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Resumen.

El estudio se realizé en los laboratorios de la Universidad Internacional Sek en la facultad de
Ciencias Ambientales, con el objeto de determinar si la cepa de Pseudomonas fluorescens
identificada como parésita de Phytophthora infestans presenta potencial como controlador
bioldgico.

Se realizaron tres tratamientos con la metodologia establecida en el Centro Internacional de la
Papa.

El tratamiento 1 se lo realizd con suspensiones de zoosporangios de Phytophthora infestans,
en el tratamiento 2 se utilizd Pseudomonas fluorescens cepa 2 (testigo) frente a Phytophthora
infestans, y el tratamiento 3 se inoculd Pseudomonas fluorescens cepa 1 (parasita) frente
Phytophthora infestans.

Con los datos obtenidos se realizé el analisis de Tukey al 5% y un analisis del area de lesion,
utilizando datos tomados hasta los 7 dias en mm?.

De estos analisis se determind que la cepa 1 de Pseudomonas fluorescens identificada como
parasita no presentd capacidad antagénica eficiente frente a Phytophthora infestans.

Descriptores: Antagonista, parasita, Phytophthora infestans, Pseudomonas, control biologico,
fungicidas.



Abstract.

The study took place at the SEK International University laboratories at the college of
environmental sciences, with the objective to determine if the strain of the Pseudomonas
fluorescens identified as a parasite of the Phytophthora infestans presents potential as a
biological controlling agent.

Three treatments took place with the methodology established at the International Centre of
the potato.

The first treatment took place with the suspension of Phytophthora infestans, in the second
treatment, we used Pseudomonas fluorescens strain 2 (control) in front of Phytophthora
infestans, and in the last one treatment were inoculate with Pseudomonas fluorescens strain 2
(parasitic) was placed with Phytophthora infestans.

According to the data obtained, we analyzed with tukey at 5% and an analysis of the area of
the lesion, using data obtained at mm? from up to 7 days.

With the data of each analysis , it was determined that strain 1 of Pseudomonas fluorescens
identified as a parasite did not show efficient antagonism capacity in front of Phytophthora
infestans.

Key words: Antagonist, parasite, Phytophthora infestans, Pseudomonas, biological control,
fungicides.



CAPITULO |

INTRODUCCION

La papa es uno de los productos mas importantes del pais y, sin duda uno de los de mayor
significacion en la alimentacion mundial, ya que junto a la yuca y al camote, contribuye a
satisfacer los requerimientos energéticos de méas de dos millones de personas (Oyarzun, et al .,
2000).

La papa es originaria de los Andes, posee una impresionante diversidad genética, de formas,
colores y aptitudes. Su gran capacidad de adaptacion ecologica le ha permitido diseminarse por
todo el mundo: desde zonas desérticas a climas humedos; desde zonas altas a regiones costeras
y desde el tropico a las regiones proximas a los polos. Actualmente, es, sin duda, uno de los
productos de mayor significacion en la alimentacion mundial. Aunque es importante en la
agricultura de muchos paises ricos, la papa constituye una fuente importante de empleo e
ingresos en zonas rurales, a menudo marginales de los paises en desarrollo (Oyarzin, et al .,
2000).

En Ecuador, el nimero de familias dedicadas a la produccion de papa es de aproximadamente
42.000. No hay un consenso sobre la productividad en el pais. De las 66.000 hectareas
dedicadas a la papa, el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEN) reporta una
produccion promedio de 480.000 toneladas y un rendimiento por hectarea de 7.7 toneladas. Sin
embargo, estudios realizados por el INIAP revelan un rendimiento promedio de 14 t/ha. Con
un valor total bruto de 60 millones de dblares anuales, la papa es una importante fuente de
ingresos para las comunidades rurales y su componente fundamental de la economia nacional

(Andrade et al., en Pumisacho y Sherwood, 2002).

El principal problema sanitario de este cultivo es la enfermedad conocida como tizon tardio o
lancha, producida por el hongo Phytophthora infestans, la cual puede ocasionar pérdidas que
varian del 28% al 100% dependiendo de la variedad de papa y de la época de infeccién
(Morales, 1994). Ataca tubérculos y follaje en cualquier estado de desarrollo. Con temperaturas

cercanas a 20°C y una humedad relativa superior a 95% el hongo penetra la epidermis de los



tejidos en ocho horas, en las que debe haber un minimo de dos horas con una pelicula de agua
libre (lluvia o rocio). En condiciones Optimas, en tres dias puede completarse un ciclo de la
enfermedad. Generalmente la enfermedad se presenta entre los 2800 y los 3400 msnm

(Oyarzin et al., en Pumisacho y Sherwood, 2002).

El ingreso en el pais, establecido en 1993, de una nueva poblacion de P. infestans renové el
interés por estudiar este hongo fitopatégeno (Escobar, 1994; Programa Nacional de Raices y
Tubeérculos-Papa- FORTIPAPA-INIAP, 1995, Forbes et al.,, 1997). Desde entonces, la
estructura poblacional del hongo ha sido objeto de varios estudios por parte de los
investigadores del CIP y del INIAP.

Los fungicidas han sido la principal herramienta para el control del tizon tardio aunque estos
pierden poco a poco su eficacia debido a que el patdgeno aumenta su resistencia necesitando
dosis cada vez mayores que van acompafados de riesgos para la salud y el medio ambiente.
Como en muchos otros paises, esta creciendo una preocupacion generalizada sobre los
impactos del uso de agroguimicos en el ambiente y en la salud. Pruebas de residuos en
verduras frescas en el Ecuador demostraron la existencia de niveles superiores a los
recomendados por la guia de seguridad alimentaria de la FAO-OMS y por el Cddigo
Alimentario (Crissman, 1998b).

Existe una ignorancia generalizada sobre el uso de implementos de proteccion personal entre
los agricultores y trabajadores agricolas. Con el uso de bombas de mochila (en comparacién
con las fumigaciones realizadas utilizando tractores o las aplicaciones aéreas en los paises
desarrollados), estos grupos tienen mucha probabilidad de estar en riesgo por la exposicion
excesiva sin fungicidas la mayoria de agricultores sufririan graves pérdidas en los rendimientos
(Crissman, 1998b).

La salud humana es perjudicada cuando se efectuan las curas directas, puesto que los productos
quimicos penetran en la ropa o por el contacto directo con la piel y por el gas que desprende
algunos de ellos, afectando también al aparato respiratorio. Contaminan las aguas naturales

debido a lluvias o riegos que arrastran estos productos acaban en los rios, lagos, aguas



subterraneas y mares contaminandolos. Los envenenamientos agudos causan la pérdida de
trabajo y considerables costos privados para el tratamiento de la salud. La dermatitis crénica
puede reducir la capacidad de trabajo, asi como reducir sustancialmente la calidad de vida. Los
dafos cronicos al sistema nervioso central, pueden menoscabar la capacidad para la toma de
decisiones del agricultor y del trabajador agricola. Ambas cosas pueden reducir la
productividad (Crissman, et al., 1994).

Los costos de proteccion de los cultivos estan entre los diez y veinticinco millones de ddlares
anuales en el pais. En las condiciones actuales del Ecuador, los fungicidas son muy costosos y
por ello su uso y aplicacion es ineficiente. Aparte del costo econdémico que implica la
utilizacion de fungicidas, esta situacion afecta directamente la salud del productor y de su
medio ambiente por la sobre utilizacion que se les da (Crissman, 1998a). El control bioldgico
dentro del manejo integrado de la enfermedad considerado junto a otras medidas de control
constituiria una alternativa prometedora por su bajo impacto ambiental (Oyarzin et al., en

Pumisacho y Sherwood, 2002)
Objetivo:
- Determinar si la cepa 1 de la especies Pseudomonas fluorescens aislada como parasita

de Phytophthora infestans en el Laboratorio de Sanidad Vegetal del INIAP por el Ing.

José Ochoa presenta potencial como antagonista del hongo en hojas de papa.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Phytophthora infestans.

Phytophthora Infestans (Mont) De Bary es el patdgeno que causa el tizon tardio o lancha en la
papa. El nombre de Phytophthora Infestans se deriva de dos voces griegas: Phyto = planta y

phthora = destructor, por lo que Phytophthora significa destructor de plantas (Henfling, 1980).

