripapa), Ts (C10R1,1+Fripapa), T; (COR1+Fripapa), T4
(C5R1+Superchola) y T3 (C5R1+Fripapa) fueron los mas eficientes, sin que exista

diferencia significativa entre ellos.

En el ensayo 1 el tratamiento T (T. Quimico+Fripapa) mostrd diferencias significativas
con los tratamientos biologicos Ts (C10R1,1+Fripapa) y T3 (C5R1+Fripapa), siendo los

tratamientos biolégicos mas eficientes que el quimico. Esto no sucedié en el ensayo 2,
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donde los tratamientos antes mencionados no presentaron diferencias significativas

entre ellos.

La cepa C5R1 resultd ser mas eficiente, presentando baja severidad en ambos ensayos al
ser combinada con variedades susceptibles y resistentes de papa, lo cual demuestra la

eficacia que tiene Trichoderma para controlar enfermedades fungosas.

En ambos ensayos el tratamiento To (T. Absoluto+Superchola) fue el que presento la

mayor severidad de la enfermedad.

Los resultados encontrados en ambos ensayos concuerdan con los estudios realizados
por Krauss et al., (2003) quienes probaron durante dos afios consecutivos cepas de
Trichoderma spp. en dos formulaciones (en agua y en 3% v/v de melaza), donde las
cepas mezcladas con melaza aumentaron en un 20% las mazorcas sanas de cacao,

debido a un mayor control de Phytophthora spp. en campo.

Ochoa (2002) que cita a Elad et al., (1980) quienes utilizaron Trichodema harzianum
para proteger diversas plantas de hongos fitopatdgenos como Sclerotium rolfsii y R.
solani bajo condiciones de invernadero y en campo, logrando un 97% de reduccién de
la incidencia de las enfermedades en semillas de frijol y un 57% de reduccién de estos

patdgenos en suelo infestado natural y artificialmente.
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V1. CONCLUSIONES

Trichoderma spp esté en la rizosfera de los cultivos de papa de las zonas muestreadas

con una alta variabilidad de especies aptas para el control de Phytophthora infestans.

De los resultados arrojados en las pruebas de eficiencia in vitro las 17 cepas de
Trichoderma demostraron, en diferente grado, capacidad de biocontrol para P. infestans.

De estas, las cepas C5R1, C9R1 y C10R1,1 demostraron mejor capacidad antagonica.

Los mejores resultados en las pruebas de invernadero se obtuvieron al aplicar los
diferentes tratamientos en plantas de papa resistentes a P. infestans de la variedad
Fripapa, mostrando que la combinacion del control biologico con la resistencia da

mejores resultados para controlar este patdgeno.

La aplicacion de tratamientos con Trichoderma fueron significativamente iguales al

tratamiento quimico, con la variedad resiste.

De las tres cepas evaluadas, la cepa C5R1 mostrd6 mayor eficiencia para el control de
Phytophthora infestans en las pruebas de invernadero, al reducir la severidad de la

enfermedad en variedades resistentes y susceptibles de papa.

Las cepas de Trichoderma se mostraron eficientes para prevencion de la enfermedad,

pero no para controlar el desarrollo una vez iniciado.
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Todas las cepas aisladas de Trichoderma fueron almacenadas en refrigeracién por
duplicado en tubos de ensayo con PDA y aceite de vaselina con el fin de establecer un

banco de microorganismos con potencial antagonista a P. infestans.

Después de probar diferentes técnicas de conservacion, las cepas de Trichoderma
eficientes en pruebas de campo se conservaron mediante la técnica de liofilizacion, ya
que demostro ser la mas eficiente para la conservacion de Trichoderma por su sencillez
y facilidad para reactivar los microorganismos benéficos, ademas esta técnica mantiene

los microorganismos viables por varios afos.
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VIl. RECOMENDACIONES

Definir la eficiencia en campo de las cepas de Trichoderma usadas en esta investigacion

para control de Phytophthora infestans y con respecto a las condiciones ambientales.

Las cepas C5R1, C9R1 y C10R1,1 pueden ser usadas en campo como un tratamiento

preventivo dentro del manejo integrado de papa.

Las cepas de Trichoderma usadas en esta investigacion podrian ser probadas para el

control de otras enfermedades en el cultivo de papa.

Establecer el tiempo de supervivencia de las cepas de Trichoderma en las plantas de

papa y en el campo.

Establecer las dosis efectivas de las cepas de Trichoderma.
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VIiIl. RESUMEN

