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RESUMEN

La papa es un rubro agricola de importancia econdmica y social en el Ecuador. El
cultivo se ha visto afectado con la rizoctoniasis o costra negra, causada por Rhizoctonia
solani Kiihn, que afecta las partes subterraneas de la planta, produciéndose cancros en
brotes, tallos, estolones y raices, lo que disminuye la emergencia de plantas e incrementa
la presencia de tubérculos aéreos. La costra negra es la formacion de esclerocios sobre la
piel de los tubérculos, disminuyendo la calidad y el rendimiento del cultivo. El objetivo
fue aislar a R. solani a partir de suelos paperos en la provincia del Carchi. De las 90
muestras analizadas, se logré obtener 31 aislamientos de R. solani durante las tres etapas
del cultivo de la papa (siembra, floracion y cosecha). Los resultados de los aislamientos
fueron analizados mediante pruebas de hipotesis de chi cuadrado, que indicaron que
existe presencia significativa (p=0.037) de este patdgeno en los suelos paperos de la
provincia del Carchi. Se llevd acabo la caracterizacion molecular con todos los
aislamientos obtenidos de R. solani, mediante una PCR que amplifico la region ITS con
los primers ITS1 e ITS4 obteniéndose una banda de 650 pb aproximadamente. Para el
grupo AG se utilizaron los primers Rs1F2 y Rs2R1 especificos para AG-3, con los
cuales se obtuvo una banda de 500 pb. Tanto en la identificacion de las regiones ITS
como del AG-3 se observd una frecuencia de las bandas del 100%. Ademas se realizaron
pruebas de infeccion en plantas de papa con los 31 aislamientos, se evidencié sintomas
necroticos de diferente intensidad en tallos y formacion de esclerocios sobre los
tubérculos. Se determind que existe infeccion significativa en tallos (p=0.037) y en
tubérculos (p=0.053).

PALABRAS CLAVES:

e RHIZOCTONIA SOLANI KUHN
COSTRA NEGRA
ESCLEROCIOS

REGION ITS

AG-3
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ABSTRACT

Potato is a entry agricultural of importance economic and social in Ecuador. The crop
has been affected with the rizoctoniasis or black scab, caused by Rhizoctonia solani
Kihn, which affects the underground parts of the plant, producing cankers in outbreaks,
stems, stolons and roots, which decreases the emergence of plants and increases the
presence of aerial tubers. The black scab is the formation of sclerotia over the skin of the
tuber, has decreased the quality and performance the crop. The objective was to isolate
R. solani from potato soils in the province of Carchi. Of the 90 samples analyzed, it was
possible to obtain 31 isolates of R. solani during the three stages of the potato crop
(planting, flowering and harvest). The results of the isolates were analyzed by
hypothesis testing of Chi - square, which indicated that there is significant presence (p =
0.037) of this pathogen in the potato soils in the province of Carchi. Also is did the
molecular characterization with all isolates obtained of R. solani, using a PCR was
amplified the ITS region with primers ITS1 and ITS4 was obtained a band of 650 bp
approximately. For AG group were used the primers Rs2R1 and Rs1F2 , with which a
band of 500 bp were obtained. Both in the identification of the ITS regions as the AG-3
was observed a frequency of the bands of the 100 %. Additionally, we performed tests of
infection in potato plants with the 31 isolates, that showed necrotic symptoms of
different intensity in stems and formation of sclerotia over the tubers. It was determined

that there is significant infection in stems (p=0.037 ) and tubers (p=0.053).

KEYWORDS:

e RHIZOCTONIA SOLANI KUHN
BLACK SCAB

SCLEROTIA

ITS REGION

AG-3



IDENTIFICACION, AISLAMIENTO, CARACTERIZACION Y EVALUACION
DE LA CAPACIDAD DE INFECCION EN TUBERCULOS DE Rhizoctonia
solani DE SUELOS PAPEROS DE LA PROVINCIA DE CARCHI.

1.1 Formulacién del problema

En el Ecuador, por muchos afios el cultivo de la papa ha tenido alta prioridad,
constituye una de las principales fuentes de ingresos. Hoy en dia se conoce que los
agricultores del pais siembran anualmente cerca de 66.000 hectéareas. La provincia del
Carchi ocupa el 25% de la superficie nacional que se dedica y es generadora de un 40%

de la cosecha anual de todo el pais (Pumisacho & Sherwood, 2002).

La falta de conocimiento por parte de los cultivadores al momento de la siembra de
la papa han contribuido que la siembra enfrente muchos problemas que ponen en peligro
su bienestar econémico y la seguridad alimentaria del pais (Pumisacho & Sherwood,
2002).

Los agricultores al seleccionar para semilla aquella papa que no pueden
comercializar, o por basarse en criterios como la forma y tamario del tubérculo, sin tener
en cuenta su sanidad. Suelen seleccionar tubérculos que juegan un rol importante en la
propagacion de diversas enfermedades, que con el pasar del tiempo se iran acumulando

en la planta (Herrera, Gomez, Corzo, & Ceron, 2001; Pumisacho & Sherwood, 2002).

La planta de papa es susceptible a por lo menos 75 agentes diferentes entre insectos
plaga, microorganismos, fitopatdgenos y nematodos, que causan bajos rendimientos y
pérdidas en la produccién en las areas del cultivo (Herrera, Gobmez, Corzo, & Ceron,
2001).

Varias enfermedades de la papa, como la marchitez causada por el hongo
Verticillium sp. no muestran sintomas visibles en el tubérculo. Otras enfermedades como
la rofia (Spongospora subterranea), la mortaja (Rosellinia spp.) y la rizoctoniasis
(Rhizoctonia solani) es posible observar algunos signos de la enfermedad sobre los

tubérculos. Sin embargo, solo después de la siembra en la fase de crecimiento del cultivo
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dichas afecciones se manifiestan, infestan el lote y afectan la produccion (Zapata, 2000;

Herrera, Gbmez, Corzo, & Cerdn, 2001).

En las zonas productoras de papa del mundo, una de las enfermedades mas
destructivas para los cultivos es producida por Rhizoctonia solani, un agente
fitopatdgeno que infecta el tubérculo. Debido a que se puede desarrollar en un rango de
temperatura variado se disemina facilmente sobre los tubérculos de papa mediante los
esclerocios; causando la denominada costra negra o rizoctoniasis (Arauz , 1998; Agrios,
2004; Araujo, 2006).

Los dafios que ocasionan son considerables, ataca a los brotes emergentes, causa la
formacidn de esclerocios sobre la superficie del tubérculo, pudricion en yemas, brotes,
raices y tallos de plantas jovenes o adultas, lesiones necroticas de color café oscuro que
interfieren con el transporte de nutrientes, disminuyendo la emergencia y el rendimiento

del cultivo (Giovannini, Andrade, Valenzuela, Castro, & Contreras, 2005).

Aunque el mayor dafio es el incremento de papas pequefas, deformes y agrietadas,
aumentando el desecho, perdiendo capacidad comercializadora. Convirtiéndose en un
problema significativo para los productores por las pérdidas econdmicas que ocasiona
(Castro & Contreras, 2011).

La enfermedad que puede afectar tanto la calidad culinaria y sanitaria de los
tubérculos ha sido investigada en diversos paises a nivel mundial. A pesar de que ha sido
la responsable de pérdidas para los agricultores, en el pais ha sido estudiada a nivel de

tubérculos con esclerocios, raices y tallos infectados.

No se ha encontrado informacion de Rhizoctonia solani de estudios realizados a
partir del analisis del suelo, mucho menos de la caracterizacién molecular de los grupos

anastomasicos (AG) de este hongo.

1.2 Justificacion del problema

La mayoria de las enfermedades originadas en tubérculos es causada por
fitopatogenos; pueden atacar las partes aéreas de la planta, destruyendo el follaje y

causando manchas foliares y tizones, también a las raices retardando el desarrollo del
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cultivo, restandole vitalidad e incluso causandole la muerte y a los tubérculos

ocasionando lesiones que pueden destruirlos o desmejorar su calidad (Ames, 1997).

Ademas de producir dafio durante el desarrollo de las plantas en el campo, pueden
afectar en la etapa de post cosecha, cuando el producto ha sido almacenado para su

conservacion y posterior consumo o comercializacion (Ames, 1997).

Algunas provincias del Ecuador dedicadas al cultivo de la papa se han visto
aquejadas por diferentes enfermedades causadas por hongos como: Phytophthora
infestans (tizon tardio), Streptomyces scabies (sarna comun), Alternaria solani (tizon
temprano), Rhizoctonia solani (costra negra); responsables de causar rendimientos bajos,
deterioro del producto cosechado y de su calidad sanitaria (Pumisacho & Sherwood,
2002).

Diferentes investigaciones han demostrado que los cultivos de papas sufren de
rizoctoniasis; enfermedad ocasionada por Rhizoctonia solani que afecta tejidos, brotes y
tallos de las plantas de la papa, la sintomatologia méas evidente es la presencia de
esclerocios sobre la superficie del tubérculo (Vargas, 2006).

El estudio de la rizoctoniasis en los suelos paperos ecuatorianos ha cobrado
importancia debido a que en los Ultimos afios esta enfermedad ha aumentado su
incidencia en casi todas las zonas productoras causando reduccion en el nimero de
plantas por hectérea, disminucion en la cantidad de tubérculos e incluso la muerte de
hasta el 70% de plantulas cultivadas. Varios productores de papas han asumido pérdidas

en su economia por tal razon (Vargas, 2006; Castro & Contreras, 2011).

La identificacion de hongos fitopatdgenos es sustancial; pues contribuira a
minimizar diversas enfermedades especialmente en cultivos que tienen importancia a
nivel mundial como la papa. Permitird ademas tener una sanidad adecuada al momento

de cultivar obteniéndose asi un producto de alta calidad (Castro & Contreras, 2011).

Efectuar investigaciones sobre R. solani, proporcionara informacion adecuada para
la utilizacion oportuna y controlada de fungicidas, quimicos o mejor adn, de
metodologias de control biolégico efectivas, que dafien lo menos posible el medio

ambiente (Rosaima, Garcia, & Garnica, 2002).
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Dado a que el Ecuador no se han realizado aislamientos a partir del suelo, ni se ha

encontrado investigaciones sobre la caracterizacién molecular de Rhizoctonia solani, el
objetivo del siguiente estudio es obtener mas informacion sobre este hongo fitopatégeno
mediante el uso de técnicas moleculares como la PCR, que permita comprobar la

presencia o ausencia de R. solani, ademas del grupo anastomaésico.

La informacion obtenida podra ayudar al agricultor en el pais, permitiéndole tener
un manejo adecuado del suelo y a contrarrestar los dafios producidos por este patdgeno

que aun no tiene un control efectivo (Frank, 1981; Agrios, 2004).

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Identificar, aislar, caracterizar y evaluar la capacidad de infeccion en tubérculos de
Rhizoctonia solani de suelos paperos de la provincia del Carchi.

1.3.2 Objetivos especificos

e Tomar muestras de suelos paperos en seis campos de la provincia del Carchi en
sus tres etapas de cultivo en siembra, floracion y cosecha.

¢ Aislar Rhizoctonia solani a partir de muestras de suelos paperos de la provincia
del Carchi y caracterizar morfolégicamente los diferentes aislamientos del
hongo.

e Purificar los aislamientos obtenidos de Rhizoctonia solani.

e Extraer el DNA de los micelios de Rhizoctonia solani y cuantificar.

e Realizar una PCR para verificar si los aislamientos obtenidos corresponden a
Rhizoctonia solani y al grupo anastomosico AG3.

e Evaluar la capacidad de infeccién en tubérculos y tallos con los diferentes

aislamientos obtenidos de Rhizoctonia solani.



1.4 Marco tedrico

1.4.1 Papa (Solanum tuberosum)

1.4.1.1 Origen

Solanum tuberosum fue domesticada en Sudamérica, especificamente en Bolivia,
entre los lagos Titicaca y PoopO hace unos 10.000 afios aproximadamente. Aunque
existe controversia y opiniones divididas sobre el origen de la papa, sin duda se estima
que el altiplano peruano - boliviano es el lugar donde inicié la siembra de este
importante cultivo (CONABIO, 2007).

La mayor diversidad genética de papa cultivada y silvestre se encuentra en las tierras
altas de los Andes de América del Sur. Aparentemente la evolucidn de las especies de
papa cultivada se origind a partir del nivel diploide (dos pares de cromosomas), la cual
se encontraba distribuida desde el centro del Peru hasta Ecuador, Colombia y Venezuela
(Pumisacho & Sherwood, 2002).

De aproximadamente 2.000 especies conocidas dentro del género Solanum, entre
160 y 180 forman tubérculos; pero solo ocho son especies comestibles cultivadas.
Existen cerca de 5.000 plantares de papa, pero hoy en dia se cultivan en los Andes
menos de 500 (Pumisacho & Sherwood, 2002).

