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RESUMEN

Las enfermedades de las plantas son importantes porque causan dafios econémicamente
significativos en la produccion de alimentos, que pueden llevar a pérdidas parciales o totales de los
cultivos. Si bien la aplicacién de fertilizantes y pesticidas aumentaron los rendimientos, el equilibrio
ambiental se ha visto comprometido, Hoy en dia existe una creciente tendencia a la preservacion
del medio ambiente y el "control ecoldégico" ha tomado mas fuerza. De esta manera el presente
trabajo busca una alternativa para el control de la "costra negra" de la papa causada por el hongo
Rhizoctonia solani, utilizando microorganismos como los hongos que produzcan compuestos con
actividad biolégica inhibitoria sobre este hongo fitopatégeno.

La presente investigacion se realizé en dos partes, la primera consistio en la realizacién de
ensayos in vitro, llevandose a cabo en el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB) y
la segunda consistié en los ensayos in vivo, realizada en los campos de cultivo de papa del Centro
de Investigaciones Nucleares (CIN) de la localidad de Viacha del departamento de La Paz.

Se evaludé la actividad biolégica inhibitoria in vitro de filtrados de cultivo de 20 hongos
pertenecientes al cepario del IIFB y 8 hongos aislados de tierra del CIN sobre Rhizoctonia solani,
por el método de difusién y dilucion. Para la obtencién de los filtrados se cultivd a los hongos en
estudio en diferentes medios de cultivo liquidos como el Caldo Papa Dextrosa, Caldo Saboraud,
Caldo Glucosado de Saboraud, Caldo Miel de Abeja, Caldo Harina de Maiz, Caldo Czapek, Caldo
Arroz y Caldo Zanahoria - Papa en condiciones estacionarias y de agitacion a 150 r.p.m. a 28°C de
temperatura. Se seleccion6 el hongo: Aspergillus sp. (Codigo 3V) por poseer las siguientes
ventajas: es mas activo contra R. solani, es mas facil y econémica la obtencion del filtrado de su
cultivo es proveniente de la localidad de Viacha, y no mostré patogenicidad en la planta de papa ni
en el tubérculo, por lo tanto el filtrado de su cultivo fue utilizado en la realizacion de las pruebas de
campo en las parcelas de cultivo de papa, en las cuales se aplicé periddicamente el filtrado, un
testigo sin tratar y un testigo con tratamiento quimico. Las plantas sin tratar produjeron un 71 % de
tubérculos afectados por R. solani, las plantas que recibieron tratamiento con fungicidas quimicos
sistémicos y de contacto produjeron un 28% de tubérculos afectados y las plantas que recibieron
tratamiento con el filtrado de cultivo aplicado cada 15 y cada 30 dias produjeron un 36% y un 46%
de tubérculos afectados por la enfermedad respectivamente, no existiendo una diferencia
estadisticamente significativa entre el efecto que produjo el tratamiento con los controladores
quimicos vy el filtrado de cultivo aplicado cada 15 dias, sin embargo hubo diferencia significativa
entre el efecto que produjo el tratamiento con los controladores quimicos y el filtrado de cultivo
aplicado cada 30 dias. El tratamiento con el filtrado de cultivo de Aspergillus sp. (Cddigo 3V)
constituye una alternativa de tratamiento natural para el control de la "costra negra" de la papa
causada por R. solani, debiéndose probar otras modalidades de aplicacién del filtrado de cultivo

y/o su combinacion con un controlador quimico, para reducir la dosis de éste ultimo.
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Evaluacion de la actividad biologica inhibitoria de hongos de tievra sobre R. solani in vitro y en parcelas de cultivo de papa

1. INTRODUCCION

Bolivia esta entre los paises con mayor biodiversidad del planeta, es un pais que goza de
clima variado, por ello su vegetaciéon ofrece una inmensa variedad de grupos fitolégicos, en este
contexto la agricultura tradicional y de exportacion es de vital importancia en la economia del pais.
Actualmente enfrentamos el desafio de la exportacion de productos naturales, donde el mercado
internacional exige productos de alta calidad y verdaderamente competitivos.

La eficiencia en la produccién reclama un manejo racional, sostenible y econémico de las
enfermedades que afectan a los cultivos. Por ello las Instituciones dedicadas a la investigacion
deben dirigir sus esfuerzos a la generacion, evaluaciéon e implementacion de practicas culturales
que permitan un incremento en los rendimientos con una utilizacién minima de plaguicidas de
origen quimico.

Bolivia produce en promedio anualmente 693656 TM (afio 2000) de papa, principalmente
en los departamentos de La Paz (cuenca del altiplano), Oruro (altiplano sur), Potosi (norte de
Potosi), Cochabamba (provincias Bolivia y Tapacari), constituyéndose este producto en un
alimento de consumo masivo por parte de la poblacioén boliviana.