El tizon tardio de la papa (Solanum tuberosum L.,) causado por Phytophthora infestans (Mont.)
de Bary es la mas devastadora de las enfermedades de plantas reportadas en la historia de la
humanidad (Abad y Abad,1995). Esta presente en todas las area paperas del mundo y es la
enfermedad considerada como la mas importante del cultivo de papa, porque si los campos no
estan protegidos adecuadamente con aplicaciones planificadas de fungicidas y por otra parte,
las condiciones ambientales, son al mismo tiempo Optimas para el desarrollo del patdgeno, los

sembrios de papa pueden ser destruidos en 10 a 15 dias (Henfling, 1980).

Existen dos teorias que explican el centro de origen de P. infestans descritas a continuacion:

a) Meéxico, centro de origen. Reddick (1928) encontrd plantas de la especie de papa
Solanum antivoczil afectadas con lancha en una localidad situada 59 km de la ciudad de
México. Basandose en este hecho de que la enfermedad se encontraba en forma natural
en especies silvestres. Reddick en 1932, reporto que la enfermedad se encuentra en esa
area desde tiempos muy remotos y por lo tanto en 1939, postulé que el centro de origen
era México. Esta tesis es apoyada porque en México se encontré por primera vez la fase
sexual y porgue los grupos de apareamiento A1l y A2 se encuentran en proporcion de 1 a
1. La forma de luchar contra esta plaga ha consistido en la utilizacion conjunta de
fungicidas y de medios biologicos (utilizacion de variedades del tubérculo mas

resistentes). Pero a principios de los afios ochenta se comprobd que estaban aumentando



mucho en Europa las pérdidas agricolas relacionadas con P. infestans, al tiempo que se
descubrian nuevas cepas formadas por hongos de los dos tipos (Reddick,1939).

b) Los Andes del Peru. Abad et al, en 1995, argumentaron que la racha o tizon tardio estuvo
presente en los paises de la region andina, mucho antes de 1845.  Ellos refieren que la
enfermedad fue descrita en Perl, Bolivia y Colombia en manuscritos o informes
publicados en afios anteriores a 1845. Otras evidencias cientificas, como la resistencia
encontrada en variedades nativas y en especies silvestres de papa, resistencia en especies
silvestres de tomate; amplio rango de hospedantes entre los cuales se encuentran muchas
especies silvestres de papa infectadas naturalmente en su habitat, asi como también de
tomate y una diversidad de marcadores moleculares similares a los encontrados en las
poblaciones de EUA y Europa, son evidencias, para afirmar que el centro de origen de

Phytophthora infestans son los Andes del Peru.

2.1.1 Phytophthora infestans en el Ecuador.

En la Sierra Ecuatoriana se cultivan aproximadamente entre 55 000 y 60 000 ha, de papa
(Andrade y Oyarzun, 1999). Su principal limitante biotica en los rendimientos de papa es el
tizon tardio. (Crissman et al., 1998b; Programan Nacional de Raices y Tubérculos- Papa-
FORTIPAPA- INIAP, 1996; Uquillas et al., 1992).

El tizon tardio es sin duda la enfermedad que mas seriamente afecta al cultivo de papa en el
pais y, por consiguiente, la de mayor riesgo. ES por eso que tiene mayor peso en el costo de

proteccion (Oyarzdn et al., en Pumisacho y Sherwood, 2002).

La reproduccion sexual del patégeno hace posible la formacién de oosporas. Estas pueden
sobrevivir por varios afios e infectar la planta desde el suelo. Sin embargo, la forma mas
general de reproduccion del patdgeno es vegetativa. En otros paises del continente han
aparecido formas sexualmente compatibles. Aunque recientemente se han detectado formas
sexualmente compatibles del hongo en el Ecuador, hasta la fecha éstas parecen no tener
significacion epidemiolégica para la papa (Oyarzin et al., en Pumisacho y Sherwood, 2002).



La continua presencia de epidemias en distintos estadios de desarrollo genera una presion alta
y constante de “lancha” nombre con el que se conoce en Ecuador, por lo que el cultivo es
expuesto al indculo inmediatamente después de la emergencia. Como una forma de escape a
la enfermedad, un porcentaje de campesinos especialmente en el sur del callejon interandino,
hace coincidir su cultivo con la época seca por lo que su produccién es mas baja que el
promedio nacional ya que solo un 25% de los productores disponian de riego en 1993
(Oyarzln et al., 2001)

2.1.2 Distribucion Geografica.

P. infestans causa serias pérdidas de cosechas de papa por todo el mundo y es probablemente
el patdgeno mas importante de la papa y el tomate hoy en dia. Es un patégeno filamentoso que

causa el tizon tardio de papas y del tomate (Stephen, 1997).

Un acontecimiento bien conocido del tizon tardio en los cultivos de papa fue la causa del
hambre irlandesa en el 1840's que dio lugar a cerca de un millon muertes y la emigracion cerca
de 1,5 millones de personas de a otras partes del mundo, particularmente los Estados Unidos
incluso ahora, las pérdidas y los costes anuales del fungicida asciende alrededor a los $3 mil
millones a través del mundo. El tizén tardio de la papa es mas mortal cuando el ambiente esta
mojado y humedo, ya que favorece la difusion y la germinacion de las esporas el patogeno. El
apice apical, las flores, y los tallos jovenes son muy susceptibles. Las secciones grandes de la
planta se descomponen y las plantas mueren eventual (Niklaus, 2002).

El tizén tardio de la papa ha sido un problema por mas de 150 afios, y muchos acercamientos
se han desarrollado para controlarlo. Una téctica inicial es eliminar el patégeno del agro
ecosistema de papa y tomate. El segundo interés de la investigacion es utilizando los cultivos

que tienen resistencia durable al patdgeno (Niklaus, 2002).



2.1.3 Clasificaciéon Taxon6mica.

Dick (1995), sefiala la siguiente clasificacion:

REINO: Cromista

DIVISION: Herokonta

PHYLUM: Oomycota

CLASE: Heteromycotina

SUBCLASE: Saprolegniomycetidae

ORDEN: Pythiacea

GENERO:  Phytophthora

ESPECIE: infestans

N.C: Phytophthora infestans (Mont) de Bary.

2.1.4 Epidemiologia.

El desarrollo de la enfermedad ocurre en periodos himedos, después de lluvias abundantes,
con humedad relativa superior a 90% y con temperaturas promedio entre 15 y 20°C. En
condiciones favorables, los esporangios del agente causal son dispersados por el viento o las
zooporas son arrastradas por el agua de riego o por el salpicado producido por las gotas de
lluvia, para tomar contacto con nuevos tubérculos en el suelo, los que desarrollaran la
enfermedad en bodegas o en campos sembrados con tubérculos infectados. Cuando los
esporangios llegan a un campo de cultivo de papa, se posan y establecen en las hojas y/o en el
lugar de insercion de la hoja con el tallo. Generalmente la infeccidn en las hojas se produce
en el apice y en los bordes de los foliolos, donde casi siempre existe una pelicula de agua.
Dependiendo de la presion de indculo existente en una zona, los puntos de infeccion pueden
variar entre uno y veinte.  Una mafana lluviosa y una tarde de sol crean un ambiente

adecuado para el desarrollo de la lancha (Henfling, 1980).



2.1.5 Ciclo de la enfermedad.

Los esporangios solo se forman cuando la humedad relativa dentro del follaje es superior a
95% vy cuando la temperatura estd alrededor de 21°C. Para la produccion liberacion y
penetracién de zoosporas se requieren ocho horas de alta humedad y es necesario que exista
agua libre (rocio, lluvia) en la superficie de las hojas durante un minimo de dos horas.
Posteriormente se inicia el proceso de penetracion que puede ser directa 0 a través de los
estomas, el micelio coloniza el tejido inter e intra celularmente, luego emergen a través de los
estomas esporangioforos cargados de innumerables esporangios que son liberados con el
viento. Bajo condiciones ambientales favorables el hongo se mantiene vivo en tejidos
hospedantes a temperaturas entre 0 y 28°C (Anon, 2001).