Las papas nativas siguen siendo cultivadas en las zonas altas de Perd, Bolivia,
Ecuador, Colombia, Venezuela, Argentina y hasta en Chile; son usadas principalmente
para el autoconsumo de las familias productoras. Las papas nativas son cultivadas en
campos muy pequefios, generalmente de menos de una hectérea en los que se hallan
hasta 300 variedades (Rivero, 2005).

Sin embargo la biodiversidad de la papa estd amenazada constantemente, algunas
variedades antiguas ya no se pueden encontrar, principalmente debido a cambios
climaticos y trastornos sociales. Desde los afios 50; gracias al desarrollo comercial de las
variedades modernas ha llevado a muchos agricultores a disminuir el cultivo de las

papas nativas, ya han desaparecido de muchas comunidades. Con estas extinciones, no
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solo el patrimonio cultural de los Andes se reduce, sino también el material genético

necesario para desarrollar nuevas variedades, resistentes a las plagas y al estrés climatico
(Rivero, 2005).

Diversificacion de la especie

El centro primario de diversificacion corresponde a la zona andina que va desde
Colombia atravesando Ecuador, Perl y Bolivia, hasta la parte norte de Chile y
Argentina. Los centros secundarios de diversificacion corresponden a Mesoameérica (Sur
de México, Guatemala, El Salvador, partes occidentales de Honduras, Nicaragua y parte
noroeste de Costa Rica), Venezuela y porcion sur de Chile, especificamente en la Isla de
Chiloé (CONABIO, 2007).

Crecimiento del cultivo de papa en funcion de la temperatura

El cultivo de la papa varia su crecimiento en funcion de la temperatura de la

siguiente manera (Fagro, 2008):

e La papa es un cultivo sensible a heladas, pero crece y se produce bien con
temperaturas frescas.

e EIl crecimiento vegetativo es bueno a 20 °C — 25 °C. La produccién de papas
(tubérculos) tiene como Optimo temperaturas menores (18 °C — 20 °C).

e Las temperaturas altas (28 °C - 30 °C) impiden el crecimiento de los tubérculos
al gastar la planta en respiracion todas la produccién de la fotosintesis. En tales
condiciones, la produccion es de baja calidad por la formacion de papa deformes.

Las noches frescas favorecen la formacion de los tubérculos.

Importancia del cultivo de la papa en el mundo

El cultivo de la papa juega un rol importante en el sistema de alimentacion global.

Segun estudios internacionales, contribuye a los requerimientos energéticos y de
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nutrientes de mas de dos mil millones de personas en los paises en desarrollo (Espinal, et

al., 2006).

La papa como producto alimenticio presenta una fuerte expansion a nivel mundial,
se situa como el cuarto producto basico, después del trigo, el arroz y el maiz. Los
principales productores a nivel mundial son China, Rusia, Polonia, India y Estados
Unidos los que concentran el 53% de las 311 millones de toneladas que se producen en

el mundo (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2004).

Los principales exportadores son los Paises Bajos, Francia, Alemania, Bélgica-
Luxemburgo y Canada, que concentran el 63% de las 7.8 millones de toneladas que se
exportan. Ademas estos mismos paises incluido Italia, Espafia y los Estados Unidos, se
constituyen como los mayores importadores de papa para consumo, concentrando el
62% de las importaciones. La papa a nivel mundial presenta un crecimiento moderado,
el cual ha aumentado a una tasa anual del 1.6% (Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural, 2004; Chavarro, 2011).

Produccion y consumo de papa en el Ecuador

El cultivo de papa en el Ecuador es tradicional en la region interandina y constituye
uno de los productos basicos en la dieta de los ecuatorianos. Dentro del Producto Interno
Bruto (PIB) agricola del Ecuador, representd el 8.72% del PIB total nacional durante los
afios 2000 - 2011 (Flores, Naranjo, Galarraga, Sanchéz, & Viteri, 2012).

Segun el 111 Censo Nacional Agropecuario, la actividad papera vincula a 88.130
productores representando un 10.5% de los productores agricolas a nivel nacional.
Ademas al menos 250.000 personas estan involucradas directa o indirectamente con el
cultivo (SICA - MAG, 2013).

La superficie cosechada de papa en el pais durante el periodo 2000 - 2011 alcanz6
un promedio de 49.038 hectareas anuales, mientras que la produccién promedio anual
fue de 319.764 Tm anuales, significado un rendimiento promedio de 6.64 Tm/ha (Flores,

Naranjo, Galarraga, Sanchéz, & Viteri, 2012).
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Las exportaciones de papa en promedio anual llegaron a $1.53 millones entre los

aflos 2000 y 2011, representando un 0.1% respecto a las exportaciones totales. Las
importaciones alcanzan en promedio un total de $ 5.6 millones por afio; constituyendo el
0.04% del total de importaciones en este periodo. Se ha podido estimar que el consumo
promedio per céapita 2000 - 2011 de papa en Ecuador ha sido de 22.29 kg/afio (Flores,
Naranjo, Galarraga, Sanchéz, & Viteri, 2012).

El 90% de la papa a nivel nacional se consume; es la base de la alimentacion de gran
parte de la poblacién ecuatoriana principalmente de los habitantes de las zonas altas
(SICA - MAG, 2013).

En la Sierra ecuatoriana, la papa es el segundo cultivo mas importante después del
maiz, se produce en diez provincias de la Sierra, siendo las mas representativas: Carchi,
Pichincha, Tungurahua, Chimborazo y Cotopaxi que produjeron el 89% de la
produccion (Flores, Naranjo, Galarraga, Sanchéz, & Viteri, 2012; SICA - MAG, 2013).

Se estima que durante el 2012 se produjeron 305.000 Tm con un rendimiento
promedio nacional de 8 Tm/ha. Ecuador tuvo rendimientos bajos en comparacion a otros

paises productores de papa (Suquilanda, 2013).

Cultivo de papa en la provincia de Carchi

La zona norte del Ecuador tiene la mayor producciéon de papa por area al nivel
nacional. Su rendimiento en promedio es de 21.7 t/ha. Aunque Carchi solo ocupa 15.000
ha de la superficie nacional dedicada al cultivo de papa, la provincia dispone de una
diversidad de climas que permite cultivar desde papa en la parte alta, hasta frutales en la
parte baja. El area papera de la provincia se distribuye a lo largo de las cordilleras
oriental y occidental, entre los 2.800 hasta los 3.200 m.s.n.m. con clima frio de alta

montana.

La mayor superficie sembrada de papa se extiende sobre cuatro cantones: Tulcan,
Montufar, Espejo y Huaca, debido a que presentan temperaturas maximas, medias y

minimas bastante similares a lo largo del afio (Pumisacho & Sherwood, 2002).
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Historicamente, en el Ecuador, la provincia del Carchi es la que tienen el mayor

namero de hectareas sembradas lo que representa un 20.37% de las hectareas totales
sembradas con papa, le sigue la provincia de Chimborazo con un 18.68% del total y no
se puede descartar a la provincia de Cotopaxi con un 15.12% del total (SICA - MAG,
2013).

Variedades de papas que se siembran en la provincia del Carchi

Cada zona del pais produce distintas variedades de papa que pueden ser clasificadas
en dos grupos nativos y mejorados. Los grupos nativos corresponden a cultivos locales
que han sido sometidos a un proceso de seleccion a través de cientos de afios por parte
de los agricultores y de la misma naturaleza; en cambio, los grupos de variedades
mejoradas son el resultado de la seleccion realizada por investigadores (Pumisacho &
Sherwood, 2002).

Las caracteristicas de la demanda por semilla de papa se definen cuando el

productor toma la decision de la variedad de papa a sembrar.

En el caso de Carchi, en la Sierra Norte, tres son las principales variedades de papa
que se demandan: Super chola, Capiro y Unica (figura 1.1); la primera y Gltima
utilizadas normalmente para su consumo en fresco, mientras que la segunda es
demandada por la industria. Estas tres variedades juntas engloban el 90% de la demanda
por variedad de papa en la provincia (Flores, Naranjo, Galarraga, Sanchéz, & Viteri,
2012).

mSuper Chola

u Capiro
Unica

® Chaucha roja

"QOtras

Figura 1.1: Principales variedades de papas demandadas en la provincia de
Carchi.

Fuente: (Flores, Naranjo, Galarraga, Sanchez, & Viteri, 2012).
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1.4.1.2 Caracteristicas de la especie Solanum tuberosum

Pertenece a la familia de floriferas Solanaceae, al género Solanum (tabla 1.1) que es
muy basto (alrededor de 1.400 especies) y ampliamente distribuido en el mundo. Sin
embargo hay una fuerte concentracion de especies en América del Sur y América

Central, mil especies por lo menos (Pérez, 2012).

Es una planta herbacea anual, que presenta un sistema radicular fibroso y
ramificado, con raices superficiales concentradas en los primeros 60 cm del suelo.
Desarrolla estolones (tallos laterales subterraneos), originados en los nudos mas basales
por debajo del nivel del suelo. Estos estolones o tallos modificados, se convierten en sus

extremidades en tubérculos (Pumisacho & Sherwood, 2002).
Tabla1.1

Taxonomia de Solanum tuberosum

Solanum tuberosum

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género:  Solanum
Especie:  Solanum tuberosum

Fuente: (Pérez, 2012).

Papa (Solanum tuberosum L)

La papa pertenece a la familia Solanacea, género Solanum cuyo nombre cientifico es
Solanum tuberosum L. Es una planta herbacea, dicotiledénea, provista de un sistema
aéreo y otro subterraneo del cual se origina los tubérculos (Rouselle, Robert, & Cronier,
1999).

Alcanza una altura de un metro y produce tubérculos. Posee habitos de crecimiento

rastrero o erecto, generalmente de tallos gruesos y lefiosos, con entrenudos cortos. Los
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tallos son huecos o medulosos, excepto en los nudos que son solidos, de forma angular y

por lo general verdes o rojo purpura (Pumisacho & Sherwood, 2002).

El follaje normalmente alcanza una altura entre 0.60 a 1.50 m. Las hojas primarias
de plantulas pueden ser simples, pero una planta madura contiene hojas compuestas en
par y alternadas, a lo largo del tallo, dando un aspecto frondoso al follaje (figura 1.2),

especialmente en las variedades mejoradas (Pumisacho & Sherwood, 2002).

La papa en si es la parte comestible es un tubérculo que la planta usa como reserva
de almiddn. Los frutos del cultivo de la papa son toxicos (Rouselle , Robert, & Cronier,
1999).

Fruto

Peciolo

Foliolo
Estipula

Tallo
Tallo (e
subterran - Raices
e_stolén e\ ‘,;,»( adventlclas
34 i ! 7 ,/' ‘
Tubérculo en ] ! Tubérculo
desarialle /ii ‘/ formado
Tubérculo A
viejo o semilla Tubérculo
joven
Raices verdaderas

Figura 1.2: Morfologia de una planta de papa (Solanum tuberosum) con sus
respectivas partes.
Fuente: (Farmex, 2013).

1.4.1.3 Reproduccion vegetal

La reproduccion de esta especie se realiza habitualmente de manera asexual por
medio de tubérculos (estructuras de reserva formadas en el extremo de tallos
subterraneos delgados) que producen brotes en las yemas u 0jos. En menor grado

también se realiza por medio de clonacion (CONABIO, 2007).
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1.4.1.4 Desarrollo del cultivo de la papa

El desarrollo de la planta de papa puede dividirse en cuatro principales etapas
(figura 1.3)

Etapa vegetativa

Inicia con el rompimiento de la latencia de la semilla y termina cuando empieza la
formacion de tubérculos, lo que varia de 15 a 30 dias, dependiendo de las condiciones

climaticas donde se establezca el cultivo (Badillo, Castellanos, & Sanchez, 2001).

Tuberizacién

Comienza con la aparicion de los estolones. La duracion de esta etapa varia de 10 a
14 dias. Un déficit de humedad en este periodo puede reducir el nimero de tubérculos
producidos por cada planta (Cortez, Rodriguez, Martinez, & Macias, 2005).

Desarrollo de tubérculos

Se caracteriza especialmente por la acumulacién de carbohidratos (en forma de
almidon), con un incremento constante en el tamafio y peso de los tubérculos, bajo
condiciones Optimas de humedad. Puede durar de 60 a 90 dias, lo que depende del clima
y sanidad del cultivo, ya que la humedad tiene una relacion directa con el tamafio y
calidad de los tubérculos, principalmente a mediados de la tuberizacion, que se presenta
de tres a seis semanas después de su inicio, porque el crecimiento de los tubérculos
puede retardarse bajo condiciones de estrés hidrico y no es comun que continle
uniformemente después de aplicarse el riego (Sifuentes, Macias, Apodaca, & Mondaca,
2010).
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Maduracion

Empieza con la caida del follaje, donde las hojas viejas se tornan amarillas hasta
llegar, gradualmente, a un color café, al madurar. Tiene lugar un crecimiento minimo de
los tubérculos y los requerimientos hidricos van disminuyendo por la reducida
evapotranspiracion de las hojas en el proceso de secado (Sifuentes, Macias, Apodaca, &
Mondaca, 2010).