Las enfermedades de las plantas son importantes para el hombre porque ellas causan
dafios econémicamente significativos en la produccién de alimentos. El tipo y cantidad de pérdidas
causadas por las enfermedades varian con planta o su cosecha, el patégeno, la localidad, el medio
ambiente, las medidas de control aplicadas o la combinacion de estos factores que pueden llevar a
pérdidas parciales o totales de la produccion.

La expansion y crecimiento de la poblacion demanda mas alimentos y por lo tanto una
mayor cantidad de tierras destinadas a cultivos de interés econdmico. Si bien es cierto que la
aplicacion de fertilizantes y pesticidas han aumentado los rendimientos en el campo, el equilibrio
ambiental se ha quebrado.

Los cultivos siguen siendo dafiados por malezas, insectos y patdégenos, generando
pérdidas que se estiman en 13 — 20% de la producciéon mundial. En paises desarrollados las
pérdidas por pestes son de aproximadamente 25% en tanto que en paises subdesarrollados éstas
llegan al 40%.

Tradicionalmente para controlar enfermedades se han utilizado practicas agricolas
sanitarias ademas de agentes quimicos. No obstante la agricultura moderna se ha vuelto cada vez

mas dependiente de los pesticidas quimicos para evitar pérdidas econémicas. Esto ha significado
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problemas de contaminacién ambiental, alteracion de la ecologia y problemas de residuos
en la cadena alimenticia.

Hoy en dia existe una creciente tendencia a preservar el medio ambiente y control
ecoldgico ha tomado cada vez mas fuerza y el desarrollo de nuevos productos ha obligado a la
comunidad cientifica a buscar alternativas como la busqueda de compuestos menos téxicos y de
mayor rapidez de degradacion.

Una alternativa que tuvo sus inicios alrededor de 1920 es el “control bioldgico”, utilizando
microorganismos que puedan controlar patégenos en cultivos de interés econémico.

Dentro de los factores que limitan la produccion de papa, las enfermedades juegan un
papel muy importante. En algunos casos, hace necesaria la aplicacion de fungicidas para obtener
una buena produccién. En otros casos, como lo son las enfermedades del suelo, como la “maya”,
el pie negro, la sarna y la rofia, las medidas a tomar son basicamente preventivas como por
ejemplo, la utilizaciéon de semilla producida en campos libres de la enfermedad y la siembra en
terrenos que no hayan presentado sintomas de la enfermedad a prevenir.

Las enfermedades que revisten mayor importancia econdmica en la produccion de papa
son las enfermedades fungosas del suelo producidas por Rhizoctonia solani, este hongo afecta a
la mayoria de los cultivos y esta presente en todas las areas productoras de papa, favoreciéndose
mas su desarrollo en los suelos himedos y frios esta enfermedad es denominada “costra negra de
la papa”, que se caracteriza por la presencia de esclerocios en la superficie de los tubérculos
afectados y cancro en el tallo (por las lesiones necroéticas en los tallos), es una enfermedad que
esta presente en todas las zonas productoras de papa del mundo (Frank, 1981).

La enfermedad afecta la calidad culinaria y sanitaria de los tubérculos y desarrolla cuando las
condiciones ambientales son favorables, constituyéndose en un serio problema y su control con
fungicidas quimicos es dificil.

En nuestro pais en general se combaten a los hongos fitopatdgenos utilizando productos
agroquimicos sintéticos, a veces en cantidad desmesurada, que conduce a una acumulacion de
residuos quimicos en plantas, tierra y agua hasta alcanzar niveles toxicos para la salud humana y
animal.

Ademas los pesticidas no permiten un control efectivo de muchas enfermedades
producidas por fitopatégenos del suelo como es el caso de R. solani.

La utilizacion de microorganismos antagonistas o enmiendas organicas es una alternativa para
mejorar la nutricion y resistencia de las plantas asi como disminuir la incidencia de las

enfermedades.
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Muchos hongos compiten exitosamente como antagonistas o parasitos y el hombre ha empleado este

conocimiento para el control de algunos fitopatégenos. Desde la década de 1950, los fitopatélogos han

comprendido la potencialidad de los hongos para el biocontrol de enfermedades de las plantas, tanto
solas como en combinacion con los fungicidas. Muchas investigaciones han pasado desde una
etapa experimental a una aplicacion comercial en la ultima década (FAO, 1986). Este tipo de
control que utiliza microorganismos antagonistas constituye un método mas de control de
enfermedades en plantas. Dentro de los microorganismos que se utilizan actualmente para el
control biolégico, destacan las especies de hongos del género Trichoderma (ejemplo: T. harzianum
y T. viride) para el control de varias enfermedades causadas por fitopatégenos, su modo de accién
consiste en consumir nutrientes disponibles y secretados por los tejidos de la planta, ejerce una
accion de competencia por nutrientes y espacio.

Knight et al. (1977) indica que en la década de los sesenta, se presentaron ya algunos
casos de resistencia de patégenos a fungicidas. En 1988 Eckert identifico mas de sesenta géneros
de hongos que habian presentado resistencia a mas de doce grupos de fungicidas entre los cuales
figuran: Benzimidazoles, Fenilamidas, y Dicarboximidas.