El patdgeno sobrevive de una campafia a otra, por medio del micelio presente en los
tubérculos infectados que han siso eliminado y/o abandonados en el campo o que no fueron
cosechados por el agricultor porque el campo fue destruido por la enfermedad. EI micelio
presente en los tubérculos infectados bajo condiciones ambientales favorables, produce
esporangios, los cuales se diseminan por el aire o0 por la neblina a otros campos de papa en
desarrollo. Cuando se almacenan tubérculos infectados (aparentemente sanos) junto con
tubérculos cosechados en dias lluviosos, el patogeno inicia su desarrollo y produce
esporangios que pueden infectar los tejidos suculentos de los tubérculos sanos. Los
esporangios que se incrementan bajo estas condiciones son llevados por el aire y diseminados
hacia los campos de papa en desarrollo (Henfling, 1980).

Si el agricultor siembra tubérculos infectados (aparentemente sanos), el micelio del patégeno
que se encuentra en el interior de los tubérculos, paralelamente al crecimiento de las plantas,
invade el interior de los tallos. En este caso, aun cuando las condiciones ambientales no sean
favorables para el desarrollo del patdgeno, los sintomas se observan en algunas plantas dentro
de un campo de cultivo y se presentan solamente en uno o algunos tallos de una planta. El
patdgeno se incrementa en las plantas infectadas, luego invade plantas del mismo campo y
posteriormente, constituyen un foco de infeccién para otros campos de cultivo (Henfling,
1980).
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2.1.6 Sintomas.

La lancha afecta a las hojas, tallos y tubérculos de la planta de papa (Thurston y Schultz,
1981). Inicialmente la infeccion por P. infestans se manifiesta en pequefias manchas amarillas
o verde oscuras de forma irregular que se expanden rapidamente, formando grandes lesiones
necroticas de color café oscuro. Las infecciones al tallo son las mas graves porque pueden
acabar rapidamente con la planta. Es comudn observar un halo que va del amarillo al verde
claro alrededor de la zona necrotica de la lesion. Cuando hay suficiente humedad en el enveés
de la hoja ocurre un crecimiento fungoso blanco de esporangios y esporangioforos en los
limites de la lesion. En variedades muy susceptibles se desarrolla micelio y esporangios en
tejidos aparentemente sin sintomas. Las lesiones se desarrollan cerca de los bordes donde el
rocio se detiene y las manchas que antes eran amarillas o cafés se tornan amarillas o negras

con aspecto grasoso (Orr et al, 1997).

En el campo las plantas infectadas despiden un olor caracteristico muy similar al que provoca
la quema quimica o una helada, como resultado de la muerte répida y descomposicion
bacteriana del tejido. Para identificar al P. infestans es necesario confirmar la presencia de
esporangios a través de la observacion directa o luego de un periodo de incubacion del tejido

enfermo en camara himeda (Oyarzln et al., en Pumisacho y Sherwood, 2002).

En los paises andinos del sur el tizon cominmente afecta el tubérculo en el suelo, causando
una pudricion seca de color café obscuro. La infeccion de tubérculos no es usual en el
Ecuador, probablemente debido al alto contenido de aluminio en los suelos andisoles y la

practica de altos aporques (Oyarzln et al., en Pumisacho y Sherwood, 2002).
2.1.6.1 En el follaje.
Aparecen lesiones necréticas de color café con aspecto irregular las que comprometen

rapidamente los foliolos provocando un aspecto de quemado en la superficie. En condiciones

de alta humedad ambiental, aparece un halo blanquecino en el borde de la mancha que
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ocasionalmente toma una tonalidad purpura, especialmente en el envés de las hojas (Anon,
2001).

2.1.6.2 En tallo.

Las infecciones del tallo son las méas graves porque pueden acabar rapidamente con la planta.
Los tallos de papa afectados por tizon tardio se tornan fragiles y quebradizos, aparecen
manchas pardas que se van agrandando y que suelen rodearlo. Afecta a frutos inmaduros,
manifestandose como grandes manchas pardas de contorno irregular. Las infecciones suelen
producirse a partir del céliz, por lo que los sintomas cubren la mitad superior del fruto. La
dispersion se realiza por lluvias y vientos, riegos por aspersion, rocios y gotas de condensacion
(Stromberg A, 1995).

2.1.6.3 En los tubérculos.

En la parte externa de los tubérculos infectados se observan depresiones muy superficiales e
irregulares, de tamario variable y de consistencia dura. Al hacer un ligero raspado, debajo de
la piel afectada el tejido es de color café. En los tubérculos afectados que aparentemente se
muestran sanos al momento de almacenamiento, la enfermedad desarrolla lentamente y el
patogeno esporula, sin embargo, los tubérculos infectados pueden destruirse completamente.

Se desarrollan lesiones necroticas las que eventualmente pudren el tubérculo (Anon, 2001).

2.1.7 Control de la enfermedad.

El control de la lancha se realiza mediante un Manejo Integrado y éste es el uso adecuado de
todas las formas de control que se conoce (Anon, 2001).

El Manejo Integrado de Plagas y Enfermedades (MIP) es un método que involucra a todos los
procedimientos aceptables econémicos, ecoldgicos y toxicologicos, que permite mantener las
poblaciones de organismos nocivos, por debajo del umbral econémico, especialmente con
base en factores naturales, los cuales limitan la propagacion de dichos organismos (SESA-
MAG et al., 1996). Estos son:
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2.1.7.1 Control cultural.

La préactica cultural es la primera linea de defensa contra esta enfermedad. Hay varias

medidas definidas por Fry en 1978 a tomar como:

Usar semillas de tubérculos sanos.

Mantener cubiertos los tubérculos para protegerlos del contacto con las esporas del hongo.

Cosechar los tubéerculos maduros, cuando la piel ya no se desprende al frotarla.

- Iniciar la cosecha alrededor de 10 dias después que el follaje se ha secado naturalmente. El
tizon tardio no sobrevive en la vegetacion muerta y los tubérculos expuestos en la recoleccion
tienen menos probabilidades de ser infectados. Los tubérculos ya infectados tienen tiempo
para desarrollar la pudricion, facilitando su descarte.

- Cuando la infeccion sobrepasa el 5% de la cosecha no se debe guardar las papas, siendo
preferible consumirlas o procesarlas a la brevedad. Los tubérculos almacenados deben estar
Secos.

- Ninguna variedad cultivada es inmune al tizon tardio, pero algunas tienen resistencia parcial
gue permite controlar la enfermedad con un menor uso de fungicidas. Entre las variedades
medianamente resistente estan Cardinal, Ultimus, Romano y Yagana, y con mayor resistencia,
Desiree.

- Mantener el pH del suelo entre 5 y 5,3 mediante aplicaciones de azufre reduce el desarrollo
de esta enfermedad.

- Para el control cultural también se lleva a cabo lo que se denomina aporque, esta practica se
ejecuta manualmente o con el cultivador para arrimar tierra bajo la planta, esta a su ves
proporciona un mayor sostén a la planta y favorece la formacion de tubérculos, dentro del
suelo. Esta practica debe realizarse en forma oportuna antes de la floracidn para evitar dafios
al cultivo (Andrade, et al., 1991).

- Otra practica es el de wachu rozado que significa “camellon cortado”, y hoy en dia es
practicado por un 20% de agricultores de la provincia del Carchi y un menor porcentaje en
Bolivar. El wachu rozado consiste en construir un camellén de chambas cortadas y viradas.
De siete a quince dias se siembra la semilla de papa colocandola entre las chambas, donde la

semilla germina y las raices crecen dentro de una cobertura vegetal en estado de
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descomposicion. Es un sistema tradicionalmente manual, que conserva la cobertura del suelo,

previene la erosion y compactacion del suelo (Sherwood, 1998).

2.1.7.2 Control quimico.

Los fungicidas para el control del tizén tardio se dividen en dos grupos: protectantes o
preventivos conocidos también de contacto, y los sistémicos conocidos también como

curativos (Egan et al., 1995).

Los fungicidas sistémicos son todos los productos quimicos que al ser aplicados al follaje,
ingresan a los tejidos de la planta. Tienen un efecto residual largo de 10 a 15 dias y se
traslocan dentro de la planta. Los fungicidas sistémicos actlan sobre la esporulacién del
patogeno, el crecimiento miceliano, la germinacion de esporangios, la germinacion y
movilidad de zoosporas y la produccion de esporangios y oosporas. EIl fungicida sistemico
solo debe usarse hasta tres aplicaciones, luego se recomienda utilizar en forma alternada
fungicidas de contacto (Egan et al., 1995).