R D e
R I

15a30ds 15030dias 154 30 dias

7~ 0a120das

(Dias)

= Crecimiento Vegetativo (Brotes / Desarrollo aéreo)
e Crecimi " de tubércuios)|

Figura 1.3: Etapas de crecimiento del cultivo de la papa.
Fuente: (SQM, 2014).

1.4.1.5 Duracion del cultivo

El cultivo de papa es anual y la temporada de siembra variara dependiendo de la
region donde se cultive, en general abarca un periodo de desarrollo de tres a cinco meses
(CONABIO, 2007).

Las papas silvestres se mantienen por largos periodos debido al continuo rebrote de
los tubérculos. En contraste, las variedades cultivadas viven de cuatro a siete meses
(Pumisacho & Sherwood, 2002).
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1.4.2 Enfermedades que afectan los cultivos de la papa

El cultivo de la papa es susceptible a mas de 300 plagas y enfermedades que son
producidas por: virus, hongos, bacterias, nematodos e insectos. Se estima que las
pérdidas en rendimiento debido a enfermedades en la papa se acercan al 22% por afio.
Siendo la propagacion de la papa por tubérculos uno de los principales factores que
favorece altamente la transferencia de patdgenos de una generacion a la siguiente
(Salazar, 1995; Estrada, 2000).

Algunas de las enfermedades que causan darfio al cultivo de la papa son: la rancha o
tizon tardio (Phytophthora infestans), la marchitez bacteriana (Pseudomona
solanacearum), pierna negra (Erwinia sp.), el virus de enrollamiento de la hoja (PLVR),
el nematodo del quiste (Globodera rostochiensis y G. pallida), pudricion bacteriana
blanda (E. carotovora), gusanos blancos (Premnotrypes y Rhigopsidium), rizoctoniasis
(Rhizoctonia solani), pulguillas (Epitrix), manchas foliares (Alternaria solani) (Salazar,
1995; Estrada, 2000).

Debido al gran numero de patdgenos causantes de diversas enfermedades, se
requiere establecer prioridades para su control. Estas se catalogan segun la incidencia,
dafio, posibilidad de proteccién quimica, transmisién a la proxima generacion e

importancia en el manejo econémico y costo (Estrada, 2000).

1.4.3 Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani Kihn (anamorfo), conocido en su fase sexual como
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk (teleomorfo), es la especie mas ampliamente
reconocida de Rhizoctonia. Se caracteriza por estar distribuido en todo el mundo
causando diversas enfermedades en una gran variedad de cultivos (Domsch, Gams, &
Anderson, 1980; Ceresini, 1999).

Fue descrito en papa por Julious Kilhn en 1858, pertenece a la clase Basidiomycete
(tabla 1.2), no produce esporas asexuales “conidios” y Unicamente en condiciones
especiales produce esporas sexuales “basidiosporas” (Zarka, 1965; Domsch, Gams, &
Anderson, 1980; Ceresini, 1999).
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Tabla 1.2

Taxonomia de Rhizoctonia solani y de Thanatephorus cucumeris.

Taxonomia Fase asexual (anamorfo) Fase sexual (teleomorfo)
Reino: Mycetae Mycetae
Division: Eumycota Eumycota
Subdivision: Deuteromycotina Basidiomycotina
Orden: Agonomycetales Tulasnellales
Género: Rhizoctonia Thanatephorus
Especie: Rhizoctonia solani Thanatephorus cucumeris

Nombre cientifico:  Rhizoctonia solani Kilhn  Thanatephorus cucumeris (Frank.) Donk.
Fuente: (Agrios, 1995).

En la naturaleza, este hongo se reproduce asexualmente y existe como micelio
vegetativo y persiste en el terreno formando estructuras de resistencia o esclerocios, que
son masas de hifas estrechamente entretejidas con superficies duras y resistentes (Cotes,
2006).

Aunque por cortos lapsos puede estar también presente en las raices de algunos

hospedantes sin provocar efectos (Fernandez, 1979).

Rhizoctonia solani se caracteriza por tener el micelio de color marron oscuro y la
formacidn de esclerocios a los 8 - 10 dias de cultivo, no produce conidias, las células son
multinucleadas, las hifas se ramifican cerca del septo de su origen y en angulo recto.
Ademas presenta una constriccién en la base de la célula donde se origina una

ramificacion (Torres, 2002).

Se desarrolla a temperaturas muy diversas en zonas cdlidas, templadas y frias,
ocasionando dafio considerable en los brotes emergentes del tubérculo cuando las
condiciones no favorecen su rapida emergencia; por ejemplo, en suelos humedos, acidos
y frios (CIP, 2002).

Es un patégeno cuyo habitat es el terreno y en donde segun algunos autores, ciertas
especies pueden vivir muchos afios en estado saprofitario, otras en cambio necesitan el
pasaje de la vida saprofitaria a la patogénica para poder sobrevivir. Debido a esas
caracteristicas es considerado como un patégeno versatil (Van Den Boogert, 1993;
Cotes, 2006).
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Puede atacar 250 especies de plantas (figura 1.4) y se presenta tanto en campo como

en el sitio de almacenamiento de tubérculos que van a ser usados como material de
propagacion. Dentro de las especies que ataca, 52 corresponden a plantas arvenses

asociadas al cultivo de papa (Jager & Velvis, 1988).

Figura 1.3: Cultivos afectados por Rhizoctonia solani: a) Planta de arroz. Fuente:
(Guillermo, 2014), b) Planta de maiz. Fuente: (Stoonn, 2013), ¢) Planta
de trigo. Fuente: (Gonzélez, 2010), d) Planta de papa. Fuente: (Tejera,
2012), e) Planta de tomate. Fuente: (Cadenas, 2012) , f) Planta de soya.
Fuente: (Bazo, 2013), g) Planta de tulipan. Fuente: (Zetroc, 2007) , h)
Lino. Fuente: (Mufioz, 2002), i) Orquidea. Fuente: (Dreamstime,
2000).

1.4.3.1 Sintomas producidos por R. solani

Los sintomas mas comunes que causa el fitopatdgeno en la mayoria de vegetales son
el ahogamiento de las plantulas y la pudriciéon de la raiz, asi como la pudricion y la
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cancrosis del tallo de las plantas adultas y en proceso de crecimiento, asi como tizones o

manchas en el follaje cuando se encuentra cerca del suelo (Pérez, Castillo, & Cantq,
2001; Agrios, 2004).

1.4.3.2 Clasificacion de Rhizoctonia solani

Las hifas de R. solani tienen la particularidad de fusionarse, por lo que han sido
clasificados en grupos de anastomosis (AG), cuyos miembros se diferencian morfoldgica
y fisiolégicamente en rango de hospederos, por requerimientos nutricionales,
caracteristicas bioguimicas, moleculares y secuencias de DNA (Parmeter, Sherwood, &
Platt, 1969; Carling, Kuninaga, & Brainard, 2002).

Para caracterizar las poblaciones de Rhizoctonia solani, ademas del grupo
anastomosico se han utilizado rasgos morfoldgicos, el numero de nucleos, patologia,
sensibilidad a fungicidas, los cuales pueden mostrar variabilidad en los individuos y las
poblaciones dentro de cada AG (Gonzalez, 2002; Woodhall, Lees, Edwards, &
Jenkinson, 2007).

En base a observaciones realizadas in vitro de la variacion fenotipica y reaccion de
anastomosis de hifas se ha determinado que existen 14 grupos anastomdsicos en R.
solani (1 al 13-AG y el AG-BI); sin embargo, se han generado subgrupos para explicar
las diferencias que existen en morfologia, patologia, y grado de anastomosis (Carling,
1996).

Debido a su versatilidad, ha sido objeto de multiples estudios de tipo ecoldgico,
patologico y de control bioldgico; sin embargo su taxonomia todavia es confusa y
controversial, debido a que su morfologia es muy sencilla y los rasgos fisiologicos y
patolégicos que se usan en su clasificacion varian mucho, dificultando ain mas la

delimitacion taxondmica del grupo (Gonzélez, 2002).

Otro factor que contribuye a la confusion en su taxonomia, es que raramente
produce estructuras sexuales, utilizadas tradicionalmente en la taxonomia de hongos. A

pesar de la diversidad de formas que presenta R. solani se ha asignado a Thanatephorus
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cucumeris (Frank) Donk como el estado teleomorfico comun para la mayoria de los

grupos anastomdsicos (Gonzalez, 2002).

1.4.3.3 Grupos de anastomosis (AG)

Un grupo de anastomosis (AG) esta formado por aislamientos genéticamente
relacionados. Segun su capacidad de anastomosarse entre ellos, se puede observar una
fusion perfecta en la cual hay unién de pared celular y membrana citoplasmatica hasta
ausencia total de reaccion (Anderson, 1982; Carling, 1996).

Aunque los mecanismos Y el significado biolégico de la reaccién de anastomosis no
son completamente entendidos, representan la interaccion somatica entre individuos
geneticamente diferentes o similares, lo cual en el caso de Rhizoctonia se observa a nivel

microscépico e incluso macroscépico (Sneh, Burpee, & Ogoshi, 1991).

Entre aislamientos pertenecientes al mismo AG se produce fusion de las hifas, lo
que sugiere la existencia de compatibilidad o incompatibilidad vegetativa (anastomosis).
Los aislados de diferentes AG no se fusionan entre si, lo que indica diferencias genéticas
entre ellos. Esto ha llevado a varios autores a elaborar la hipotesis de que constituyen
especies diferentes (Mordue , Currah, & Bridge, 1989; Boidin, 1998).

En base al grado de interaccion entre las hifas, se describieron cuatro tipos de
reacciones (C0O, C1, C2 y C3), que explican la relacién genética entre los aislamientos
(tabla 1.3) (Macnish, Carling, & Braunard, 1993).

Si entre AG diferentes no existe interaccién o existe muy poca reaccion serd CO y
C1 respectivamente, aunque se sefiala que C1 también puede observarse entre individuos
de un mismo AG (Cubeta & Vilgalys, 1997).

Para aislamientos pertenecientes a igual AG se describen las reacciones C2 'y C3. La
primera se denomina reaccion de muerte, en la que los aislados se fusionan y ocurre la
lisis de las células anastomosadas, lo que indica incompatibilidad vegetativa entre

individuos genéticamente diferentes (Carling, 1996).
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La reaccion C3, conocida como fusion perfecta, ocurre entre individuos

genéticamente cercanos. Este caso que se produce cuando se enfrenta un aislado con él
mismo (Carling, 1996).

La reaccion C2 es importante para definir individuos genéticamente diferentes

dentro de una poblacion, mientras que C3 se espera que ocurra entre clones. A pesar de

ello, el agrupamiento segun la anastomosis no es completamente satisfactorio debido a

gue en ocasiones un aislado se anastomosa total o parcialmente con aislamientos de mas

de un grupo de anastomosis; algunos ademas pierden su capacidad de fusionarse

(Anderson, 1982; Vilgalys & Cubeta, 1994; Carling, 1996).

Tabla 1.3

Clasificacion de las reacciones de anastomosis.

Reaccion Fenotipo Relacién genética
entre los aislamientos
C0:No hay  No hay reconocimiento entre las hifas.  No existe relacién genética
interaccion entre los aislamientos.
Pertenecen a diferentes AG.
C1: Ligero No se evidencia contacto entre la pared Aislamientos con relacion

contacto hifal

C2: Reaccion
de
muerte

C3: Fusion
perfecta

0 la membrana. Puede o no estar
acompafada de muerte celular.

Ocurre anastomosis entre las hifas, con

muerte  celular de las hifas
anastomosadas y las adyacentes.
Incompatibilidad somatica evidente

incluso a nivel macroscopico.

Anastomosis evidente entre las paredes
y membranas.
No hay muerte celular

genética muy distante.
Pueden o no pertenecer al
mismo AG.

Aislamientos genéticamente
idénticos 0 muy
relacionados.

Pertenecen al mismo AG y
pueden ser clones.

Aislamientos genéticamente
idénticos 0 muy
relacionados.