Es asi que el presente trabajo de investigacién, bajo los lineamientos de la biotecnologia
microbiana como ciencia, propone una solucién alternativa, basada en la utilizacién de
microorganismos que posean accion antimicrobiana contra Rhizoctonia solani, que a diferencia de
la utilizacion de productos quimicos no representan un peligro de toxicidad para el medio ambiente,
asi se constituirian en un recurso de control mucho mas econdémico y una alternativa ecoldgica
mas favorable, ademas que estos agentes bioldgicos son selectivos y no dafian los cultivos

infectados.



2. OBJETIVOS

2.1

OBJETIVOS GENERALES

Evaluar la actividad biolégica inhibitoria de filtrados de cultivo de hongos de tierra
sobre Rhizoctonia solani.
Evaluar la efectividad del filtrado de cultivo seleccionado por su actividad biolégica

inhibitoria in vitro sobre Rhizoctonia solani, en parcelas de cultivo de papa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar Rhizoctonia solani a partir de tierra y plantas de papa enfermas y determinar
su cinética de crecimiento.

Aislar hongos provenientes de tierra destinada al cultivo de papa del CIN de la
localidad de Viacha del departamento de La Paz.

Obtener filtrados de cultivo de hongos del cepario del IIFB y del CIN, a partir de su
cultivo en batch en condiciones de agitacion y estacionarias.

Evaluar la actividad biolégica inhibitoria in vitro de los filirados de cultivo sobre R.
solani.

Seleccionar hongos cuyo cultivo produjo filtrados con actividad bioldgica inhibitoria
in vitro sobre R. solani.

Obtener filtrados de cultivo de los hongos seleccionados, utilizando diferentes
medios de cultivo liquidos: Glucosado de Saboraud, Harina de Maiz, Arroz, Miel de
Abeja, Zanahoria Papa y Czapek, en condiciones de agitacion y estacionarias.
Seleccionar un hongo y las condiciones de su cultivo para obtener el filtrado con
actividad bioldgica inhibitoria in vitro sobre R. solani para su aplicacion en los
estudios de campo.

Evaluar la actividad biolégica inhibitoria del filtrado de cultivo del hongo

seleccionado incubado en las condiciones ya determinadas.



3. DISENO TEORICO

3.1 Modelo Teorico

Aislamiento de R. solaniy de hongos de tierra del CIN - Viacha.
Cultivo en batch de 20 hongos de cepario de IIFB y 8 hongos del CIN en Caldos Papa
Dextrosa y Saboraud.

<5

( Obtencién de filtrados de cultivo. )

Evaluacién de la actividad Biolégica Inhibitoria in vitro de los filtrados de cultivo sobre R. Solani por el
método de difusion en agar

- ( Seleccion de hongos con actividad bioldgica inhibitoria sobre R. solani >
NS '

Cultivo en batch de hongos seleccionados en caldos: glucosado de saboraud, harina de maiz, arroz,
miel de abeja, zanahoria - papa y Czapek

<>

Obtencién de filtrados de cultivos.

s

Evaluacién de la actividad Biolégica Inhibitoria in vitro de los filtrados de cultivo sobre R. Solani por el
método de dilucién.

Ausencia de Presencia de
actividad actividad

Seleccion del hongo con actividad bioldgica inhibitoria sobre R. solani para ser utilizado en las
pruebas de campo

<>
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3.2 Marco Tedrico
3.2.1 El Control Bioldgico

3.2.1.1 Definicion

Baker y Cook definen el control biolégico como la reduccion del inoculo o de la actividad
del patégeno ejercido por uno o mas microorganismos en forma natural, a través del manejo del
ambiente, del hospedero o del antagonista o por la introduccion de uno o mas antagonistas.
Sefialan ademas que el control biolégico rara vez erradica al patégeno, pero si reduce su poblacién
0 su capacidad patogénica. Actualmente existen productos comerciales formulados en base a
microorganismos.

La estabilidad ecoldgica inherente a los ecosistemas naturales y su autorregulacion
caracteristica, se pierden cuando el hombre modifica las comunidades naturales a través de la
ruptura del fragil tejido de interacciones a nivel de comunidades. De todas formas, esta ruptura
puede ser reparada restituyendo los elementos reguladores perdidos en la comunidad.

A través de la adicion o el incremento de la biodiversidad que funcionan en los ecosistemas
agricolas. Una de las razones mas importantes para restaurar y/o mantener la biodiversidad en la
agricultura, es que presta una gran variedad de servicios ecologicos. Uno de estos servicios es la
regulacion de la abundancia de organismos indeseables a través de la predacion, el parasitismo y
la competencia (Altieri, 1994). Predadores, parasitos y patégenos actian como agentes de control
natural que bien manejados pueden regularla poblacion de componentes indeseables o no aptos
en un agroecosistema particular. Esta regulacién se llama “control biolégico” y DeBach (1964) la
define como “la accién de parasitos, predadores o patégenos que mantiene la densidad de la
poblacion de un organismo plaga en un promedio menor del que ocurriria en su ausencia”.