Los fungicidas de contacto son aquellos productos quimicos que acttan en la superficie de las
hojas (no ingresan al interior del tejido foliar), tienen efecto residual corto y para que sean
eficientes deben cubrir toda la superficie foliar y eso no siempre se consigue en el campo,
debido a una aplicacion deficiente, lavado por la lluvia del producto aplicado. Dependiendo
de las condiciones ambientales, las aplicaciones con estos productos pueden realizarse cada 3
a 7 dias. Actlan inhibiendo el crecimiento miceliano y germinacion de las zoosporas,
inhibiendo la movilidad de las zoosporas como antiesporulantes para reducir la diseminacion
(Egan et al., 1995).

2.1.7.2.1 Problematica del Control Quimico.

En los Andes, la produccion de papa constituye un esfuerzo riesgoso y de alto costo, que
requiere muchos dias de trabajo e insumos comprados. Las heladas, las sequias y la caida de

granizo constituyen riesgos climaticos incontrolables, mientras que algunas plagas y
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enfermedades si pueden ser controladas. Los insecticidas y fungicidas constituyen una parte
clave de la actual tecnologia de produccion de la papa. La lancha tardia (Phytophthora
infestans) es la enfermedad méas importante de la papa en el mundo y en el Ecuador. Por
cuanto no existe resistencia varietal efectiva contra esta enfermedad, los agricultores recurren
a los fungicidas para proteger el cultivo. Sin fungicidas, la mayoria de agricultores en el sitio
de estudio sufririan graves pérdidas en los cultivos (Crissman, et al., 1994).

La contaminacion del medio ambiente es un problema por la utilizacién de estos productos
guimicos que dejan unas substancias quimicas residuales que suelen ser toxicas.
Tras el uso prolongado de los productos quimicos se producen resistencias en las plagas las
cuales es dificil de eliminarlas con un producto quimico o con otros que tengan la misma

materia activa (Dannaker, et al., 1993).

2.1.7.3 Lancha y Control Biologico.

La utilizacion de microorganismos antagonistas es una alternativa para mejorar la nutricion y
resistencia de las plantas asi como disminuir la incidencia de enfermedades. La aplicacion de
antagonistas microbianos para el control bioldgico de fitopatdgenos ha sido catalogada como
un componente importante en el manejo integrado de las enfermedades de las plantas y como

una alternativa viable a los pesticidas quimicos (Falconi, 1997).

Una gran cantidad de microorganismos benéficos (parasitos, comensalistas, depredadores,
competidores y promotores de crecimiento) han sido identificados, multiplicados y formulados
para su uso comercial. Por ejemplo, existen al menos cinco productos comerciales basados en
Thrichodermas spp, al menos dos en Gliocladium spp, cuatro en Bacillus subtilis y una docena
en Pseudomonas fluorescens y P. siringae, ademas de preparados para Streptomyces
griseoviridis y Agrobacterium. No obstante su utilizacion para el manejo de enfermedades en
papa no ha sido explotada mayormente. Para el manejo de enfermedades presentes en el suelo,
el productor puede decidirse por dos tacticas: directamente, con la introduccion de algun
organismo benéfico, o indirectamente, modificando las condiciones del suelo a favor de los

organismos antagénicos naturales, por ejemplo mediante aplicaciones de enmiendas organicas.
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El problema central de los agentes biolégicos (no de sus derivados) es que, como todo
organismo Vvivo, necesitan de un ecosistema receptivo para realizar sus funciones. Por lo tanto,
Su uso requiere consideraciones especificas, tanto para el control de la enfermedad, como para
la sobre vivencia de la antagonista (Oyarzun et al., en Pumisacho y Sherwood, 2002).

En el Cuadro 1 se presenta varios antagonistas disponibles en el mercardo.

Cuadro 1. Relaciones entre antagonistas y patdégenos de papas y su probable mecanismo

de accion.
Enfermedad Organismo Especie antagonista Mecanismo de accion

Pseudomonas fluorescens Antibiosis

Sarna comdn S. scabies P. no-fluorescentes Antibiosis
Enterobacter agglomerans Antibiosis
Acinetobacter sp. Antibiosis

Rhizoctoniasis R. solani Verticillium bigutatum Hiperparasitismo
Thrichodermas sp. Hiperparasitismo
Gliocladium roseum Hiperparasitismo
G. viridens Hiperparasitismo
Rhizoctonia binucleata Competencia
Actinomyces sp. Competencia
Enterobacter Antibiosis
Bacillus subtilis Antibiosis

Pie negro Erwinia E. agglomerans

carotovora Acinetobacter spp.

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida

Fusarium rot

Fusarium spp.

Fusarium no-patégeno

Pseudomonas spp. flourecentes.

Competencia
Proteccion cruzada.
Promotoras de

Scytalidium spp

Bacillus subtilis IMP215
Pseudomonas putida AR33
Thrichoderma viride
Trichoderma harzianum
Fusarium oxysporum
MT0062

Streptomyces spp
Phytophtothora criptogea

crecimiento
Sclerotinia S. sclerotiorum | Coniothyrium minitans Hiperparasitismo
Lancha P. infestans Scytalidium spp Hiperparasitismo

Antibiosis
Antibiosis
Antibiosis
Antibiosis
Antibiosis

Induce resistencia en
planta (RSA)

RSA

RSA

Fuente: (Oyarzln et al., en Pumisacho y Sherwood, 2002).
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2.2 Pseudomonas.

Pseudomonas ssp. es un género de bacteria considerado, por la mayoria de investigadores,
como uno de los agentes de control biologico méas selectivos de enfermedades radiculares,
especialmente las dos especies de bacterias fluorescentes: Pseudomonas fluorescens y
Pseudomonas putida. Son bacterias facilmente aislables, crecen sin dificultad en condiciones
de laboratorio y son mutacionalmente versatiles, pueden ser caracterizados taxonomica mente
sin dificultad. Son organismos residentes del suelo especialmente de la rizosfera. Se conoce
ademas que son capaces de producir una variedad de antibidticos y sideréforos. Estas bacterias
son hasta el momento las mas promisorias para el control biolégico de enfermedades de las
plantas; varios aislados y metabolitos secundarios han empezado a ser patentados y
comercializados especialmente para uso en el control en la pudricion de las raices (Falconi,
1997).

2.2.1 Caracteristicas generales.

Los miembros del género Pseudomonas pertenecen a un gran grupo de bacilos gram negativos
aerobios, activamente moviles y no fermentadores. Las Pseudomonas son microorganismos
fuertes de crecimiento rapido que pueden persistir en ambientes marginales. Estos organismos
obtienen su energia de la oxidacion de azucares. Aun asi, muchas cepas pueden crecer en
forma anaerobia utilizando nitrato como un aceptor de electrones terminal. Las pseudomonas
tienen requerimientos nutricionales minimos ya que necesitan solo acetato y amoniaco como
fuentes de carbono y nitrogeno. Estas simples necesidades son cubiertas por un gran namero
de compuestos organicos, de modo que crecen en los medios simples, incluyendo el agar
nutritivo y los medios usados para las bacterias entéricas. El hecho de ser casi omnivoras las
convierte en candidatos populares para usos industriales y ambientales como la eliminacién

de desechos toxicos (Palleroni, 1984).

Pseudomonas fluorescens abarcan un grupo comun de saprofitos no patdgenos, que colonizan

ambientes superficiales de suelo, agua y plantas. Como su nombre mismo lo dice, produce un
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pigmento fluorescente soluble, verdoso que se presenta particularmente en condiciones de baja
disponibilidad de hierro (Compeau, et al., 1988).

2.2.2 Requerimientos nutricionales y condiciones fisicas para su

crecimiento.

Pseudomonas fluorescens tiene requerimientos nutricionales simples. En el laboratorio crecen
bien en medios con poca materia organica en solucion, en un pH neutral y a temperaturas entre
los 28 y 30°C. Muchas especies de Pseudomonas crecen en medios quimicamente definidos
sin la adicion de elementos para su crecimiento y pueden utilizar mas de 150 componentes
organicos diferentes como Unico recurso de carbon o energia, esta diversidad catabdlica las

hace extraordinarias y que su observacion sea mayor (Todar, 2004).