Pertenecen al mismo AG y

Fuente: (Macnish, Carling, & Braunard, 1993).
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1.4.3.4 Grupos de anastomosis de Rhizoctonia solani

Hasta la fecha se han descrito 14 AG (tabla 1.4 y tabla 1.5) para Rhizoctonia solani,
nominados del AG1 al AG13, cuyos miembros, de forma general se anastomosan solo
con individuos del mismo grupo y el AG-BI, que incluye aislados capaces de fusionarse
entre ellos y con otros grupos Muchos AG han sido divididos en subgrupos que difieren
en caracteristicas bioguimicas, moleculares o patogénicas (Laroche, Jabaji, & Charest,
1992; Johnk & Jones, 1993; Liu, Domier, & Sinclair, 1993).

Esto sugiere que los AG y los subgrupos pudieran representar poblaciones de
evolucion independiente dentro del complejo Rhizoctonia solani (Vilgalys & Cubeta,
1994).

Tabla 1.4

Principales cultivos que ataca Rhizoctonia solani con sus grupos, subgrupos y estado

teleomorfico asignado.

Grupo/subgrupo Cultivos que ataca Teleomorfo
AGI1-1A Arroz, maiz, sorgo, soya, frijol, césped Thanatephorus cucumeris
¢ Thanatephorus sasakii?
AG1-1B Frijol, arroz, soya, leguminosas, lechuga, T. cucumeris
col, hortensia ¢ T. microsclerotius?
AG1-IC Zanahoria, soya, pino, lino T. cucumeris
AG2-1 Cruciferas, fresa, tulipan T. cucumeris
AG2-2111B Arroz, jengibre, césped, maiz, remolacha T. cucumeris
AG2-21V Remolacha, césped T. cucumeris
AG3 Papa, tabaco, tomate, berenjena T. cucumeris
AG4 (HGI, HGIl  Tomate, papa, soya, cebolla, algodon, pino, T. cucumeris
y HGIII) guisantes ¢ T. praticola?
AG5 Papa, césped, frijol, soya T. cucumeris
AG6 (HG-ly No patogénico T. cucumeris
GV)
AG7 Soya T. cucumeris
AG8 Poaceae T. cucumeris
AG9 (TPy TX) Cruciferas, papa T. cucumeris
AG10 No patogénica T. cucumeris
AG11 Trigo T. cucumeris
AG12 Coliflor, rabano T. cucumeris
AG13 No patogénico T. cucumeris
AGBI No patogénico T. cucumeris

Fuente: (Gonzalez, Portal, & Rubio, 2006).
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Algunos grupos anastomasicos de Rhizoctonia solani y las enfermedades que causan

en diferentes especies de plantas.

Grupo de Enfermedad Hospedante
anastomosis
AG1-1 Marchités de la vaina, mancha de la vaina Arroz
Esclerocios, tizon de la hoja Maiz
Tizon de la hoja Sorgo
Tizon del sur Soya
Mancha marrén Plantulas de alcanfor/
Césped
AG1-1B Mustia Frijol
Putrefaccion Calabaza
Pudricion de pie Lechuga
AG1-IC Ahogamiento y corona de la raiz Soya
Zanahoria
AG2-1 Ahogamiento Cruciferas
Pudricién del cogollo Fresas
Tizbn de la hoja Tulipanes
AG2-2 11IB Falso tizon de la vaina Arroz
Tizon de la vaina Maiz
Costra negra Remolacha
Parche marrén Pasto
Pudricidn
Ahogamiento
AG2-2 IV Pudricion de la raiz y tizon de la hoja Remolacha
Parche largo Pasto
AG 3 Costra negra y cancro del tallo/estolones Papa
“Target spot” Tabaco
Tizon de la hoja Tomate
Mancha café Berenjena
AG 4 (HGI, Pudricién del fruto Tomate
HGIly Pudricion del tallo Chicharo
HGIII) Ahogamiento y cancro del tallo Papa
Ahogamiento y pudricion de la raiz Soya, cacahuate
Pudricién de la vaina Habichuela, cebolla,
algodon
AG5 Costra negra Papa
Parche marrén Pasto
Pudricién de raiz Frijol, soya
AGS8 Manchones desnudos Cereales
Pudricidn de raiz Papa
AG9 Pat6geno débil Cruciferas

Fuente: (Castiblanco, Diaz, & Guerrero, 2006).
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Hasta ahora, se han diferenciado dentro de Rhizoctonia solani 14 AG (AG-1 al 13y

AG-BI) que incluyen cepas patégenas y no patdgenas, estos grupos son considerados
como poblaciones genéticamente distintas a excepcién de (AG-Bl y AG-8) que tienen la
habilidad de fusionarse con miembros de otros AG (Carling & Leiner, 1986; Bandy,
Leach, & Tavantzis, 1988; Gonzélez, 2002).

Grupos anastomosicos relacionados con la papa

R. solani AG-3 ha sido reportado como el grupo de anastomosis mas importante que
afecta el cultivo de la papa en diferentes localidades del mundo. Convirtiéndose en la
principal causa de rizoctoniasis dentro de cuatro grupos de anastomosis diferentes;
aunque los AG-2-1, AG-2-2, y AG-9, también han sido asociados con papa y suelos

recién cultivados con papa (Woodhall, Lees, Edwards, & Jenkinson, 2007).

Los AG maés frecuentes asociados con papa son AG-2 y AG-3 y menos frecuentes
AG-4 y AG-5. Se han identificado AG-3 con una frecuencia del 94 al 97% y en segundo
lugar el AG-2.1 enun 2.5 a 6% (Bandy, Leach, & Tavantziz, 1988; Cedefio, et al., 2001;
Escalona, Rodriguez, & Hernandez, 2011).

1.4.4 Rizoctoniasis

Conocida con los nombres de “costra negra” por la presencia de esclerocios en la
superficie de los tubérculos afectados y “cancro del tallo” por las lesiones necréticas en
los tallos, es una de las enfermedades que afecta considerablemente la agricultura
(Torres, 2002).

La rizoctoniasis es una afeccion persistente y comun en todas las regiones donde se
cultiva papa, encontrandose tanto superficialmente como en estratos profundos del
suelo, muy adaptable, versatil y con capacidad de causar dafios importantes al tejido
vegetal colonizado, logrando ocasionar lesiones importantes en las raices, el tallo y
tubérculos de papa (Sneh, Burpee, & Ogoshi, 1998; CIP, 2002).
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Sintomas y signos de la enfermedad en el cultivo de papa

La enfermedad producida por Rhizoctonia solani puede llegar a afectar brotes,
tubérculos, raices, estolones y la parte basal del tallo de las plantas de papa. Sobre la
superficie de los tubérculos maduros se presentan costras pequefias oscuras (esclerocios
del patégeno o estructura de resistencia y supervivencia) a manera de terrones de tierra
que no se pueden remover facilmente, ni siquiera con el lavado, sino con una leve
presion con la ufia, que al desprenderse no causa dafio en la cascara de la papa (Tsror,
Barak, & Sneb, 2001).

Un ataque severo con R. solani en papa, puede llegar a ocasionar la formacion de
tubérculos aéreos, lesiones y estrangulamiento de los tallos y reduccion en la cantidad y

en la calidad de la cosecha (Cotes, 2006).

También puede causar pérdida en el rendimiento, induciendo un porcentaje alto de
tubérculos deformados y resquebrajados, tubérculos con esclerocios y exceso de
tubérculos largos y pequefios. Ademas de su ataque puede aumentar la susceptibilidad a
otras enfermedades (Tsror, Barak, & Sneb, 2001).

Las plantas presentan pobre desarrollo, bajo vigor, entrenudos abultados, enanismo,
floracion prematura y ramas abiertas antes de su madurez fisiologica (FEDEPAPA,
2012).

En la parte aérea, se observan signos como coloraciones purpura en los foliolos
terminales (jovenes) por acumulacion de azlcares en las hojas y enrollamiento de
foliolos hacia el haz, mostrando el envés. Adicionalmente, en la base de la planta,
adheridos a los tallos, se presentan tubérculos aéreos, que generalmente se tornan

0scuros por su exposicion a la luz (FEDEPAPA, 2012).

Estos sintomas y signos (figura 1.6) se pueden presentar de manera generalizada en
los terrenos cuando parte de la semilla no fue bien seleccionada y presenta indculo del
patdgeno o la totalidad de la semilla estd infectada. También se puede presentar por
secciones del campo e incluso en plantas individuales debido a que partes del lote
pueden estar infectadas (FEDEPAPA, 2012).
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Figura 1.4: Algunos sintomas producidos por Rhizoctonia solani en las plantas de
papa a)Necrosis en tallos. Fuente: (Farmex, 2013), b) Pudricion en el
cuello de la planta. Fuente: (Sanchez, 2011), ¢) Pobre crecimiento.
Fuente: (Farmex, 2013), d) Coloraciones purpura en los foliolos
terminales (jovenes). Fuente: (Farmex, 2013), e) Tubérculos aéreos.
Fuente: (Farmex, 2013), f) Presencia de costras pequefias oscuras,

esclerocios sobre tubérculos. Fuente: (De la Cruz, 2010).

1.4.5 Ciclo bioldgico de Rhizoctonia solani

El patdgeno se mantiene de una temporada a otra en forma de micelio en restos
vegetales, como esclerocio en el suelo o sobre la superficie de los tubérculos inicia su

propagacion cuando las condiciones ambientales son las favorables (Cotes, 2006).

Inicialmente R. solani presente en el suelo es estimulada por exudados producidos
por la actividad de crecimiento celular de las plantas y por la descomposicién de
residuos organicos. A partir de los esclerocios se forma el micelio, que al entrar en

contacto con la planta ataca la superficie externa (Ceresini, 1999).

El proceso de infeccion es promovido por la produccion de diferentes enzimas
extracelulares que degradan varios componentes de la pared celular de las plantas, como

la celulosa, la cutina y la pectina. Después de este primer ataque, el hongo continGa su
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desarrollo en la superficie externa de la planta, causando enfermedad. Su crecimiento

puede continuar gracias a la toma de nutrientes de las células vegetales (Ceresini, 1999).

Durante la etapa de crecimiento, plantas, raices y estolones son invadidos por el
hongo, la formacion de esclerocios en los tubérculos nuevos se produce en cualquier
momento, dependiendo de las condiciones ambientales. Sin embargo, el mayor
desarrollo se produce una vez que la planta esta muerta y las papas han quedado bajo el
suelo por un tiempo prolongado (figura 1.5). Suelos contaminados, tubérculos con
esclerocios, plantacion tardia y superficial, haran que el hongo se desarrolle y afecte el

brote impidiendo su emergencia (Cotes, 2006).

. . 5 Cojin de infeccién en plantas
Rhizoctonia solani

= A=
Micelio en la @

superficie del tejido

Penetracion de
micelio al tejido

.

Micel( Muerte de brotes

adulto emergentes y
cancro en la
base del tallo

Hifas en
crecimiento

Formacién de
esclerocios en
la superficie
de los
tuberculos

del tallo y formacion de
basidias de 7 cucumens -4

N @m g

Micelio  pPapa-semilla
con tejido infectada con
esclerocios .

Figura 1.5: Ciclo biolégico de Rhizoctonia solani .
Fuente: (Agrios, 1997).
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1.4.6 Diseminacién de Rhizoctonia solani

R. solani se desarrolla bien en suelos hiumedos, acidos y con temperaturas bajas. Un
gramo de suelo puede contener como indculo patogénico desde dos propagulos de R.
solani hasta 2.27 x 10° (Adams, 1990; Prado, Correa, Aricapa, & Escobar, 2001).

La lluvia, el riego y las operaciones efectuadas durante la plantacion aumentan la
distribucién del patdgeno en el terreno, aunque el fitopatgeno puede sobrevivir por
largos periodos de tiempo en condiciones desfavorables gracias a los esclerocios, que
son la principal fuente de in6culo para el inicio de la enfermedad (Prado, Correa,
Avricapa, & Escobar, 2001).

La forma mas comun de propagar el hongo es la siembra de tubérculos con
esclerocios que en condiciones de buena humedad y temperatura 6ptima de 18 °C
empieza su infeccion sobre la superficie de los nuevos tubérculos (Garcés de Granada,
Orozco, & Arbelaez, 2003).

El maximo desarrollo de esclerocios se produce cuando los tubérculos que se
encuentran listos para ser cosechados se mantienen en el campo por un tiempo
prolongado (CIP, 1996).

Se sugiere que la virulencia de la cepa, la susceptibilidad del hospedero y las
condiciones ambientales son los factores que mas favorecen el desarrollo y crecimiento
del patdégeno en campo abierto, el cual repercute negativamente en la produccién y
rendimiento de la cosecha (CORPOICA, 2011).

1.4.7 Manejo de Rhizoctonia solani

Dado a que R. solani puede sobrevivir en restos vegetales o como esclerocios largos
periodos de tiempo en el suelo, principalmente en los primeros 15 - 20 cm (Sneh,
Burpee, & Ogoshi, 1998).