En un sentido amplio y segun la definicion de Cook y Baker el control biolégico involucraria
todas aquellas practicas tendientes a disminuir la incidencia de indeseables microorganismos
excluyendo el control quimico. El control biolégico en un sentido mas restringido es el uso de
microorganismos antagonistas que interfieren en la supervivencia de patégenos o en el desarrollo
de actividades determinantes de enfermedad o en el control de plantas o malezas indeseables.

En la naturaleza existe una interaccién continua entre los potenciales patégenos y sus
antagonistas de forma tal que estos ultimos contribuyen a que no haya enfermedad en la mayoria
de los casos, es decir, el control biolégico funciona naturalmente. En condiciones naturales los

microorganismos estan en un equilibrio dinamico en la superficie de las plantas.



3.2.1.2 Papel de los antagonistas

No es facil determinar con precision los mecanismos que intervienen en las interacciones
entre los antagonistas y los patégenos sobre la planta o en las heridas. En general los antagonistas
no tienen un Unico modo de accion y la multiplicidad de modos de accién es una caracteristica a
seleccionar en un antagonista. Esto se debe a que los riesgos de seleccionar en un antagonista,
esto se debe a que los riesgos de seleccionar al patdgeno por resistencia al antagonista se
reducen al actuar éste ultimo por varios mecanismos. El riesgo de resistencia se reduce también

mediante el uso de combinaciones de antagonistas de diferente modo de accion.

3.2.1.3. Los Hongos como agentes de biocontrol

Ya en los afios 30 Wiending demostré que especies de Trichoderma podian parasitar y
producir antibiéticos contra Rhizoctonia solani y sugiri6 que los hongos saproéfitos podrian ser
utilizados para el control de los patégenos en condiciones de campo. Desde estos estudios las
especies el género Trichoderma es el mas ampliamente investigado de todos los fungicidas
potenciales.

Aunque los hongos con frecuencia son perjudiciales para la economia humana, sus
actividades beneficiosas sobrepasan con mucho su impacto negativo. Un area de la biotecnologia
agricola en la cual los hongos muestran un potencial considerable es el control biolégico de hongos
patdgenos, insectos y malas hierbas, proporcionando una alternativa a los pesticidas quimicos.
Puesto que todas las plagas tienen antagonistas naturales, el control biolégico deberia ser
relativamente directo.

Ejemplos de agentes de biocontrol usados comercialmente o en condiciones casi

comerciales contra patégenos que se reproducen en el suelo o que infectan las raices

Agente de control Enfermedad Cosecha

Phlebia gigantea Podredumbre de raices por Heterobasidion Pino
Agrobacterium radiobacter Agallas de corona Rosas,
otros

Trichoderma harzianum Podredumbre blanca Cebolla
Bacillus subtilis Podredumbre del tallo Clavel
Sporidesmium sclerotivorum  Caida de la lechuga Lechuga
Gaeumannomyces graminis  Marchitamiento de cereales Trigo
Talaromyces flavus Marchitamiento por Verticillium Berenjena




Los hongos poseen un conjunto de caracteristicas que los hacen agentes de biocontrol
potencialmente ideales, debido a que:

e Muchas especies saprofitas antagonizan representantes de todos los organismos patégenos
de plantas.

e Los hongos pueden desarrollarse rapidamente en medios de cultivo de forma que pueden ser
producidas econdémicamente grandes cantidades para ser liberados principalmente como
esporas o fragmentos de micelio en el medio ambiente. Estos inoculantes germinan o crecen
para producir micelio activo que puede parasitar y por otra parte inhibir la plaga sin dafar a los
organismos no diana.

El mantenimiento de un inoculo suficientemente grande tiende a limitar la efectividad de los
agentes de biocontrol en los suelos, por el contrario tal inoculo efectivo es méas facil de conseguir
en la horticultura practica donde las condiciones del ambiente son mas faciles de controlar.

Las esporas de especies de Trichoderma pueden ser facilmente producidas en laboratorio.