2.3 Antagonismo Bacteriano.

El uso de agroquimicos (pesticidas y fertilizantes) en agricultura contribuye a la acumulacion
de residuos toxicos en las cosechas y en el ambiente, con serias consecuencias para la salud
humana. La utilizacion de microorganismos antagonistas 0 enmiendas organicas es una
alternativa para mejorar la nutricion y resistencia de las plantas asi como disminuir la

incidencia de enfermedades (Falconi,1997).

La aplicacion de antagonistas microbianos para el control biologico de fitopatdgenos ha sido
catalogada como un componente importante en el manejo integrado de las enfermedades de
las plantas y como una alternativa viable a los pesticidas quimicos. Las bacterias
pertenecientes al género Pseudomonas han resultado ser las més estudiadas debido a que son
capaces de colonizar un amplio rango de cultivos y son antagonistas de varios patdégenos
(Falconi,1997).
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Pseudomonas fluorescens posee un comportamiento antagénico por ser de rapido crecimiento
y poco exigente de elementos nutricionales y ambientales y no es toxico para los seres

humanos.

Estas bacterias y las del género Bacillus son consideradas las mas eficaces para controlar
enfermedades foliares y de las raices. Estas bacterias se han evaluado para el control de
enfermedades fungosas, determinandose que las aplicaciones de Bacillus subtilis pre y post-
cosecha en aguacate tienen un efecto similar al de los fungicidas comerciales (Korsten et al.
1997).
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CAPITULO Il

PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiales, Procedimientos y Métodos.

3.1.1 Materiales.

a) Equipo de laboratorio.

- Incubadora

- Autoclave

- Mechero

- Microscopio

- Refrigeradora

- Cajas petri

- Asa bacteriolégica

- Portaobjetos

- Cémara de Neubauer
- Cubreobjetos

- Vasos de Precipitacion
- Pipetas

- Gotero

- Papel absorbente

- Papel Filtro

- Pléastico

b) Medio de cultivo y reactivos.

- Agar Centeno
- Agar- Agar



- Agua Destilada
- Alcohol
- Sucrosa

- Hojas de Papa variedad Gabriela

3.1.2 Procedimientos. Métodos de ensayo.

La metodologia usada siguié los procedimientos sefialados en el protocolo del Centro

Internacional de la Papa (Casten y Jimks, 1968).

a) Preparacion de Agar- Centeno (Rye B).

El Agar Centeno se prepara con 60 g de Centeno remojado en agua destilada por 36 horas. Si
se usa menos agua los granos parecen germinar mas rapido (24 — 30 h) mas o menos 100ml.
Se guarda el sobrenadante. Una vez remojado el centeno se lo licua por dos minutos y se lo
cocina durante tres horas a una temperatura de 50°C. Se lo filtra a través de 6 gasas,
desechando el sedimento. Combinar con el sobrenadante original y agregar 15 gramos de
agar y 20 gramos de azUcar y ajustar el volumen de 1 litro. Finalmente autoclavar por 15

minutos a 15 psi.

b) Cultivo de la bacteria (Ps. fluorescens cepa 1, cepa 2 y el patégeno (P. infestans).

Los cultivos se lo realizaron en medio Agar Centeno (Rye B) suplementado con sacarosa. El
patogeno se obtuvo del CIP, y su incubacion se lo hizo a una temperatura ambiente de 18°C y
para la bacteria a una temperatura de 36°C lo cual se realiz6 cada 15 dias para mantener y
reproducir el cultivo. Pseudomonas fluorescens fue proporcionada por el Ing. Jose Ochoa del
Laboratorio de Sanidad Vegetal del INIAP (Anexoly 2).
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c) Preparacion de la suspension de zoosporangios para la inoculacion.

Las cajas petri con el cultivo del patdégeno fueron lavadas con agua destilada y se para
remover el micelio. Mediante un nuevo tamizado se atraparon los esporangios, que fueron
lavados varias veces con agua. Los esporangios fueron recogidos del filtro en una pequefia
cantidad de agua destilada. La suspension obtenida fue incubada a 9°C por dos horas para

promover la liberacion de zoosporas.

d) Preparacion de la suspension de Pseudomonas fluorescens para la inoculacion.

La suspension de las bacterias se las realizo humedeciendo la caja petri con agua destilada y
raspandole con un porta objetos. Finalmente el raspado se lo filtr6 con la ayuda de agua
destilada, esta solucién se la diluyo hasta obtener una solucién final de 10® esporas/ml.

e) Pruebas de antagonismo.

- Antagonismo en hojas de papa.

Se realizo la prueba con los indculos del patogeno (P. infestans) y bacteria (P. fluorescens

cepa 1y cepa 2) descritos anteriormente.

- Realizacion de la Camara Humeda.
Para la realizacion de la cAmara humeda se uso cajas petri plasticas esterilizadas, a las cuales
se le colocO papel absorbente y humedeciéndole con agua destilada, se tapd con plastico

previamente desinfectado con alcohol. Una vez realizada la camara se procedio a la toma de

hojas para la realizacion de las pruebas.
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- Inoculacion en Hojas.

Se realizd tres tratamientos para los cuales se utilizaron hojas de papa obtenidas en la
provincia de Pichincha en el canton Rumifiahui de la variedad Gabriela con 42 y 56 dias de

desarrollo con un tamario aproximado de 40 mm x 30mm.

Las hojas de papa utilizadas son de una variedad susceptible a P. infestans lo que asegurd la

infeccion por el hongo.

Tratamiento 1 (t1). Hojas variedad Gabriela + Phytophthora infestans
Tratamiento 2 (t2). Hojas variedad Gabriela + Phytophthora infestans + Ps. fluorescens cepa 2

Tratamiento 3 (t3). Hojas variedad Gabriela + Phytophthora infestans + Ps. fluorescens cepa 1

Tratamiento 1. Inoculacion con patégeno (P. infestans). Para este tratamiento se cortaron
hojas de plantas de papa de la variedad Gabriela saludables con ningun signo de enfermedad o
estres, las mismas que fueron lavadas y secadas con papel absorbente. Las hojas se colocaron
en la cdmara himeda del lado abaxial y se inoculd con dos gotas con una suspension de 3x10°
- 5 x 10* zoosporangios/ml de P. infestans como se presenta en la Figura 1. Finalmente se
incubd a una temperatura de 16-21°C , con un ciclo de 14 horas de luz empezando el segundo

dia después de la inoculacion (Anexo 3y 4).

(Gota de suspension

Figura 1. Esquema de inoculacién del patégeno Phytophthora infestans en hojas de Papa
de la variedad Gabriela en la evaluacion del antagonismo de una bacteria
parasita al hongo que causa la lancha en hojas de Papa.
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1. Tratamiento 2. Inoculacion patégeno (P. infestans) — bacteria (Ps. fluorescens cepa 2,
testigo) Para este tratamiento se cortaron hojas de plantas de papa de la variedad Gabriela
saludables sin ningun signo de enfermedad o estrés, las mismas que fueron lavadas y
secadas con papel absorbente. Las hojas se colocaron en la cdmara humeda del lado
abaxial y se inocularon con dos gotas de la suspension del patégeno y dos gotas de la
suspension de la bacteria Pseudomonas fluorescens cepa 2
En un estudio realizado paralelamente a esta investigacion por el Ing. José Ochoa se

determind que la cepa 2 de Ps. fluorescens es antagonista de Phytophthora infestans.

2. Tratamiento 3. Inoculacion patdgeno (P. infestans) — bacteria (Ps. fluorescens cepa 1)
Para este tratamiento se cortaron hojas de plantas de papa de la variedad Gabriela
saludables sin ningun signo de enfermedad o estrés, las mismas que fueron lavadas y
secadas con papel absorbente. Las hojas se colocaron en la cdmara humeda del lado
abaxial y se inocularon con dos gotas de la suspension del patégeno y dos gotas de la

suspension de la bacteria Pseudomonas fluorescens cepa 1.

- Disefio experimental.

El ensayo se dispuso en un disefio completamente al azar (DCA), con 40 repeticiones. Cada
unidad experimental consistio en una caja petri.

- Andlisis estadistico.

- Analisis de la varianza.
Se realizé el analisis de variancia para la variable tasa de crecimiento de la lesion con
todos los datos del tratamiento. En el Cuadro 2 se muestra el esquema del analisis de la

varianza.
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FdeV Gl
Total 118
Tratamientos 2

Error 116

Cuadro 2. Esquema del andlisis de la varianza en la evaluacion del antagonismo de una
bacteria parasita al hongo que causa la lancha en hojas de Papa en la
evaluacion del antagonismo de una bacteria parasita al hongo que causa la

lancha en hojas de Papa.