Las principales maneras de evitar la presencia R. solani son (Montesdeoca, et al.,
2013):

e Realizar rotacién de cultivos.
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e Eliminar los restos del cultivo anterior y malezas.

e Usar semilla de buena calidad ya sea producida en la finca (mediante seleccion
positiva 0 seleccion negativa) o comprada fuera (semilla certificada o de
productores reconocidos).

e Tratar la semilla con fungicidas.

e Evitar que el agua se empoce.

e Limpiar y lavar las herramientas y desinfectarlas con cloro.

e Cuando R. solani esté presente es necesario, eliminar las plantas infectadas.

e Seleccionar los tubérculos antes de almacenarlos.

e Almacenar los tubérculos en sitios secos, ventilados y con luz difusa.

1.4.7.1 Control quimico de Rhizoctonia solani

El control quimico es considerado por los agricultores como el arma maés efectiva y
répida contra los principales problemas fitosanitarios, aunque en la rizoctoniasis dicho

control ha demostrado baja eficacia (Garcés de Granada, Orozco, & Zapata, 1999).

Para el control de R. solani en el cultivo de papa se utilizan moléculas quimicas
como Benomyl y Carbendazim, que son fungicidas sistémicos de amplio espectro que se
utilizan para el control de enfermedades en semilla. Dichos fungicidas acttan inhibiendo
la sintesis de la tubulina en la mitosis; actian rapidamente, puesto que son absorbidos

por la planta a través del tallo, las hojas y las raices (CORPOICA, 2011).

Las moléculas quimicas mencionadas son comunmente aplicadas al tubérculo
semilla previo a la plantacion, siendo recomendables cuando se utiliza semilla infectada
con R. solani (Nustez, 2002).

El tratamiento con fungicidas es efectivo en los tubérculos semilla, sirven para
reducir el indculo de R. solani presente en ellas o cuando los suelos no estan demasiado
infestados, pero este beneficio puede ser menor en el campo cuando el suelo esta
infestado por R. solani AG3 persistente en los cultivos de papa (CORPOICA, 2011).
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1.4.7.2 Control biol6gico de Rhizoctonia solani

El control biolégico ha sido usado como una alternativa muy prometedora para el
control de R. solani y se define como la disminucion del indculo o de la actividad de una
enfermedad causada por un patégeno como consecuencia de la interaccion de uno o mas

organismos, incluyendo la planta hospedera pero excluyendo al hombre (Baker, 1987).

Diversos géneros de hongos han sido identificados como potenciales agentes de
control bioldgico contra varios fitopatdgenos del suelo; sin embargo son Trichoderma
spp. y Gliocladium spp. los que han ofrecido mejores resultados. Ambos hongos ejercen
su accién mediante varios mecanismos, entre los que juega un rol importante el

parasitismo (Cotes, Cardenas, & Pinzon, 2001).

Especies del género Trichoderma han sido muy estudiadas como antagonistas de
patogenos del suelo, como R. solani (Harman, et al., 2004). Pero actualmente otros
modelos de biocontrol estdn empleando especies de Rhizoctonia no patogénica
consideradas como hipovirulentas (binucleadas) como agentes de control bioldgico para
reducir la severidad de la rizoctoniasis (CIP, 1996; Carling, Kuninaga, & Brainard,
2002).

1.4.8 Caracterizacion molecular de Rhizoctonia solani

1.4.8.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction) es una
herramienta molecular que consiste en amplificar in vitro fragmentos especificos de
DNA, con la finalidad de detectar una secuencia o gen de interés en el genoma de un
organismo. Hasta el dia de hoy se ha empleado con éxito en diferentes campos del
conocimiento como en la medicina, biologia, agronomia, areas forense y taxonomia
(Dale & Schantz, 2007).

La PCR (figura 1.6), consiste en tres pasos esenciales:
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e Desnaturalizacion del DNA: sirve para separar por temperatura (95°C) el DNA

de doble cadena a moléculas de cadena sencilla, que servirdn de molde para la
sintesis de los fragmentos (Dale & Schantz, 2007).

e Alineamiento: la temperatura se reduce para permitir el reconocimiento de los
oligonucledtidos a las cadenas moldes, la temperatura optima de alineamiento
pude variar desde los 40 a 65 °C, y dependera de las caracteristicas de los
oligonucle6tidos (Dale & Schantz, 2007).

e Extension: el DNA polimerasa producira la cadena de DNA complementaria a
partir de los oligonucleé6tidos unidos a las cadenas moldes, la temperatura de

extension optima es aproximadamente a 72 °C (Dale & Schantz, 2007).

La enzima DNA Taq polimerasa agrega aproximadamente 1000 bases por minuto.
Estos pasos (ciclos) se repiten las veces que sea necesario, para obtener de manera
exponencial el fragmento de interés, en 30 a 40 ciclos se acumula alrededor de 106 a 108

moléculas a partir de la muestra de DNA (Dale & Schantz, 2007).

e ——— .~ PCR
# == -, DNA y region a amplificar
Y Primers = '!I
Polimerasa . : sssnsssasnsnld; A 18 ciclo:
g . ; Fogir e 5 1.-Desnaturalizacion = 952C
:,urc:?? d.os.. m o -: V 2.-Anillamiento= 552C
| o ‘ 3.-Extension =722C
v
P g — 22 ciclo:
_— ) Se consigue fragmento deseado
/ &
= . =i Desde 32 ciclo:
e i I """" Copia exponencial del fragmento
g

Los primers o iniciadores son fragmentos complementarios a una region concreta de la cadena.

La polimerasa es capaz de unir a una cadena ya exists (el primer) nuclétidos complementarios a la que se esta copiando.
Las distintas T° permiten la desnaturalizacion (separacion de las cadenas), anillamiento de los primers y extension o copia
de la cadena complementaria

Figura 1.6: Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Fuente: (Creative Commons 3.0, 2012).
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1.4.8.2 Regiones ITS

Las regiones Espaciadores de Trascripcion Interna (ITS) son secuencias de DNA
altamente especificas, que se encuentran entre los genes que codifican para el RNA
ribosomal (rRNA); son utilizadas en el estudio de poblaciones puesto que muestran
diferencias evolutivas y permiten obtener una buena informacion filogenética y

taxondmica de los individuos (Liu, Sinclair, & Chen, 1992).

Son de evolucion répida las regiones ITS, por consiguiente su variabilidad permite
la realizacion de analisis filogénicos, evolutivos y biogeograficos entre 6rdenes, géneros
y especies relacionados, siendo de gran utilidad en casos en que los caracteres
morfoldgicos no son suficientes para la solucién de problemas evolutivos y taxonémicos
(Bandy, Leach, & Tavantzis, 1988).

Actualmente se cuenta con gran cantidad de secuencias de DNA ribosomal (rDNA)
gue han sido alineadas y comparadas en numerosos organismos, permitiendo recolectar
informacion acerca de sus relaciones filogenéticas. Han sido ampliamente utilizados en
el estudio de la relacion filogenética entre taxones muy cercanos y en la identificacion
especifica de organismos, especialmente patdégenos (Insua, Lopez, Freire, & Méndez,
2003).

Los genes 18S, 5.8S, y 28S (figura 1.7) para el RNA ribosomal nuclear en hongos
son organizados normalmente en tandem con repeticiones idénticas de 60 - 200 copias

por genoma (Insua, Lépez, Freire, & Méndez, 2003).

NS1 NS3 NS5 NST  MSIF LRS  LR7
> > > > | « RS,
18S roNA | 1TS1 | 5.88 | ITS2 | D1-D2 28S rDNA
| |
4+ 4 4 «
NS 2 NS4 NS6 NSS ITS 4

Figura 1.7: Representacion esquematica de las ITS del DNA ribosomal.
Funte: (Solé, 2002).

La region ITS completa de 600 a 800 pb puede amplificarse facilmente con

iniciadores universales (tabla 1.6); la naturaleza multicopia de las repeticiones del rDNA
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hace de esta region una secuencia facil de amplificar (Villalobos, Escobal, & Santerre,

2005; Suvi, 2005).

Tabla 1.6

Primers universales utilizados en la regién ITS.

Primer Secuencia Fuente

ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ (Binder &  Hibbett,
2003).

ITS1F 5 -CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’ (Suvi, 2005).

LR5 5-TCCTGAGGGAAACTTCG-3° (Suvi, 2005).

ITS4 5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ (White, Bruns, Lee, &
Taylor, 1990).

ITS5 5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3° (White, Bruns, Lee, &

Taylor, 1990).

A pesar de la conservacion de los genes del RNA de los hongos, existe la variacion
suficiente en las secuencias para permitir su uso como sitios diana para la amplificacion
diferencial. Considerablemente, la variacion de secuencia mas grande es encontrada en
los espacios internos transcritos (ITS), regiones entre los genes rRNA dentro de una
unidad repetitiva de rRNA. Entonces, algin organismo o incluso cepas diferentes
aisladas de un mismo organismo que tengan repeticiones del rDNA, pueden ser
detectados especificamente por la seleccion de iniciadores basados en los espaciadores

de las regiones variables (Henson y French, 1993).

1.5 Hipotesis

Existe presencia significativa estadistica de Rhizoctonia solani en aislamientos
obtenidos a partir de muestras de suelos paperos de la provincia de Carchi, durante las

etapas de siembra, floracién y cosecha.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

Este trabajo de investigacion fue realizado por la sefiorita Alexandra Patricia Alban
Méndez en el Laboratorio de Microbiologia ubicado en el bloque G de la Carrera de
Ingenieria en Biotecnologia, Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura de

la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE.

En el presente estudio participaron como directora la M.Sc. Alma Koch Kaiser, y
como codirector el Ing.-Mat. Pedro Romero Saker, docentes de la Carrera de Ingenieria

en Biotecnologia.

2.2 Zona de estudio

2.2.1 Fase de campo

Se seleccionaron seis campos a diferentes altitudes en la provincia del Carchi,
canton Montufar, parroquia Piartal (tabla 2.1) para la toma de muestras de suelos

paperos durante las etapas de siembra floracion y cosecha.

Tabla 2.1

Campos muestreados en la provincia del Carchi.

Campo Parroquia Variedad de papa sembrada Altura (m.s.n.m)

1 Unica 2858
2 Super chola 2856
3 Piartal Super chola 2810
4 Super chola 2813
5 Super chola 2806
6 Super chola 2801
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2.2.2 Fase en el laboratorio

Una vez cumplido el muestreo del suelo en la provincia del Carchi, el trabajo de
investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia del bloque G de la Carrera
de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE, que se
encuentra ubicado en Sangolqui, Av. El Progreso, s/n, Cantén Rumifiahui, provincia de

Pichincha.

2.3 Periodo de tiempo de investigacion

La presente investigacion se inicid en abril del 2013 y finaliz6 en abril del 2014, con

un periodo de duracién de 12 meses.

2.4 Procedimiento

2.4.1 Encuestas para seleccion de campos

Se realiz6 una encuesta (anexo A) a los agricultores de la provincia del Carchi
(figura 2.1), para conocer si sus cultivos presentaban las caracteristicas propias de la
costra negra (rizoctoniasis). Una vez analizados los resultados, se procedié a seleccionar

los campos adecuados para el muestreo de suelos.
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Orellana

Figura 2.1: Provincia del Carchi, Ecuador.
Fuente: (InmoMundo, 2014).

2.4.2 Muestreo de suelos

El muestreo se realizé en suelos paperos con altitudes menores de los 3000 m.s.n.m.
de la provincia del Carchi en la parroquia de Piartal, canton Montufar, durante un ciclo
de cultivo, en las etapas de: siembra, floracion y cosecha (figura 2.2).

En todos los campos se realiz6 un muestreo estratificado al azar y se tomd muestras
a profundidades de 15 a 20 cm en cinco transectos del campo. Se cogieron dos
submuestras en cada uno, se combinaron y homogenizaron para obtener una muestra de
suelo de 2 Kg por cada transecto. Se obtuvieron un total de cinco muestras por campo y

30 muestras en la provincia del Carchi en cada una de las fases del cultivo.

Al final del muestreo se contd un total de 90 muestras, para las etapas de siembra,

floracion y cosecha.
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Figura 2.2: Etapas de cultivo de la papa: a) Siembra, b) Floracién y ¢) Cosecha.

2.4.3 Aislamiento de Rhizoctonia solani a partir de muestras de suelo

Para el aislamiento de R. solani, se realiz6 diferentes metodologias, descritas en los
anexos B y C. EI método que fue efectivo en la investigacion se llevo a cabo con palillos

de dientes esterilizados, como se explica a continuacion.