También han sido evaluados con fines de biocontrol los hongos parasitarios como agentes que
actian sobre otros hongos. Trichoderma puede ser utilizado para este propésito, aunque la
produccién de antibidticos, por ejemplo gliotoxina, también parece estar implicada en hacer que
los miembros de este género tengan éxito como agentes de biocontrol. Especies de Gliocladium
también producen gliotoxinas y pueden ser utlizados para proteger a las plantas contra especies
patdgenas de Fusarium, Verticillium y Diplodia. Una auténtico control empleando micoparasitismo
puede conseguirse utilizando Pythium nunn, que ataca miembros patégenos del mismo género
como Pythium ultimum, se enrolla y lo lisa, cuando ataca a Rhizoctonia solani, sin embargo forma
estructuras a modo de pinzas, las cuales parasitan las hifas del patéogeno. Otro ejemplo de
biocontrol con éxito de hongos patégenos por hongos parasiticos es proporcionado por el uso de
Coniothyrium minitans para controlar Sclerotinia sclerotiorum. Otro ejemplo en el cual un hongo
saprofito ha sido utilizado para controlar un patégeno es proporcionado por el sistema lechuga —
Sclerotinia minor — Sporidesmium sclerotivorium, la lechuga es el huésped del patdgeno Sclerotinia
minor y todos los tipos y cultivos son susceptibles a su infeccion, el antagonista Sporidesmium
sclerotivorium aislado del suelo puede utilizar una serie de sustratos de carbono y sus esporas
pueden ser producidas en grandes cantidades; son agentes de biocontrol casi perfectos. En la
naturaleza actia como un parasito obligado de los esclerotios de las especies Sclerotinia y de
Botrytis cinerea. Las esporas del hongo germinan en respuesta a la presencia de esclerotios y
entonces los tubos germinativos penetran y matan el esclerotio. La infeccién da lugar a un aumento
de actividad glucanasa en el patdbgeno de forma que su matriz intracelular, que consiste

mayoritariamente de glucano se degrada. También se produce glucosa y esto soporta el



crecimiento de Sporidesmium sclerotivorium, a partir de este alimento base el agente de biocontrol

puede crecer e infectar otros esclerotios.

3.2.1.4. Accidn biorreguladora

Se han descrito varios mecanismos de accion de los antagonistas para controlar el
desarrollo de patégenos. Ellos son: antibiosis, competencia por espacio o por nutrientes,
interacciones directas con el patégeno (micoparasitismo, lisis enzimatica) e induccion de

resistencia.

e Competencia

Un importante y posible mecanismo de accién antagoénica es la competencia. Se puede definir
competencia como el desigual comportamiento de dos o mas organismos ante un mismo
requerimiento, siempre y cuando la utilizacion del mismo por uno de los organismos reduzca la
cantidad disponible para los demas. Un factor esencial para que exista competencia es que haya

“escasez” de un elemento, si hay exceso ni hay competencia.

e Competencia y nutrientes

La competencia mas comun es por nutrientes, oxigeno o espacio. Botrytis cinerea y
Penicillium expansum son dos hongos de postcosecha tipicamente dependientes de los nutrientes.
Son hongos necrotroficos y sus esporas requieren de nutrientes exégenos para poder germinar y
comenzar el crecimiento de las hifas antes de penetrar al sustrato. Estos nutrientes los encuentran
en las heridas de las frutas y es alli donde la competencia microbiana actua inhibiendo el desarrollo
de estos hongos.

Droby y colaboradores en 1987 por ejemplo, estudiaron el mecanismo de antagonismo de una
cepa de Pichia guillermondii cuando se aplica sobre heridas de pomelos para controlar el ataque
por Penicillium digitatum, en dicho trabajo concluyen que la competencia por nutrientes es uno de
los mecanismos mediante los cuales se logra un efectivo control del patégeno en las heridas
(Droby et al. 1987)

e Competencia y espacio

La competencia por espacio también ha sido reportada: Wilson y colaboradores en 1996

mencionan que las levaduras son efectivas colonizadoras de la superficie de plantas y destaca la



produccion de materiales extracelulares (en especial polisacaridos) que restringen el espacio para

la colonizacion por otros microorganismos.

e Interaccién directa con el patégeno

Existen dos tipos de interacciones directas entre los antagonistas y los patégenos. Ellas son el

parasitismo y la predacion.

e Parasitismo

El término parasitismo se refiere al hecho de que un microorganismo parasite a otro. Puede ser
definido como una simbiosis antagdénica entre organismo. El parasitismo consiste en la utilizacién
del patégeno como alimento por su antagonista. Generalmente se ven implicadas enzimas
extracelulares tales como: quistinasas, celulasas, Beta 1,3 glucanasas y proteasas que rompen las
estructuras de los hongos parasitados. Los ejemplos mas conocidos de hongos hiperparasitos son
Trichoderma y Gliocladium. Ambos ejercen su accidon mediante varios mecanismos entre los que
juega un rol importante el parasitismo. Hongos del género Trichoderma han sido muy estudiados
como antagonistas de patégenos de suelos como Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Sclerotium

cepivorum y existen varias formulaciones comerciales desarrolladas a partir de ellos.

e Predacion

En el caso de la predacion el antagonista se alimenta de materia organica entre la cual

ocasionalmente se encuentra el patdégeno.