- Analisis funcional.
Se realiz6 la prueba de Tukey al 5% para determinar la tasa de crecimiento de la lesiéon y

capacidad antagénica de la bacteria del género Pseudomonas fluorescens.

- Datos tomados y metodos de evaluacion.

Se midi6 a partir del tercer dia de inoculacién a lo largo y ancho de la lesion en mm hasta la

muerte total de las hojas.

- Célculo de la tasa de crecimiento.
La tasa de crecimiento de la lesién se calculdo mediante la formula:
tcl = Suma (Dia , — Dia 1)/ n-1.

- Calculo del area de lesion.
El area de lesion se calcul sacando un promedio en mm? a los 7 dias de medicién, en los tres

tratamientos.

25



3.1.3 Datos Experimentales.

Los datos de cada tratamiento se tomaron a partir del tercer dia de inoculacion, midiéndose
diariamente el &rea de lesion en mm? evaluando a lo ancho y largo de la lesién como se
muestra en la Figura 2 que presentaba cada hoja lo que permitio comparar entre cada

tratamiento.

Figura 2. Esquema de la medicion del crecimiento de la lesion en hojas de papa de la
variedad Gabriela en la evaluacién del antagonismo de una bacteria

parasita al hongo que causa la lancha en hojas de Papa.

En los Cuadro 3, 4, 5(a) y 5(b) se encuentran las medidas tomadas de cada hoja, el niUmero de

pruebas se encuentran en el eje y de la tabla y los dias en el eje x.
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Cuadro 3. Variacién en mm? del area de lesién por Phytophthora infestans en hojas de
variedad Gabriela, tomados por dia en la evaluacién del
antagonismo de una bacteria parasita al hongo que causa la lancha en
hojas de Papa.

papa de la

Tratamiento 1. Inoculacion con patogeno: Phytophthora infestans

D | A S

Num | dial dia2 dia3 dia4 dia5 diab dia7 dia8 dia9 dial0 diall dial2
1 100 108,5 109 110 110,5 5245 752 752 - - - -
2 8 18,5 24 24,5 25 35 75 155 301,5 540 - -
3 20 52,5 383 383,5 384 - - - - - - -
4 20 25 30 85 90 520 520 540 - - - -
5 2,7 8,5 16 16,5 17 125 237 252 521,5 - - -
6 20 25 30 35 40 45 100 103 502 - - -
7 20 25 50 105 110 325 750 800 965 - - -
8 20 45 90 95 100 636 901,5 - - - - -
9 20 25 30 95 100 304 452 452 - - - -
10 20 25 50 135 140 750 - - - - - -
11 10 10 10 25 30 30 48,5 48,5 98,5 - - -
12 10 10,7 10,9 25 30 153 329,5 329,5 600 600 660 960
13 30 70 70 270 280 280 737 737 - - - -
14 15 75 75 85 85 85 90 90 402 602 914 -
15 152 212,5 2125 - - - - - - - - -
16 20 20 20 25 30 35 40 40 90 - - -
17 10 10 10 60 65 70 403,5 403,5 700 700 900 -
18 5 5 5 20 80 102 243 243 300 1100 - -
19 0 30 80 80 150 180 190 200 225 645 703,5 720
20 0 3 13 55 171 - - - - - - -
21 5 15 30,05 78 98,05 440,12 - - - - - -
22 1 20,05 32,17 53 210,12 255,77 285 398 525 649,6 737,58
23 2 19,05 39,12 60,27 250 295,65 321 480 - - -
24 7 10 35 47,12 67,17 276 321,65 341 410 697,56 820,56 -
25 10 25 40,05 52,17 78 366,76 498,34 - - - - -
26 0 20,05 47 67,05 250 295,65 310 380 427,8 1057,8 -
27 1 19,05 44,4 66 246 291,65 336,89 - - - -
28 3 21,05 33,17 53,22 198 243,21 321,53 420 707,56 - -
29 9 15 60 112,12 132,17 378,8 649 - - - - -
30 8 12 27,05 39,17 59,22 198 243,65 250 370 480,6 603,6 905
31 4 10 30 42,12 72 234,46 280,11 300 410,1 697,66 952 -
32 25 39 56,6 98,15 118,2 489,8 - - - - - -
33 100 125 140,05 200 219,8 - - - - - - -
34 25 35 50,05 62,17 82,22 267 312,65 340,67 575,23 - - -
35 4 10 25,05 45,76 65,81 145,56 191,21 213 250 537,56 660,56 -
36 60 80 100 200 220,05 - - - - - - -
37 6 10 25,05 55 76,2 234,56 280,21 300 452,2 - - -
38 12 16 31,05 43,17 63,22 234,78 383,2 461,52 - - - -
39 1 3 22 69 90 305,67 660 - - - - -
40 1 3 18,05 30,17 50,22 198,56 24421 270 320 400 652 739,98

27




Cuadro 4. Variacion en mm? del area de lesion por Phytophthora infestans y
Pseudomonas fluorescens cepa 2 (testigo) en hojas de papa de la variedad
Gabriela, tomados por dia en la evaluacion del antagonismo de una bacteria
parasita al hongo que causa la lancha en hojas de Papa.

Tratamiento 2. Inoculacién con Phytophthora infestans y Psedomonas fluorescens cepa 2 (testigo).

num | dial | dia2 dia3 diad diab dia6 dia7 dia8 dia9 | dial0 | diall | dial2
1 200 | 200,2 - - - - - - - - - -
2 250 | 250,2 - - - - - - - - - -
3 83 83,2 - - - - - - - - - -
4 20 40 160 252 | 365,25 | 365,3 - - - - - -
5 53 53,2 - - - - - - - - - -
6 2 4 29 70 70,1 | 70,15 | 1725 | 177,5 | 490 | 490,05 | 490,1 -
7 - - - - - - - - - - - -
8 - - - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - - -
10 2 4 200,25 - - - - - - - - -
11 10 13 18 23 28 38 48 500,2 | 720,65 -
12 20 25 30 35 40 50 200,4 | 200,5 | 450,5 | 600,65 | 900,7 -
13 3 13,5 50,2 | 50,25 | 50,3 54,4 54,5 175 - - - -
14 | 15,3 | 15,35 | 15,4 | 15,45 90 100 115 240,5 - - - -
15 2 2,5 2,55 2,6 2,65 3 130,4 | 537,5 900 960 | 960,65 -
16 60 70 120 125 270 500 650,4 700 - - - -
17 20 70 120 170 176 240,1 285 626 - - - -
18 10 15 20 25 600,35 | 600,4 | 626,5 960 - - -
19 14 26,5 27 27,5 30 30 44 - 350 |640,65| 700 | 900,2
20 14 26,5 27 27,5 30 31 32 - - - - -
21 15 18 24,8 24,8 120 343 350 765 891 1024 - -
22 | 300 | 3225 - - - - - - - - - -
23 | 200 | 235 | 237,7 - - - - - - - - -
24 | 135 | 135,56 - - - - - - - - - -
25 60 71 145 166,1 234 412 420 568,3 654 875 1089 | 1100
26 | 112 145 245 - - - - - - - - -
27 | 142 | 142,44 - - - - - - - - - -
28 28 29 38,67 | 38,67 45 123 130 234 345 735 - -
29 8 8,1 90 - - - - - - - - -
30 (41,3 | 41,4 |180,45 - - - - - - - - -
31 - - - - - - - - - - - -
32 [ 76,4 | 76,5 123 123 359,2 | 549,2 560 789 864 1078 | 1078 -
33 40 41 112,34 - - - - - - - - -
34 - - - - - - - - - - - -
35 40 46,6 | 68,12 - - - - - - - - -
36 - - - - - - - - - - - -
37 45 45,1 236 - - - - - - - - -
38 25 | 26,87 | 145,88 - - - - - - - - -
39 40 42 101,3 | 145,3 | 456 513 | 520,43 - - - - -
40 43 43,4 199 - - - - - - - - -
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Cuadro 5(a). Variacién en mm? de area de lesion por Phytophthora infestans y
Pseudomonas fluorescens cepa 1 (parasita) en hojas de papa de la
variedad Gabriela, tomados por dia en la evaluacion del antagonismo de
una bacteria parasita al hongo que causa la lancha en hojas de Papa.