2.4.3.1 Aislamiento con palillos

Para esta metodologia, se utiliz6 tarrinas de 6 cm de largo y 9.5 cm de ancho,
perforadas en la parte inferior. Luego se cubrieron con pedazos de gasas previamente

autoclavados; sobre las que se coloco las muestras de suelo.

Inmediatamente las tarrinas llenas de suelo fueron sumergidas en agua hasta quedar

totalmente empapadas (figura 2.3). Se dejaron en reposo por una noche. Se procedio a
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colocar 10 palillos, previamente autoclavados. Separados a 2 cm uno de otro y a una

profundidad de 5 cm en el suelo humedecido.

Figura 2.3: Algunas etapas del aislamiento con palillos: a) Sumergimiento en agua
de tarrinas con suelo, b) Colocacién de palillos en el suelo humedecido
y ¢) Siembra de palillos en cajas Petri con medio PDA modificado por
Castro.

Por altimo se cubrieron las tarrinas con papel aluminio para evitar contaminacion y
se esperd 48 h para poder realizar las siembras de los palillos infectados en cajas Petri
con medio PDA modificado por Castro, (anexo D) (Paulitz; Schroeder; 2005 modificado
por Koch, Alban & Fuentes, 2013).

Una vez que se realizo la siembra de dos palillos en cada una de las cajas Petri, se
incubaron a temperatura ambiente y en cdmara himeda durante tres dias, tiempo en el
que se observo el crecimiento del Rhizoctonia solani. Se repitié cinco veces el proceso
para cada muestra (Trujillo, Cavin, & Aragaki, 1987).

2.4.4 Caracterizacion macroscépica de R. solani

El anélisis macroscopico de los aislamientos se realiz6 en cajas Petri con medio de
cultivo PDA modificado por Castro, donde se observo la coloracion, forma y tamafio del
micelio durante los primeros dias de crecimiento. Ademas de si existia formacion o no

de esclerocios (Perdomo, Hernandez, Gonzalez, Pineda, & Alezones, 2007).
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2.4.5 Caracterizacion microscopica de R. solani

2.4.5.1 Caracterizacion de hifas con azul de lactofenol

Para este proceso se utilizé cultivos de cajas Petri con medio PDA modificado por

Castro de cuatro dias e incubados a 25 °C.

El montaje se hizo sobre un portaobjeto, sobre el cual se colocd una gota de azul de
lactofenol. Se cortd un pedazo de cinta adhesiva transparente de aproximadamente 2 cm
y con el lado adhesivo de la cinta se toco el borde del micelio y se lo peg6 sobre la gota
del portaobjeto. Las placas se visualizaron en el microscopio (Olympus) con los lentes
de 10 X, 40 X y 100 X. (Castiblanco, Diaz, & Guerrero, 2006).

2.4.5.2 Caracterizacion de nucleos con safranina O

Para la tincion de nucleos, se extrajeron discos delgados de agar - micelio (8 mm de

diametro) de cultivos de cuatro dias sembrados en medio PDA modificado por Castro.

Se hizo el montaje del disco de agar con crecimiento en portaobjetos, sobre el que se
depositd una gota de safranina O (anexo F), solucién que facilit6 la visualizacién de los
nucleos en el microscopio (Olympus) con los lentes de 10 X, 40 X y 100 X (Perdomo,

Hernandez, Gonzalez, Pineda, & Alezones, 2007).

Tanto la tincién con azul de lactofenol como con safranina O permitieron la
observacion de las caracteristicas morfologicas microscépicas descritas para Rhizoctonia

solani (Castiblanco, Diaz, & Guerrero, 2006).

2.4.6 Caracterizacion molecular de Rhizoctonia solani

2.4.6.1 Purificacién del micelio en medio liquido

Para la purificacion del micelio se trabajé con los aislamientos obtenidos, de los

cuales se procedié a seleccionar secciones de las hifas jovenes de los cultivos en el
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estéreomicroscopio (Olympus). Las hifas jovenes seleccionadas se sembraron en medio

PDA (anexo G).

Una vez que el micelio del hongo crecio, se tomd una seccién preferentemente de

los extremos del cultivo y se sembro en cajas Petri con medio PDA, incubadas a 25 °C.

Este proceso fue repetido hasta obtener cultivos puros. Ademas, para confirmar su
purificacion, se analizé las caracteristicas de R. solani tanto a nivel macroscépico como

microscopico.

De los cultivos puros se tomo un pedazo de micelio libre de agar y se sembraron en

matraces de 100 mL que contenian medio liquido (anexo H).

Los matraces con el medio liquido fueron colocados en un agitador orbital (Wisd) a
90 r.p.m durante cuatro dias (Castellanos, Jara, & Mosquera).

2.4.6.2 Extraccion de DNA

Los micelios que se ocuparon para la extraccion fueron los obtenidos en el medio
liquido. Con ayuda de una bomba al vacio (Welch) se filtraron todos los micelios y se

colocaron en tubos eppendorf de 2 mL para ser guardados en el refrigerador a 4 °C.

El micelio refrigerado fue molido con nitrégeno liquido en un mortero con una
pequefia cantidad de arena de cuarzo y colectado en un tubo de plastico de 2 mL. Se
afadio a la muestra macerada 650 pL de buffer de extraccion (50 mM Tris HCI pH 8,0;
1M NaCl, 20mM EDTA pH 8.0, 1% CTAB, 1% PVP) y 12 uL de mercaptoetanol; se
incub6 a 65 °C durante una hora con agitacion lenta. Culminado este periodo, se
adiciond 100 pL de proteinasa K y nuevamente se incub6 durante 15 min a 95 °C.

Posteriormente se centrifugé la muestra a 13000 r.p.m. por 10 min. Se sacé el
sobrenadante a un tubo nuevo dos veces continuas, se aforé la muestra con el buffer de
extraccion a 750 pL y se afiadié 750 uL de CIA (Cloroformo Alcohol Isoamilico, 24:1).
Se agitd fuertemente y se dio un vortex a la muestra hasta que las dos fases sean

homogéneas, antes de centrifugar a 13000 r.p.m. durante cinco min.
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El sobrenadante resultante se transfirié a un tubo de plastico limpio y se afiadié 750

pL de etanol 100%, se mezcld suavemente y se llevd a -20 °C durante 30 min.
Transcurrida la refrigeracion, se centrifugd la muestra a 13000 r.p.m. durante 1 min; se

elimino el etanol y se afiadio 300 pL de etanol acetato de sodio por 5 min.

Descartando el sobrenadante, se afiadi6 200 pL de etanol acetato de amonio y se
elimind rapidamente. Los tubos se secaron boca abajo hasta que el olor a etanol se
elimind6 completamente; a continuacién se resuspendié el pellet en TE 0.5 X. Se

conservaron las muestras a 4 °C (Modificado Colombo, Second, & Charrier, 2000).
El DNA que se extrajo fue purificado con el kit PowerClean® DNA Clean — Up Kkit.

Para medir la concentracion del DNA se recurrié al Nanodrop ND 8000 (Thermo
Scientific), para ello se utilizd6 1 uL de DNA; en este equipo se pudo observar si las
muestras obtenidas estaban contaminadas con proteinas, alcoholes, fenoles ademas nos

proporciond la concentracion del DNA en ng/uL (anexo ).

2.4.6.3 Amplificacion de fragmentos de DNA con primers ITS

Para la amplificacion de fragmentos de DNA se emplearon los primers ITS1 e ITS4
(tabla 2.2). Se realiz6 la preparacion de la master mix para un volumen final de 25 pL en
la camara de flujo laminar (ESCO).

Se trabajaron los ensayos de PCR con dupletas del control negativo que contenian
todos los reactivos de PCR excepto el DNA, con el fin de comprobar la ausencia de
contaminacion en los reactivos y del control positivo que se obtuvo a partir de

aislamientos realizados en tubérculos infectados con esclerocios.

Para la preparacion de las reacciones se colocé 1.5 uL de DNA, 2.5 uL de buffer (10
X), 18.2 pL de agua destilada, 0.5 pL de dNTPS (10 mM), 1.5 pL de MgCl; (25 mM),
0.25uL de cada uno de los primers ITS y 0.3 pL de Tag DNA polimerasa (Modificado
White, Bruns, Lee, & Taylor, 1990; Modificado Bertini, et al., 1999)
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La amplificacion se realizé por 35 ciclos (tabla 2.3) en un termociclador (Labnet), la

visualizacion del producto de la PCR se realizO mediante electroforesis en geles de

agarosa (Orozco, Osorio, Botero, Rivera, & Lépez, 2011).

Tabla 2.2

Primers utilizados en la amplificacion de la region ITS.

Primers Secuencia Tamarnio (pb)

ITS1 (5"-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3)

ITS4  (5-TCCTCCGCTATTGATATGC-3) 700

Fuente: (White, Bruns, Lee, & Taylor, 1990).

Tabla 2.3

Ciclos de amplificacion empleados para los primers: ITS1-1TS4.

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién inicial 95 °C 180 seg
Desnaturacion 95 °C 30 seg
Hibridacion del primer 55 °C 60 seg
Extensién del primer 72 °C 120 seg
Extension final 72 °C 600 seg

Fuente:(White, Bruns, Lee, & Taylor, 1990).

2.4.6.4 Amplificacion de Rhizoctonia solani AG3

Para la identificacién de R. solani AG-3 se utilizaron los primers Rs1F2-Rs2R1
(tabla 2.4). Se preparé para la master mix una mezcla de PCR con un volumen final de
25 uL, que contenia 2.5 pL de buffer 1 X de PCR, 2 uL de MgCl,, 0.2 mM de dNTP’s,
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0.3 mM de cada uno de los primers, 1 Unidad de Taq DNA polimerasa y 2 uL. de DNA

templete. El termociclador (Labnet), se programé para 35 ciclos como lo indica la tabla
2.5 (Fernandez, 2011).

Tabla 2.4

Primers utilizados en la amplificacion de AG3.

Primers Secuencia Pares de bases (pb)

Rs1F2 (5"-TTGGTTGTAGCTGGTCTATTT-3)

Rs2Rl  (5-TATCACGCTGAGTGGAACCA-3) 500

Fuente: (Lees, Cullen, Sullivan, & Nicolson, 2002).

Tabla 2.5

Ciclos de amplificacién empleados para los primers: Rs1F2 - Rs2R1.

Proposito Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 °C 120 seg
Desnaturacion 95 °C 45 seg
Hibridacion del primer 63 °C 60 seg
Extensién del primer 72 °C 90 seg
Extensién final 72 °C 300 seg

Fuente: (Fernandez, 2011).

2.4.6.5 Electroforesis del producto de PCR

Para observar la presencia de bandas del tamafio deseado tanto para la region ITS

como para el grupo anastomdésico AG-3, se realizé una corrida electroforética en un gel
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de agarosa al 2 %, con Syber safe 0.04 uL/mL, en cada posillo se agrgd: 8.4 uL de

producto de PCR y 1.6 pL de Blue Juice. A la par, en el mismo gel, se corrieron 10 pL
del marcador molecular 100 bp Labnet (Modificado Orozco, Osorio, Botero, Rivera, &
Ldpez, 2011).

El gel se corrié a 120 VV y 300 mA durante 45 min, en una camara de electroforesis
con el buffer TBE 1 X. Finalmente el DNA se visualiz6 en el fotodocumentador de
imagenes (Thermo Scientific) acoplado a un transiluminador con luz UV (UVP); en
donde se comparo el tamafio de las bandas obtenidas con el tamafio de las bandas dadas

por el marcador molecular.

2.4.7 Infeccion de tallos y tubérculos con Rhizoctonia solani

Para la evaluacion de la capacidad de infeccion en tubérculos y tallos de los
aislamientos, se siguio la metodologia de Bains y Bisht (1995). Se utiliz6 tubérculos de
la variedad de papa Super chola que fueron desinfectados con formaldehido al 2% y
guardados por cuatro semanas a temperatura ambiente para su germinacion. Y los

aislados de Rhizoctonia solani que fueron previamente identificados.

Después de iniciada la germinacion, los tubérculos se colocaron a una profundidad
de 5 cm en tarrinas de plastico de 15 cm de altura. Estos recipientes fueron llenados con
una mezcla de suelo y céscara de arroz autoclavados con vapor de agua por tres horas en

una proporcion de 2:1.

Se tomé discos del micelio de 6 mm de didmetro aproximadamente de los aislados
de 5 dias de edad, crecidos en PDA y se coloco en el hoyo donde se sembré previamente

la papa a continuacion se cubri6 con una capa de 2 cm del suelo.

Para el desarrollo de las plantas, las tarrinas fueron colocadas en estanterias donde la
temperatura oscilaba entre 18 y 25 °C. Transcurrido 40 dias después de la siembra y de
la inoculacidn, se procedié a examinar las lesiones en la base de los tallos de las plantas
obtenidas y en los tubérculos (Bains & Bisht, 1995).
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2.4.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos durante la investigacion fueron analizados mediante
herramientas estadisticas (anexo K).