El uso de los hongos como agentes de biocontrol de plagas es atractivo debido a que
proporciona una alternativa a los pesticidas quimicos.
Puesto que todas las plagas tienen antagonistas naturales, el control biolégico deberia ser
relativamente directo. Los hongos poseen un conjunto de caracteristicas que los hacen agentes de
biocontrol potencialmente ideales:
1. Muchas especies saprdéfitas antagonizan representantes de todos los organismos de las
plagas, incluyendo los organismos patégenos de plantas.
2. Los hongos pueden desarrollar facilmente en medios de cultivo de forma que pueden ser

producidas econémicamente grandes cantidades para ser liberadas como esporas o como



fragmentos de micelio en el medio ambiente. Estos inoculantes germinan para producir micelio
activo que puede parasitar y por otra parte inhibir la plaga sin dafiar a los organismos no diana.

Ya en los afios 30 Wiending demostré que especies de Trichoderma podian parasitar y
producir antibiéticos contra Rhizoctonia solani, el hongo patégeno de las raices. Las esporas de

Trichoderma pueden ser facil y econdmicamente producidas en el laboratorio.

3.2.1.5. El Control Biologico en Bolivia

En Bolivia ya se cuenta con productos para el control biolégico que ya han sido probados y
que se constituyen en una verdadera opcidén para el agricultor pequefio, mediano y grande. La
empresa Probioma investiga, produce, transfiere y capacita el uso de bioreguladores para el
control bioldgico de las plagas agricolas. Los biorreguladores son microorganismos presentes en el
medio natural que permiten el control de las plagas agricolas. En esa direccién, la produccién de
soya actualmente esta incorporando en el tratamiento de semilla el uso de biorreguladores
producidos en Santa Cruz. El Tricodamp, un hongo micoparasito, es ideal en el tratamiento
preventivo para proteger la semilla del ataque de hongos. En Santa Cruz alrededor de 200

toneladas de semilla han sido protegidas biolégicamente contra enfermedades.

3.2.2. La Papa

3.2.2.1. Origen e importancia

El Contador de Mercedes del emperador Carlos V, Agustin de Zarate, menciona por
primera vez la papa en su escrito “Historia del descubrimiento y conquista del Peru”, al igual que el
jesuita Acosta en su “Historia Natural y Moral de las Indias”, el inca Garcilaso de la Vega menciona
también la papa y el chufo en sus “Comentarios Reales” (Lisboa 1609).

El Padre Cobo dio una informacion amplia sobre el Alto Peru, dice en su “Historia del
Nuevo Mundo” escrita en 1653 de la papa: “ en toda la sierra y tierra fria del Perd donde no se
coge maiz ni las demas semillas y legumbres que se dan en tierras templadas son las cementeras

ordinarias que hacen los indios de unas raices llamadas papas”.

Otro dato nos suministra el cirujano Martin Delgar en sus manuscritos sobre la “Virtud de
las hierbas del Peru” referente a la papa es: papas llaman los naturales a unas raices que son
como turmas de tierra, aunque es sustancia mas blanca y densa, comida ordinaria de toda la
gente del Perti y que desde el afio 1662 se introdujo en Madrid. La papa fue introducida en
Espafia en 1565, siendo nuestro pais el centro de expansion del tubérculo a toda Europa. El gran

incremento del cultivo fue a principios del siglo XIX.



Todos los documentos que acabamos de ver nos muestran que la papa es originaria de
Bolivia, de donde se ha esparcido al resto del mundo. La papa ha sido introducida en el resto de
Europa el siglo XVI. Hallazgos arqueolégicos en Peru de hace 8000 afos atras indican el uso de la
papa por pueblos aborigenes. En Monte Verde, sur de Chile, hallazgos de 12000 afos atras
indican el consumo de la papa por pueblos ancestrales.

La papa habria sido llevada a Europa en el siglo XVI, datos indicados por Hawkes (1992)
la sefalan en cultivo en Espafna alrededor de 1570 y se la indica como proveniente de Peru, via
Cartagena de las Indias a Espafa. Bukasov (1933) informa que la antigua papa europea tiene su
origen en la papa del sur de Chile (chiloé) por su morfologia y respuesta fitoperiddica.

Diversos investigadores han opinado y aun discuten sobre el origen de la antigua papa
europea sin embargo las variedades generadas alrededor de 1850 hacia delante, en Europa y
Norteamérica tienen fuerte influencia de variedades nativas de Chile.

En la actualidad la papa es consumida en casi todos los pueblos del mundo y es junto al
trigo, maiz y arroz uno de los cuatro cultivos basicos en la alimentacién humana.

Antecedentes mundiales de 1991- 1993 sefialan que 275.4 millones de toneladas se
produjeron en 18.13 millones de hectareas, con un rendimiento promedio de 15 T/ ha.

La Federacién Rusa, China, Polonia e India presentaron superficies entre 3.3 y 10 millones
de hectareas. Sus rendimientos fluctuaron entre 11y 17 T/ha.