Tratamiento 3. Inoculacién con Phytophthora infestans y Psedomonas fluorescens cepa 1(parésita).

D | A s |
Num | Dial | dia2 dia3 dia4 diab diab dia7 dia8 dia9 | dial0
1 0 10 20 20,4 35 45 150,6 | 198,7 665
2 10 20,1 30 40 10,5 20,5 22,1 60,1 70 70,1
3 10 20 50 50,1 70 90 90,1 | 2252 230 327
4 1291 | 29,2 90,3 | 162,4 300 310 335,6 480 - -
5 251 | 251,1 525 600 - - - - - -
6 10 20,1 253 268 480 490 - - - -
7 20 20,1 40 80 100 110 120 126 134 135
8 30 40,1 37,3 61 500 510 460 660 - -
9 454 | 4541 826 - - - - - - -
10 10 20 50,3 | 100,4 | 4715 | 481,55 - - - -
11 10 6 6,1 6,2 66,25 | 125,3 | 125,4 670 - -
12 10 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 120 120 121
13 0 10 20 30 40 90 90,1 100 102 103
14 | 100 101 | 600,25 | 600,35 - - - - - -
15 30 30,5 31 32 32,3 35 35,1 55 85 125
16 10 20 50 50,1 70 90 90,1 | 225,2 326 327
17 | 100 170 170,1 | 170,2 210 | 484,35 |484,45| 645 - -
18 | 500 - - - - - - - - -
19 20 50 50,1 50,2 50,2 | 100,2 | 100,3 351 650 -
20 0 100 200 200,1 300 450,3 | 450,4 | 460,05 - -
21 (91,1 | 100 690 | 713,45|813,65| 204 310 - - -
22 50 60 63 63,1 79 79,1 79,2 89,3 99,4 50
23 | 178 177 | 544,13 | 567,58 - - - - - -
24 10 20 90 90,1 | 190,3 294 - - - -
25 30 40 110 1441 | 2443 245 265 275,1 412 538
26 | 100 111 135 | 158,45 | 514 - - - - -
27 40 50 70 93,45 | 193,65 | 220 280 320 - -
28 12 22 30 40 140,2 | 220,7 260 789 - -
29 | 167 190 - - - - - - - -
30 34 44 130 | 153,45 | 253,65 | 256 269 279,1 679 720
31 14 24 70 70,1 | 105,1 | 105,1 107 117,1 | 127,2 145
32 | 260 280 | 525,34 | 548,79 | 661 - - - - -
33 10 11 13 36,45 | 136,65 | 144 160 170,1 312 360
34 43 43,1 80 103,45 | 451 513 7111 | 721,2 - -
35 | 345 396 | 641,34 | 664,79 - - - - - -
36 40 50 60 80 100 101,1 | 101,3 | 111,4 | 412 431
37 60 70 50 50,1 59 70 70,1 80,2 242 290
38 14 14,1 45 68,45 324 324 334 344,1 766 -
39 10 11 35,1 | 58,55 | 158,75 | 223 246 590 - -
40 10 11 37 60,45 | 160,65 | 193 205 215,1 | 594,6 622
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Cuadro 5(b). Variacién en mm? de area de lesion por Phytophthora infestans y
Pseudomonas fluorescens cepa 1 (parasita) en hojas de papa de la
variedad Gabriela, tomados por dia en la evaluacion del antagonismo de
una bacteria parasita al hongo que causa la lancha en hojas de Papa.

D I A S

Num | diall | dial?2 | dial3 | dial4 | dial5 | dial6 | dial7 | dial8 | dial9
1 - - - - - - - - -
2 70,2 105 164 | 164,1 | 290 465 600 720 1060
3 327,1 600 650 660
4 - - - - - - - - -
5 - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - -
7 135,1 | 135,7 138 139 200 225 300 454 554
8 - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - -
11 - - - - - - - - -
12 | 200,3 | 500,3 | 600 - - - - - -
13 | 103,6 | 540,1 - - - - - - -
14 - - - - - - - - -
15 200 540 - - - - - - -
16 | 327,1 600 650 700 - - - - -
17 - - - - - - - - -
18 - - - - - - - - -
19 - - - - - - - - -
20 - - - - - - - - -
21 - - - - - - - - -
22 59 110 201 | 201,12 | 301 411 813 914 1004
23 - - - - - - - - -
24 - - - - - - - - -
25 540 653 - - - - - - -
26 - - - - - - - - -
27 - - - - - - - - -
28 - - - - - - - - -
29 - - - - - - - - -
30 750 - - - - - - - -
31 150 246 290 333 380 380 414 614 | 700,1
32 - - - - - - - - -
33 429 450 501 - - - - - -
34 - - - - - - - - -
35 - - - - - - - - -
36 490 513 - - - - - - -
37 350 431 450 578 - - - - -
38 - - - - - - - - -
39 - - - - - - - - -
40 | 641,2 - - - - - - - -
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3.1.4 Célculos, Resultados y Discusion.
En el Cuadro 6 se realiz6 el promedio del 4rea de lesién en mm? a los 7 dfas de lectura.

Cuadro 6. Promedio del Area de lesion en mm? a los 7 dias de medicién en los tres
tratamientos en hojas de papa de la variedad Gabriela en la evaluacion del
antagonismo de una bacteria parasita al hongo que causa la lancha en
hojas de Papa.

Dias
Tratamientos 7
Phytophthora infestans 272,30
P. infestans y Ps.fluorescens cepa 2 (testigo) 97,80
P. infestans y Ps. fluorescens cepa 1 (parasita) 160,54

Area de lesién a los 7 dias

Area de lesion mm2

Phytophthora P. infestans y P. infestans y Ps.
infestans Ps.fluorescens cepa  fluorescens cepa
2 (testigo) 1(parésita)

Figura 3. Area de lesion en mm? a los 7 dias de medicién en cada tratamiento, en hojas
de papa de variedad Gabriela en la evaluacion del antagonismo de una

bacteria parésita al hongo que causa la lancha en hojas de Papa.
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En la Figura 3 se observa el area de lesion por cada tratamiento (datos tomados del Cuadro 6).
Se puede observar que el tratamiento Ps. fluorescens cepa 2 (testigo) frente a P. infestans
obtiene una lesidbn menor comparado al tratamiento 3 realizado con la cepa 1 de Ps.

fluorescens parasita a P. infestans.

Comparando los tres tratamientos el tratamiento 1 (Phytophthora infestans) se observa que la
lesion producida es mayor a los tratamientos en los que se aplicd la cepa de bacterias del

genero Pseudomonas fluorescens.

Para el analisis de la varianza y la prueba de tuckey al 5% debido a la alta variabilidad se
resolvio depurar la informacion, detectando primero datos fuera de rango, excluyéndolos de

las operaciones. Se consiguio asi reducir la variabilidad.

Cuadro 7. Analisis de variancia para la variable tasa de crecimiento de la lesion de los
tres tratamientos en la evaluacién del antagonismo de una bacteria parasita
al hongo que causa la lancha en hojas de Papa.

Fuente de variacion |Grados de libertad |[Cuadrados medios |F calculada |Significancia
Total 118

Tratamientos 2 16040.04 1153 **

Error 114 1391.22

C. V. 38.38

Promedio 97.14

Los resultados de los célculos estadisticos determinaron una alta significacion para los
tratamientos, esto se refiere a que los tratamientos tuvieron diferentes comportamientos entre

ellos, debido a su diferencia en su actividad y por su cepa.

El promedio general para la tasa de crecimiento de la lesién es de 97.14 mm con un

coeficiente de variacion 38.38%.

Las pruebas de Tukey al 5% para los tratamientos realizados constan en el Cuadro 8, donde se
puede observar dos rangos de significanciaay b.
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El primer rango lo ocupd el tratamiento 2 (Ps. fluorescens cepa 2 (testigo) + P. infestans),
seguido por el tratamiento 3 (Ps. fluorescens cepa 1 + P. infestans) y el tratamiento 1 (P.

infestans) que ocuparon el mismo rango de significancia.