2.4.8.1 Analisis de los aislamientos obtenidos de R. solani

El analisis de los aislamientos se realizd en base a los datos obtenidos mediante
observaciones realizadas en el microscopio, se determiné si existio presencia o ausencia
de R. solani en una muestra de suelo. Para ello se designd valores de “1” para las

muestras donde estuvo presente R. solani y de “0” para las muestras donde no lo estuvo.

Los resultados obtenidos se analizaron con la ayuda del programa estadistico
INFOSTATL1, que permitid realizar pruebas de hipotesis chi - cuadrado de
independencia, intervalos de confianza y probabilidades que permitieron determinar si
las variables empleadas influyeron en la presencia o en la ausencia de R. solani, en los

aislamientos provenientes de muestras del suelo.

2.4.8.2 Analisis de infeccion en tallos y tubérculos

Para la parte de infeccion en tubérculos y tallos la variable de respuesta que se
analizo fue si los tubérculos vy los tallos estuvieron infectados. Mediante observacion se
determind si existié o no infeccion, se dio valores de “1” para los tubérculos y tallos
infectados y de “0” para tubérculos Yy tallos no infectados. Estos resultados se analizaron
con la ayuda del programa estadistico INFOSTAT (Di Rienzo, et al,. 2011); donde se
realizd pruebas de hipdtesis de chi - cuadrado de independencia, para conocer si la

infeccion producida por R. solani es significativa en las partes infectadas o no.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Muestreo

Del muestreo realizado a los seis campos de suelos paperos de la provincia del
Carchi, parroquia Piartal, cantdn Montufar en el 2013, se obtuvieron las siguientes
muestras: 30 en la siembra el 30 de abril, 30 en la floracion el 9 de julio y 30 en la
cosecha el 15 de octubre. Dando un total de 90 muestras (anexo J) durante una etapa de

cultivo de la papa.

3.2 Aislamiento de Rhizoctonia solani a partir de muestras de suelo

3.2.1 Aislamiento con palillos

Después de realizar el proceso de aislamiento de las 90 muestras de suelos paperos
procedentes de la provincia del Carchi, durante las etapas de siembra, floracion y
cosecha, se obtuvieron 31 aislamientos de Rhizoctonia solani, con un intervalo de
confianza del 90% entre 26% al 43% (anexo L).

Aislamiento obtenidos de Rhizoctonia solani en siembra, floracion y cosecha

En siembra se obtuvieron 9 aislamientos (anexo L.1), en floracion se obtuvieron 11
aislamientos (anexo L.2) y en cosecha se obtuvieron 11 aislamientos (anexo L.3) de R.
solani (figura 3.1) de la muestars tomadas en los suelos paperos de la provincia del
Carchi.
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Figura 3.1: Presencia/ausencia de R. solani en las etapas de siembra, floraciony
cosecha.

La probabilidad de que R. solani pueda ser aislar de los suelos paperos de la
provincia del Carchi es del 33.33% (anexo M y M.1) tanto para la siembra, la floracion y

la cosecha (tabla 3.1).

Andlisis inferencial

Para el andlisis de los resultados del aislamiento, se realizé una prueba de hipotesis
chi cuadrado de independencia (anexo N), que determiné que existe presencia
significativa (p=0.037) de Rhizoctonia solani en los suelos paperos de la provincia del
Carchi en los aislamientos obtenidos durante las diferentes etapas del cultivo de la papa

(siembra, floracion y cosecha).

Ademas se determind que existe influencia significativa (p=0.032) de la siembra,
floracion y cosecha en la presencia o ausencia de R. solani es decir, el aislamiento es

dependiente del estado del cultivo (tabla O.1).

Analisis de la expresion de Rhizoctonia solani en los aislamientos obtenidos en los
suelos paperos de la provincia del Carchi

Al analizar la expresion de Rhizoctonia solani, se evidencié que existe una mayor

probabilidad de presencia en los aislamientos realizados durante la floracion y cosecha,
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mientras que la mayor probabilidad de ausencia se da en la siembra como se observa en

las figuras 3.2y 3.3.

22 -
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14 -
12 - Floracion

1g | Cosecha

Siembra
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expresion de Rhizoctonia solani

ndmero de muestras
aisladas

Figura 3.2: Expresion de los aislamientos de Rhizoctonia solani en las diferentes

etapas del cultivo de la papa.
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Figura 3.3: Expresion de Rhizoctonia solani en cultivos de papas de la provincia
de Carchi en las tres diferentes etapas de cultivo.

Andlisis inferencial

Se determind que existe mayor probabilidad estadistica de presencia de R. solani en
las etapas de floracién y cosecha con un valor de 12.22%, y que existe una mayor



47
probabilidad de ausencia en la etapa de siembra con un valor de 23.33% (tabla M.1.2 y

M.1.3).

Ademas se comprobd que hay un de probabilidad del 34.44% de que exista
presencia de R. solani y un 65.56 % de probabilidad de que exista ausencia en los
aislamientos obtenidos de los suelos paperos de la provincia del Carchi (tabla M.1.4).

3.3 Caracterizacion macroscépica de Rhizoctonia solani

En los aislamientos obtenidos de R. solani al inicio del crecimiento, el micelio tuvo
una coloracion blanca amarillenta que conforme transcurre el tiempo se torna marrén —
café. Ademas presento crecimiento rastrero y sobre el micelio se observo la presencia de

esclerocios (figura 3.4).

Figura 3.4: Micelio de R. solani: a) Micelio de R. solani a los tres dias de
crecimiento. b) Micelio de R. solani a los siete dias.

3.4 Caracterizacion microscépica de Rhizoctonia solani

3.4.1 Caracterizacién de hifas con azul de lactofenol

Al efectuar el analisis de los cultivos obtenidos mediante la tincion con azul de
lactofenol, se observo que las hifas forman un &ngulo de 90°, con un septo cerca de la

ramificacion principal y ausencia de esporas (figura 3.5).



48

Ausencia de Hifas en

esporas angulo
\u recto

b

Septo cerca del
origen

Figura 3.5: Imagen microscopica de las hifas de R. solani a 100 X.

3.4.2 Caracterizacién de nucleos con safranina O

Las placas que se efectuaron permitieron observar los nucleos en las hifas de R.

solani. Se presentaron varios nucleos por célula al ser tefiidos con safranina O.

Figura 3.6: Nucleos de R. solani vistos a 100 X.

3.5 Caracterizacion molecular de Rhizoctonia solani

3.5.1 Amplificacién de fragmentos de DNA con primers ITS

La amplificacion por PCR de las regiones ITS de DNA extraido de los aislamientos
de R. solani dio una banda de aproximadamente 650 pb para todos los aislados

encontrados (figura 3.7).
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650 pb

Figura3.7: Productos amplificados por PCR de aislamientos de R. solani
obtenidos a partir de muestras de suelos paperos con los primers
ITS1 - ITS4. (+): carril del control positivo, (-): carril del control
negativo y (MM): marcador de peso molecular.

3.5.2 Amplificacion de Rhizoctonia solani AG3

La amplificacion para AG 3 realizada con los productos obtenidos de las regiones
ITS, mostr6 una banda de aproximadamente 500 pb. De los 31 aislamientos encontrados

todos fueron positivos, es decir hubo una amplificacion del 100% (figura 3.8).

W+ - 12345 6789 10 111213 1415 16 w

Figura 3.8: Amplificacion de R. solani AG3, con los primers Rs1F2 - Rs2R1. (+):
carril del control positivo, (-): carril del control negativo y (MM):

marcador de peso molecular.
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3.6 Infeccion con aislamientos obtenidos de Rhizoctonia solani

3.6.1 Infeccién en tallo

De los 31 aislamientos obtenidos de Rhizoctonia solani, 18 de ellos (anexo O)
causaron dafio en el tallo con un intervalo de confianza del 90%, entre 43% al 73%

(anexo P).

Las manifestaciones de infeccion en el tallo fueron manchas de color café en su

base, y partes necrosadas (figura 3.8).

Figura 3.9: Tallos infectados con R. solani.

La infeccion en tallos realizada con los 31 aislamientos obtenidos en las diferentes
etapas del cultivo de papa, determind que existié un mayor nimero de tallos infectados
con los aislamientos obtenidos en la etapa de floracion, mientras que existié un mayor
namero de tallos no infectados con R. solani con los aislamientos obtenidos en la etapa
de cosecha (figura 3.10 y 3.11).
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Figura 3.10: Resultados de los tallos infectados/no infectados con los aislamientos
obtenidos de R. solani en las diferentes etapas de siembra, floracion y

cosecha.

Andlisis inferencial

Para el analisis de los resultados de la capacidad de infeccion en tallos de R. solani,
se realizé una prueba de hipétesis chi - cuadrado de independencia y se determino que si
existe infeccion significativa de R. solani en tallos con los aislamientos obtenidos

durante una etapa de cultivo de papa (p=0.0371) anexo Q.

Analisis de la expresion de infeccion en tallos de Rhizoctonia solani en las etapas de

cultivo.

Se analizd la expresion de infeccion de Rhizoctonia solani en tallos (figura 3.11 y
3.12), se observo que existe mayor probabilidad de infeccion con los aislamientos
obtenidos en la etapa de floracion, mientras que existe igual probabilidad de no

infeccion con los aislamientos de siembra y floracion.
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Figura 3.11: Expresion de infeccion de los aislamientos obtenidos de Rhizoctonia

solani en tallos.
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Figura 3.12: Tallo infectados/no infectados con los aislamientos obtenidos de R.

solani durante las etapas del cultivo de la papa.
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Andlisis inferencial

Se determind que existe mayor probabilidad estadistica de presencia de infeccion
con R. solani en la etapa de floracion 22.58% y se evidencia una mayor probabilidad de

ausencia de infeccion en la etapa de cosecha con un valor de19.35% (tabla R.2 y R.3).

Ademas se comprobd que hay una probabilidad del 54.84% de que exista infeccion
en tallos y de un 45.16 % de probabilidad de que no exista infeccion con los
aislamientos obtenidos de R. solani de los suelos paperos de la provincia del Carchi
(tabla R.4).

3.6.2 Infeccion en tuberculos
De los 31 aislamientos obtenidos de Rhizoctonia solani, 21 produjeron dafios en los
tubérculos con un intervalo de confianza del 90%, entre 53% al 82% (anexos Sy T).

La mayoria de los tubérculos infectados presentaron formacion de esclerocios en la

superficie de los tubérculos (figura 3.13).

88rmacion de escl(é’f—aos

'( -i'. .

Figura 3.13: Tubérculo infectado con Rhizoctonia solani.

La infeccién en tubérculos realizada con los 31 aislamientos obtenidos en las
diferentes etapas del cultivo de papa, determind que existi6 un mayor nimero de
tubérculos infectados con los aislamientos obtenidos en la etapa de cosecha, mientras
que existi6 un mayor numero de tubérculos no infectados con R. solani con los

aislamientos obtenidos en la etapa de floracion (figura 3.14).
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Figura 3.14: Resultados de los tubérculos infectados/no infectados con los
aislamientos obtenidos de R. solani en las diferentes etapas de siembra,

floracién y cosecha.

Analisis inferencial

Para el andlisis de los resultados de la capacidad de infeccion en tubérculos de R.
solani, se realizd6 una prueba de hipotesis chi - cuadrado de independencia y se
determind que si existe infeccion significativa de R. solani en tubérculos con los
aislamientos obtenidos durante una etapa de cultivo de papa (p=0.053) como se

evidencia en el anexo U.

Analisis de la expresion de infeccion en tubérculos de Rhizoctonia solani en las

etapas de cultivo.

Se analizd la expresion de infeccion de Rhizoctonia solani en tubérculos (figura 3.15
y 3.16), se observO que existe mayor probabilidad de infeccion con los aislamientos
obtenidos en la etapa de cosecha, mientras que existe mayor probabilidad de no existir

infeccion con los aislamientos de floracién.
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Figura 3.15: Expresion de infeccidn de los aislamientos obtenidos de Rhizoctonia

solani en tubérculos.
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Figura 3.16: Tubérculos infectados/no infectados con los aislamientos obtenidos de
R. solani durante las etapas de siembra, floracion y cosecha.

Analisis inferencial

Se determind que existe mayor probabilidad estadistica de presencia de infeccion en
tubérculos con R. solani en la etapa de cosecha 25.81%, y que existe una mayor
probabilidad de ausencia de infeccion en la etapa de floracion con un valor del6.13%
(tabla V.2 y V.3).
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Ademas se comprobd que hay una probabilidad del 67.74% de que exista infeccién

en tubérculos y de un 32.36 % de probabilidad de que no exista infeccién con los

aislamientos obtenidos de R. solani de los suelos paperos de la provincia del Carchi

(tabla V.4).
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Aislamiento de Rhizoctonia solani a partir de muestras de suelo

Al existir en la mayoria de suelos donde se cultiva papa una baja actividad
microbiana, se acumula la materia organica a través de los afios; los suelos de la

provincia del Carchi es uno de estos casos (Pumisacho & Sherwood, 2002).