Los paises con mayores rendimientos en orden decreciente son los Paises Bajos con
42 T/ha, EEUU con 36 T/ha, Alemania con 33T/ha. La década del 90 se caracteriza por una
disminucién de la papa fresca y un sostenido aumento de demanda de productos procesados
(papas fritas, papas en hojuelas, papas prepeladas envasadas, etc.). La papa destinada al
consumo animal, en esta misma década ha disminuido por desplazamiento de la explotacién
agricola familiar hacia la produccion de mayor escala y especializacion. Elevados costos de
procesamiento de la papa y precios mas competitivos de los cereales.

En cuanto al uso de la papa - semilla, la tendencia de todas las areas productoras del mundo es
economizar al maximo su uso, debido a que este insumo es el mas oneroso de la produccion.
Dentro de estas tendencias esta el plantar parte del tubérculo y no la totalidad de este, la mejor
calidad del producto y el crecimiento del uso de la semilla sexual.

El comercio internacional indica, para este periodo una importacion mundial de 7 millones de
toneladas y una exportacion de 7.5 millones de toneladas. En América Latina se importaron 297 mil

toneladas y se exportaron 74 mil toneladas. El valor de importacion fue de US$120 millones.

3.2.2.2. Importancia del cultivo de papa en Bolivia



Soria y Bestra (1992) indican que el cultivo de papa es el alimento basico en Bolivia, el
consumo promedio fluctia entre 80 y 100 Kg/persona/afio. Segun la Secretaria Nacional de
Agricultura (1996), la superficie destinada al cultivo de papa es de aproximadamente 125481 ha
que representa el 10% de la superficie nacional cultivada, la mayor concentracién se halla en el
altiplano y valles interandinos por encima de los 2500 m.s.n.m. seis de los nueve departamentos
de Bolivia (La Paz, Cochabamba, Potosi, Oruro, Chuquisaca y Tarija). EI Programa de
Investigacion de la Papa (1992) da a conocer que cerca del 70% de la produccién se consume en

estado fresco, 10%en forma de chufio (papa deshidratada) y el 20% se destina para semilla.

3.2.2.3 Taxonomia y caracteristicas de la planta

La papa pertenece a:

- Division: Angiospermas
- Clase: Cotiledéneas

- Subclase: Metaclamideas
- Orden: Tubiflorales

- Familia: Solanaceae

- Género: Solanum

- Seccion: Petota

- Serie: Tuberosa

- Especie: Tuberosum

El cultivo de la planta de papa se halla extendido por todo el mundo a excepcion de los
paises tropicales. La papa es americana y su distribucion es desde el sur del cafién de Colorado
en Estados Unidos de Norteamérica pasando por todos los paises con cordillera andina.

La mayor variabilidad genética de especies se concentra en el area de la meseta peruano
- boliviana y de las 183 especies de este género el 74.3% es diploide, el 3.8% es triploide, el 14.8%

es tetraploide, el 1.6% es pentaploide y el 5.5% es hexaploide.

La papa es planta herbacea anual. Sus raices son muy ramificadas, finas y largas,
dependiendo su desarrollo de que el suelo esté o no mullido. La papa es una planta
dicotileddnea, pero puede ser considerada como perene potencial debido a su capacidad

de reproducirse vegetativamente por medio de tubérculos.

Esta planta estd compuesta por una parte que crece sobre el suelo, en el que destacan
tallos, hojas, flores y frutos. La otra que crece subterraneamente corresponde a papa madre

(tubérculo - semilla), estolones, tubérculos y raices.



El fruto de la papa es una baya de forma redonda alargada, cortiforme ovalado o cénico,
este puede contener desde ninguna a 300 o 400 amarillas o castafio amarillentas, pequefias
ovales y uniformes, de estas se pueden generar nuevas variedades via seleccion.

Las plantas nacidas de semilla y de tubérculo no son idénticas. De la semilla nace una
plantula con una raiz principal y dos o aun tres cotiledones. La planta originada de un tubérculo es
un clon, no tiene raiz principal ni cotiledones ya que nace de una yema. Las raices de un clon, son

por tanto adventicias y estas nacen en grupos de tres a cuatro de los nudos de los estolones.

e Tubérculos y estolones

Morfolégicamente el tubérculo es un tallo subterraneo acortado engrosado y provisto de yemas
u ojos en las axilas de sus hojas escamosas. En cada ojo existe normalmente 3 yemas aunque en
ocasiones pueden ser mas. Una yema es en consecuencia una rama lateral del tallo subterraneo
con entrenudos no desarrollados y todo el tubérculo un sistema morfolégico ramificado y no una
simple rama.
Los ojos se concentran con mayor frecuencia hacia el extremo distal (corona o roseta) siendo a la
vez mas profundos en esta region.
Las yemas de esta region normalmente se desarrollan primero. Cuando la yema apical es
removida o muerta, otras yemas son estimuladas a desarrollar. Cada ojo es capaz de producir un
infinito numero de brotes, dependiendo del tamafo del tubérculo y de la reserva de hidratos de

carbono.

e Tallo

El tallo, grueso, fuerte, anguloso, con una altura que varia entre 0,5 y 1 m, se origina en las

yemas del tubérculo.