El tratamiento 3 (Ps. fluorescens cepa 1 + P. infestans) al encontrarse en diferente rango de
significancia al tratamiento 2 (Ps. fluorescens cepa 2 testigo + P. infestans), quiere decir que la
tasa de crecimiento es diferente en los dos tratamientos, por lo que la cepa 1 de Pseudomonas

fluorescens no presentd capacidad antagonica eficiente frente a Phytophthora infestans.

El tratamiento 1 (P. infestans) con el tratamiento 3 (Ps. fluorescens cepa 1 + P. infestans), por
encontrarse en el mismo rango significa que la tasa de crecimiento es igual en ambos casos,

por lo que la accion de Ps. fluorescens cepa 1 no es eficiente.

Cuadro 8. Prueba de Tukey al 5% y rangos de significacion para los promedios de tasa
de crecimientos de la lesion de los tres tratamientos en la evaluacion del
antagonismo de una bacteria parasita al hongo que causa la lancha en
hojas de Papa.

Tratamientos Tasa de crecimiento Rango de significancia
P.infestans + Ps. fluorescens cepa 2(t2) 80.41 a
Phytophthora infestans (t1) 113.55 B
P. infestans + Ps. fluorescens cepa 1(t3) 118.71 B

Se han realizado estudios como el de Benalcazar (1998) en su tesis “Utilizacion de bacterias y
hongos de la fildsfera como control bioldgico de la lancha de la papa (P. infestans)” donde se
ha reportado resultados promisorios para Ps. fluorescens como antagonista de P. infestans.

Pérez y de la Vega en su tesis “Seleccion, dosificacion y tolerancia a fungicidas Pseudomonas
fluorescens en el manejo integrado de Phytophthora infestans en el cultivo de papa”
reportaron que: De cuatro cepas de Pseudomonas fluorescens utilizadas dos (1 y 2) de ellas
determinaron la formacion de lesiones mas pequefias, por lo que se las considerd6 mas

eficientes en el control de Phytophthora infestans. Mientras que la cepa 3 permitié un mayor
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grado de infeccion desde el inicio, y la cepa 4 manifestd un incremento de la severidad de la

enfermedad a partir del tercer dia, respectivamente.

En esta tesis se determind que la cepa Pseudomonas fluorescens evaluada no mostré potencial

bioldgico de control de la lancha.
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CAPITULO IV.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusion.

e En los andlisis realizados el area de lesion a los siete dias de medicion y en el analisis
de Tukey al 5% se pudo concluir que en la prueba de antagonismo en hojas de papa
con las dos cepas de Pseudomonas fluorescens la cepa 2 (testigo) tiene una mayor
inhibicién del crecimiento del hongo comparado con la cepa 1 (paréasita), debido a que
su tasa de crecimiento es menor, por lo que la cepa 1 no presenta capacidad antagonica

eficiente de Phytophthora infestans.

4.2 Recomendaciones.

La cepa Ps. fluorescens aislada como parasita no puede ser usada como controlador
biolégico de P. infestans.

e Por la susceptibilidad presentada por las hojas de papa de la variedad Gabriela a
Phytophthora infestans se recomienda hacer méas pruebas con diferentes variedades

de papa.

e Realizar estudios con otras metodologias para establecer cual es la mas eficiente y

la de mejor resultado, para un posterior estudio a nivel de invernaderos y cultivos.

o Establecer el tiempo de supervivencia de la bacteria en los cultivos de papa.

e Mantener los cultivos (hongo y bacteria), sembrandolos cada 15 dias, ya que

pueden morir en estado de latencia.
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e Se recomienda utilizar Agar Centeno con 60 g mas de grano ya que en el
laboratorio se demostrd un rapido y mayor crecimiento tanto del hongo como la

bacteria.
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PARTE COMPLEMENTARIA

Glosario.

Ambiente. Combinacion de todos los seres y los factores externos al individuo o la poblacion

que se considere.

Antagoénico. Que denota o implica antagonismo.

Antagonismo. Efecto opuesto. Oposicion, rivalidad. En microorganismos se debe a la

formacion por algunos de ellos.

Antagonista. Dicese de los que dejan inmovil una parte por su accion combianada.

Combatiente, contrario.

Bacteria. Microorganismo unicelular perteneciente al reino de los procariotes. Por lo general

se trata de organismos descomponedores; pero algunos son parasitos o autétropos.

Contaminacidn. Introduccion en el aire, el agua o el suelo de sustancias o calor indeseable.
Pueden ser cantidades excesivas de una sustancia natural, como el fosfato, 0 muy pequefias de

un compuesto sintético como la dioxina, que es muy toxica.

Control Biologico. Manejo de las poblaciones de las plagas introduciendo organismos

depredadores, parasitos o patdgenos.

Control Cultural. Cambio en las practicas de siembra, cosecha, almacenamiento, manejo o
eliminacién de los residuos que reduce la susceptibilidad o la exposicion a las plagas. Por
ejemplo, rociar la casa con insecticida para acabar con los mosquitos es un control quimico;

poner pantallas en las ventanas para impedir que entren es control cultural.
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Electrén. Particula subatomica de carga negativa que se localiza a cierta distancia del ndcleo.

Epidermis. Capa externa de células que cubre el cuerpo de plantas y animales, con la

proteccion como funcion principal.

Espora. Célula reproductiva que da origen a un individuo en plantas, algas, hongos y ciertos

protozoos.

Esporangio. Envoltura de esporas, presente en plantas y ciertos protistas y hongos.

Hifa. Uno de los filamentos que componen el micelio de un hongo.

Hongo. Organismo eucariote complejo que obtiene nutrimentos por asimilacion; muchos

hongos son descomponedores, y unos cuantos parasitos.

In Vitro. Que ocurre fuera del organismo vivo (su significado literal es “en vidrio)

In Vivo. Que ocurre en un organismo con vida

Manejo Integrado de las plagas. Dos 0 mas metodos de control de plagas que se coordinan
en un programa general destinado a evitar las pérdidas economicas. EI objetivo es reducir al
minimo el uso de sustancias sintéticas peligrosas para el ambiente, dejandolas como altimo

recurso.

Micelio. Cuerpo Vegetativo de hongos y ciertos protistas, consistente en una red ramificante
de hifas.

Mutualismo. Relacién en que dos organismos de diferentes especies derivan beneficios de

estar juntos; con frecuencia, no pueden vivir separados.
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Nutrimentos. Sustancias quimicas de los alimentos que el cuerpo utiliza como componentes

para la sintesis de materiales necesarios y como fuente de energia.

Oxidacion. Pérdida de electrones o, en quimica organica, perdida de atomos hidrogeno de un

compuesto.

Parasitismo. Relacion de vida estrecha entre organismos de dos diferentes especies, en que

uno se beneficia y el otro resulta dafiado.

Parasito. Organismo que obtiene nutrimentos de los tejidos vivos de otro organismo

(huésped).

Patdgeno. Organismo que causa enfermedades.

Suspension. Dicese de los materiales que en el agua se mantienen “a flote” s6lo por la

agitacion y que se asientan si el agua se mantiene quieta.

Taxonomia. Ciencia de denominar, describir y clasificar a los organismos vivos.

Tubérculo. Raiz subterranea engrosada y adaptada para el almacenamiento de alimentos,

presente en platas como la papa blanca.

Zoospora. Espora flagelada movil, producida asexualmente.

Fuente: (Ville, 1996)
(Nebel,1999)
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ANEeXxos.

Anexo 1. Cultivo de las bacterias Pseudomonas fluorescens cepa 1 (parésita) y cepa 2
(testigo). Fotos tomadas en el laboratorio de la Universidad Internacional
Sek.

Pseudomonas fluorescens cepa 2 (testigo).
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Anexo 2.

Cultivo del patégeno Phytophthora infestans. Fotos
laboratorio de la Universidad Internacional Sek.

Phytophthora infestans Mont de Bary.

tomadas

en
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Anexo 3. Incubacién de las hojas de papa de la variedad Gabriela inoculadas con
Phytophthora infestans, presentando lesion. Fotos tomadas en el laboratorio
de la Universidad Internacional Sek.

Incubadora con hojas de papa de la variedad Gabriela.
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Anexo 4. Hojas de papa de la variedad Gabriela inoculadas con Phytophthora infestans,
presentando lesion. Fotos tomadas en el laboratorio de la Universidad
Internacional Sek.

Lesion por

Lesion por !
P. infestans

P. infestans

Lesion por
P. infestans

Lesion producida por Phytophthora infestans.
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