Los suelos por presentar altos contenidos de materia organica son sensibles al ataque
de fitopatdgenos como Rhizoctonia solani, el cual presenta cierto tipos de especies que
pueden vivir alimentandose de ella. EI hongo tiende a producir esclerocios que germinan
con facilidad y le permiten permanecer viable por muchos afos en el suelo (Fernandez ,
1979; Pumisacho & Sherwood, 2002).

Ademas R. solani tiene la capacidad de localizar diversos sustratos, caracteristica de
los parésitos facultativos que poseen vida saprofita, deben ser consideraras, ya que
generalmente la emision de estructuras infectivas del hongo (esclerocios y micelio
vegetal) se da en las capas superficiales hacia el centro del surco (Pumisacho &
Sherwood, 2002).

A pesar de que Rhizoctonia solani es un habitante natural del suelo, muchas veces la
principal fuente de indculo proviene de tubérculos infectados con la enfermedad, y esta
se ve favorecida sobre todo cuando se presentan temperaturas humedas y bajas en el
suelo (Bayer, 2006).

Con el uso de medios de cultivo selectivos se logra el aislamiento y reproduccion de
R. solani. Su importancia radica en la composicién, el medio al estar combinado con
antibactericidas y antifungicidas reduce posibles interferencias de poblaciones de

microorganismos no deseadas (Fernandez, et al., 2006).

El medio de cultivo PDA modificado por Castro que contenia concentraciones de 63
mg de metalaxyl y 50 mg de procloraz permite el crecimiento de R. solani e inhibe el

crecimiento de bacterias y de algunas especies de hongos (Vargas, 2006).

En base al analisis estadistico realizado en la investigacion se corrobord que en las

muestras tomadas de los suelos paperos de la provincia del Carchi existe presencia
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significativa (p=0.037) de Rhizoctonia solani. Y que la presencia/ausencia del

fitopatégeno depende de la etapa del cultivo siembra, floracion y cosecha.

La probabilidad de presencia de R. solani en los aislamientos obtenidos en la

provincia del Carchi es del 34%.

De las 90 muestras tomadas los resultados que se obtuvieron en el primer muestreo
fueron 9 aislamientos, en el segundo 11 aislamientos y en el tercer muestreo 11
aislamientos de R. solani, demostrandose que el mayor numero de aislamientos se
observo en las etapas de floracion y cosecha y el menor en siembra, sin embargo no se
evidencio una diferencia estadistica alta significativa entre etapas, esto se debe a que el
fitopatdgeno afecta la planta desde sus primeros estadios de desarrollo (Rodriguez,
2001).

4.2 Caracterizacion macroscopica y microscopica de R. solani

Las caracteristicas morfoldgicas y fenotipicas en todos los aislamientos obtenidos de
suelos paperos de la provincia del Carchi corresponden a R. solani. Las hifas presentaron
la clasica ramificacion en angulo recto, nucleos, ausencia de esporas, el micelio fue
incoloro en estado juvenil y amarillo a café claro - marron en estado maduro que tuvo
crecimiento rastrero y esclerocios. Las caracteristicas observadas coinciden con las

sefialadas para esta especie en estudios previos (Ogoshi, 1987 y Sneh et al., 1991).

La caracterizacion de color, forma y tamafio del micelio y esclerocios concuerda con
la descrita por Perdomo, et al., (2007). Al evaluar el comportamiento de los 31 aislados
de R. solani (intervalo de confianza del 90% entre 26% - 43%), todos produjeron

esclerocios de forma rapida.

En los aislamientos obtenidos se encontraron diferencias morfoldgicas, en la
coloracién del micelio y de produccién de esclerociosios coincide con lo reportado por
Giovannini, et al., (2005), que menciona que es posible encontrar individuos
morfoldgicamente distintos con claras diferencias morfologicas dentro de una poblacion

de R. solani localizada en un aerea determinada.
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4.3 Caracterizacion molecular de Rhizoctonia solani

4.3.1 Amplificacion de fragmentos de DNA con primers ITS

El analisis utilizando ITS es el que mejores resultados ha demostrado, corresponde
con mayor fidelidad con los valores de anastomosis y la variabilidad detectada por este
método ha sido la mayor. Es decir, el polimorfismo detectado en el rDNA - ITS permite
una caracterizacion mas precisa de los aislamientos de Rhizoctonia solani (Ogoshi,
1987).

Para la realizacion de la identificacion molecular de los aislamientos obtenidos, el
método se basa primeramente en la identidad de secuencias de rDNA de las regiones
ITS que incluye la region codificante 5.8S del rRNA y las regiones intergénicas ITS 1 e
ITS 4, que tienen una alta variacion genética, han sido constantemente utilizadas en
estudios filogenéticos y como soporte genético de la clasificacion de R. solani en grupos
anastomasicos y subgrupos (Woodhall, Lees, Edwards, & Jenkinson, 2007; Lehtonen,
Ahvenniemi, Wilson, German, & Valkonen, 2008).

Gracias a la variabilidad presente en las regiones ITS de rDNA es posible identificar

los distintos grupos anastomosicos.

4.3.2 Amplificacidon de Rhizoctonia solani AG3

Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por (Anguiz & Martin, 1989),
al confirmar la presencia de los AG 3 de R. solani en el cultivo de papa. En el presente
estudio predomino la presencia del AG 3 en un 100%, estos valores confirman que la
mayoria de los aislamientos de R. solani que afectan el cultivo de la papa pertenecen al
AG 3, reportado por Carling & Leiner, (1986); Bandy, Leach, & Tavantzis, (1988) y
Carling & Leiner, (1990).

En los aislamientos obtenidos de suelos paperos de la provincia del Carchi la
presencia de los AG 3 en general fue consistente, esto se afirma con lo dicho por

Chéavez, et al., (2011), los cuales dicen que en las localidades con suelos frios con
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altitudes entre 1500 y 3600 m.s.n.m, exceso de humedad y con lluvias severas se

observa que hay gran cantidad de ataques con R. solani (AG 3).

En una zona del Per( productora de papa se obtuvieron aislamientos de AG 3 de
localidades altas y frias y en las localidades méas bajas y calidas al AG 4 (Anguiz &
Martin, 1989).

Segun investigaciones efectuadas en México y Venezuela se determind que de los
14 grupos anastomdsicos dos tienen importancia para la papa, son el AG 3 y AG 4.
Donde la frecuencia de ataque del AG 3 oscila entre el 70% y 90%, mientras que del
grupo AG 4 oscila entre el 4% y 30% (Rosales, 2003).

Aungue en este trabajo sélo se identifico el grupo anastomosico (AG 3), en muchos
estudios se han reportado otros grupos anastomasicos presentes en el cultivo de papa,
como los grupo AG 5 y AG 2-2, identificados con diferentes frecuencias en campos
paperos de Nueva Zelanda, Paquistan, Gran Bretafia y Turquia, entre otros (Woodhall,
Lees, Edwards, & Jenkinson, 2007).

4.4 Infeccion en tallos y tubérculos con aislamientos obtenidos de R. solani

En el andlisis realizado en tallos como en tubérculos infectados se confirmé lo
expuesto por Bayer (2006), segln su estudio los sintomas que ocasiona la rizoctoniasis
son: lesiones en los tallos de color rojizo a café que se convierten en costras y en los

tubérculos la presencia de coscras sobre la superficie.

R. solani tiene la capacidad de causar dafios importantes al tejido vegetal
produciendo lesiones significativas en las raices, el tallo y tubérculos. Wharton, et al.,
(2004) creen que la mayoria de las infecciones ocurren durante las primeras etapas del
desarrollo de la planta, ya que la resistencia a la infeccion de estolones y tallo se
incrementa después de la emergencia del brote, limitando asi la expansién de la

infeccion.

Chavez, et al., (2011) encontraron que R. solani posee una amplia variabilidad

genética especialmente en el cultivo de papa, que se distingue por los diferentes tipos de
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lesiones que pueden provocar en tallos y tubérculos y por la pronta respuesta de los

esclerocios.

Durante la observacién del proceso de infeccion no se observé infeccion en algunos
tallos y tubérculos, podria deberse a la gran diversidad genética y versatilidad que
presenta el fitopatdgeno causante de rizoctoniasis. Carling & Leiner, (1990), observaron
gue en aislamientos del grupo AG — 3 hay cepas altamente patogénicas como no
patogénicas. En la R. solani AG — 3 se encuentra una especie no patdgénica que es capaz
de ejercer un control bioldgico sobre R. solani en el cultivo de papa (Shen & Ogoshi,
1998).

De acuerdo al analisis estadistico realizado con pruebas de chi - cuadrado de
independencia se determind que existe infeccidn significativa en tallos (p=0.037) y en

tubérculos (p=0.053) durante las estapas de siembra, floracion y cosecha.

De los 31 aislamientos obtenidos de R. solani, se observé que 18 causaron infeccion
en tallos (intervalo de confianza del 90% entre 43% - 76%) y 21 afectaron a tubérculos
(intervalo de confianza del 90% entre 53% - 82%).

Se determin6 que hay una mayor probabilidad de infeccion de los tallos con los
aislamientos de Rhizoctonia solani obtenidos durante la floracion, mientras que existe

una mayor probabilidad de no infectarse con los aislamientos conseguidos en cosecha.

En cambio en los tubérculos se observé que existe mayor probabilidad de infeccion
con los aislamientos obtenidos en cosecha y que hay mayor probabilidad de que no se dé

la infeccion con los aislamientos de la floracion.

En tallos se comprob6 que hay un 54% de probabilidad de infeccion, mientras que
en tubérculos existe un 67% de que ocurra la infeccidn con los aislamientos obtenidos de
R. solani de los suelos paperos de la provincia del Carchi durante la siembra, floracion y

cosecha.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Los suelos paperos de la provincia de Carchi presentaron presencia significativa
(p=0.037) de Rhizoctonia solani en las tres etapas del cultivo de papa.

Los aislamientos de R. solani se obtuvieron de muestras de suelo, durante la
siembra, floracion y cosecha; en campos con altitudes menores a los 3000
m.s.n.m.

Los aislamientos realizados con palillos de dientes esterilizados permitieron el
aislamiento de R. solani.

La adicién de antibioticos y fungicidas en medios de cultivo PDA modificado
por Castro, redujo el crecimiento de otras especies de hongos y bacterias.

La presencia o ausencia de R. solani depende de las etapas del cultivo siembra,
floracién y cosecha.

La probabilidad de presencia de R. solani en los aislamientos obtenidos en la
provincia del Carchi es del 34%.

El mayor numero de aislamientos del fitopatégeno se observo en las etapas de
floracion y cosecha y el menor en siembra.

La presencia de R. solani y del AG-3 fue confirmada a través de una PCR, que
analizo la region ITS del rDNA.

La regiones ITS del rDNA permite una identificacion satisfactoria de R. solani y
los grupos anastomasicos AG.

En sitios frios con altitudes entre 1500 y 3600 m.s.n.m y con alta humedad el
grupo anastomoésico AG 3 de R. solani es el responsable de los ataques a los
cultivos de papa.

Se comprobd que en areas frias localizadas a altitudes superiores a los 1500
m.s.n.m existe prevalencia del 100% del grupo AG 3.

En las pruebas de infeccion realizadas con los 31 aislamientos obtenidos se
determind que existe infeccion significativa de R. solani en tallos (p=0.037) y en

tubérculos (p=0.053) durante las estapas de siembra, floracion y cosecha.
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Existe mayor probabilidad de infeccion de los tallos con los aislamientos de

Rhizoctonia solani obtenidos durante la floracion, mientras que existe una mayor
probabilidad de infeccion de tubérculos con los aslamientos conseguidos en
cosecha.

En tallos se comprob6 que hay un 54% de probabilidad de infeccion, mientras
que en tubérculos existe un 67% de que ocurra la infeccion con los aislamientos
obtenidos de R. solani de los suelos paperos de la provincia del Carchi durante

las diferentes etapas del cultivo de la papa.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Secuenciar las muestras del DNA de R. solani obtenidas de los aislamientos
realizados en los suelos paperos de la provincia del Carchi.

Realizar alineamientos en bases de datos como el blast, con las secuencias
conseguidas de R. solani.

Elaborar arboles filogenéticos en base a los multiples alineamientos.

Aislar R. solani de suelos paperos de otras provincias productoras de papa en el

Ecuador.
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