El hongo fitopatogeno Phytophthora infestans afecta a tallos, hojas y tubérculos de la
papa, pudiendo destruir por completo el cultivo. Con el propdsito de ofrecer una
alternativa biologica para el manejo de este problema, se evaluaron doce cepas del
hongo biocontrolador Trichoderma spp. Se aislaron cepas en diferentes localidades
paperas de las provincias Pichincha, Carchi y Tungurahua. Se obtuvieron 17 cepas de
Trichoderma, y en base a caracteristicas morfolégicas se clasificaron en las especies
Trichodema album, T. lignorum, T. viride, T. atroviride, T. glaucum, T. harzianumy T.
koningii. Las cepas pertenecientes a las especies T. viride, T. harzianum y T. koningii
fueron sometidas a pruebas de antagonismo in vitro para el control de Phytophthora
infestans. Las cepas C5R1 (Trichoderma koningii), COR1 (Trichoderma harzianum) y
C10R1,1 (Trichoderma harzianum) fueron las mejores por su eficiencia en reducir la
capacidad de crecimiento de P. infestans en cajas de petri con medio agar arveja. El
efecto antagonico de estas cepas se probo bajo condiciones de invernadero en plantas de
papa sembradas en maceta, en una variedad resistente (Fripapa) y una susceptible
(Superchola), ademéas se incluyd un tratamiento quimico (Mancoceb 1g I?). Los
tratamientos mas eficientes fueron los bioldgicos combinados con la variedad resistente
al no presentar diferencias significativas con el quimico y evidenciar la menor severidad
de la enfermedad. La cepa C5R1 fue la mas efectiva al presentar baja severidad de la
enfermedad en ambas variedades superando incluso al tratamiento quimico. Las cepas
utilizadas en las pruebas in vitro fueron conservadas en refrigeracion en tubos con PDA
y aceite de vaselina; y las cepas eficientes usadas en las pruebas bajo invernadero fueron
conservadas por liofilizacion. Asi se inicidé un banco de microorganismos antagonistas a

P. infestans.
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IX. SUMMARY

The fitopatogeno fungus Phytophthora infestans affects stems, leaves and tubers of the
potato. It cause able to destroy the crop completely. To offer a biological alternative for
handling of this disease, twelve strain of the antagonist fungus Trichoderma spp. were
evaluated. Fungal strains were collected from Pichincha, Carchi and Tungurahua
Provinces. Seventeen Trichoderma strains were characterized based on the morphology
and classified in the species Trichodema album, T. lignorum, T. viride, T. atroviride, T.
glaucum, T. harzianum and T. koningii. The strains of the species T. viride, T.
harzianum and T. koningii were proved antagonistic test under in vitro conditions, for
controling Phytophthora infestans. Strains C5R1 (Trichoderma koningii), C9R1
(Trichoderma harzianum) and C10R1,1 (Trichoderma harzianum) shown consistently
reduce the growth of P. infestans in Petri plates with agar pea medium. The antagonistic
effect was also studied under of greenhouse conditions in pots, in two potatoes varieties,
one resistant (Fripapa) and another susceptible (Superchola). It was also included a
chemical control (Mancoceb 1g/1). The most efficient treatments were the treatments in
combination with resistant variety, because they did not presented significative
differences in comparison with the chemical control. It also shown the smaller severity
of the disease. Strain C5R1 was the most effective, presenting the smaller severity of
the disease in both varieties, surpassing the chemical treatment. The strains used in in
vitro tests were stored in refrigeration in tubes with APD and vaseline oil. The efficient
strains used in greenhouse tests were conserved in dry freezen. This is the beginning of

a antagonistic microorganisms collection bank.
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Xl.  ANEXOS

Anexo 1. Medios de Cultivo utilizados

MEDIO REACTIVOS CANTIDAD
Medio Martin Fosfato de Potasio 0.5¢/I
Sulfato de Magnesio 0.5¢/1
Peptona 5¢/l
Dextrosa 10g/1
Extracto de Levadura 0.5¢/1
Rosa de Bengala 0.05g/1
Sulfato de Estreptomicina 0.03g/1
Agar 18g/l
Agar Papa Dextrosa Almidon de papa 200g/1
Dextrosa 20g/1
Agar 8g/l
Caldo Papa Dextrosa Infusion de papa 200g/1
Dextrosa 20g/1
Medio Agar Almidon Peptona 5¢/1
Extracto de Levadura 5¢/1
Almidon Soluble 39/l
Agar 15¢/I
Caldo  Levadura - | Extracto de Levadura 5¢/1
Sucrosa para | Sucrosa 10g/1

incremento de biomasa
por fermentacion
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Anexo 2. Toma de muestras de suelo para el aislamiento de Trichoderma spp.




Anexo 3. Escala de severidad propuesta por Cruickshank




89

Anexo 4. Cepas de Trichoderma liofilizadas
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Anexo 5. Identificacion de cepas aisladas pertenecientes al genero Trichoderma

Codigo de cepa Especie

AC-7 Trichoderma atroviride
C-7 Trichoderma harzianum
DM 7 Trichoderma koningii
DMM 13 Trichoderma koningii
DMM 19 Trichoderma koningii
C-19 Trichoderma atroviride
1QP Trichoderma koningii
IASA-A Trichoderma harzianum
T1R3,2 Trichoderma harzianum
Agripac Trichoderma koningii
Tu2R3,1 Trichoderma koningii
Tu2R3,2 Trichoderma koningii
C10R3 Trichoderma polysporum
C4R1 Trichoderma atroviride
C12R1,2 Trichoderma atroviride
Cristian Trichoderma atroviride
C16R2 Trichoderma harzianum
C9R3 Trichoderma harzianum
C5R1 Trichoderma koningii
C11R1 Trichoderma koningii
C13R2 Trichoderma koningii
C9R2 Trichoderma atroviride
C10R1,2 Trichoderma koningii
C10R1,1 Trichoderma harzianum
C12R1,1 Trichoderma atroviride
C9Rr1 Trichoderma harzianum