A la vez que tallos aéreos, la planta tiene tallos subterraneos. Los primeros son de color verde.
Contienen un alcaloide toxico, la solanina, que puede formarse también en los tubérculos cuando
éstos se exponen prolongadamente a la luz. Los tallos subterraneos o estolones, relativamente

cortos, se convierten en su extremidad en tubérculos.
e Hojas

Las hojas son imparipinadas, consta de nueve o mas foliolos, cuyo tamafo es tanto mayor

cuanto mas alejados se encuentran del nudo de insercion.
e Fruto

El fruto es una baya redondeada de color verde, que se vuelve amarilla al madurar.



3.2.2.4. Ecofisiologia de la produccion de papa

La parte aérea de la planta de papa desarrolla el proceso fotosintesis - respiracion,
necesario para formar hidratos de carbono que seran transportados a zonas de crecimiento aéreo
(follaje, brotes, flores y fruto) y subterraneo(raices, estolones y tubérculos).

Para que este proceso se efectie en forma &ptima, se requiere de luz, temperatura,
humedad y nutrientes los que deben estar en el medio donde la planta se desarrolle. La asimilacion
neta es calculada por la sustraccién de los hidratos de carbono usados en la respiracion de los

hidratos de carbono producidos en la fotosintesis.

Aunque la papa puede multiplicarse por semillas y por esquejes, en la practica, la
multiplicacion es siempre vegetativa, haciéndose por medio de los tubérculos que producen brotes
en las yemas u ojos. La germinacion de la papa, su crecimiento y la produccion de tubérculos
depende de sustancias quimicas elaboradas por la papa, que actuan en dosis muy débiles. Se les

conoce con el nombre de “sustancias de tuberizacion”.

La formacion de sustancias de tuberizacion por hojas y tallos depende de la variedad vy,
también, de la temperatura y de la duracion de la luz diaria (fotoperiodo). En dias cortos se
producen mas sustancias de tuberizaciéon que en dias largos, en los cuales aumenta el crecimiento

vegetativo de la planta.

En determinadas circunstancias en que hay tuberizacion y crecimiento, puede ocurrir que,
porque existan condiciones meteoroldgicas favorables, porque se abone con un exceso de
fertilizantes nitrogenados u otra circunstancia, la planta puede crecer mas deprisa que se produce
la sustancia de tuberizacion, cayendo entonces la concentracion de ésta por debajo del nivel
minimo y deteniéndose la tuberizacién. Cuando se elabora mas sustancia de tuberizacién, vuelve
a retrasarse el crecimiento y aparece nuevamente la tuberizacién, estamos entonces en el caso de

“rebrote”.

Se ha demostrado que el vigor del crecimiento de la planta esta estrechamente unido al de
los brotes de los cuales proceden. Por eso tiene gran interés plantar tubérculos cuyos brotes han
alcanzado una fase de crecimiento activo, obteniéndose entonces una nascencia rapida y

vigorosa.

Si los tubérculos se encuentran en una fase de crecimiento lento, entonces, no nace

generalmente mas que un solo brote en el apice del tubérculo (dominancia apical).

3.2.2.5 Exigencias del cultivo de papa



La papa es planta que requiere humedad abundante vy regular, vegeta bien donde hay
temperaturas templadas y humedad ambiente. Sufre con las temperaturas excesivas y es
particularmente sensible a la sequia. Sin embargo, la humedad, del aire favorece los ataques de
mildiu, por lo que debe tenerse en cuenta esta circunstancia. En periodo de intensa tuberizacion

puede necesitar hasta 80 metros cubicos de agua por hectarea por dia.

Se hiela a temperaturas inferiores a - 2 ° C. El crecimiento de los brotes empieza a los 2 °©

Cy es maximo entre 20y 25° C.

Aunque es muy exigente en agua, un exceso de ésta produce disminuciéon de su riqueza

en fécula y favorece el desarrollo de enfermedades, tales como el mildiu y podredumbre.

En cuanto a suelos, la papa prefiere tierras mullidas y aireadas. Son mejores los suelos
arenosos que los arcillosos. Vegeta mejor entre valores de pH comprendidos entre 55 vy 7,
condiciones que suelen darse mas en los terrenos arenosos. Es planta que tolera una fuerte
acidez (pH=5).

Puede vegetar también en terrenos arcillo - calizos, llegando a tolerar un pH igual e incluso
superior a 8. En suelos calizos es donde son mas frecuentes los ataques de sarna. Son indicados
los suelos ricos en humus o materia organica; en cambio, son malos los suelos fuertes vy

compactos.
e Abonado

La papa responde muy bien a las aportaciones organicas. Por otra parte, un estercolado
mejora las condiciones fisicas del suelo, lo que beneficia el desarrollo del tubérculo. El estiércol
debe ser incorporado algun tiempo antes de la siembra para que no favorezca el desarrollo de las
enfermedades, sobre todo la sarna. Cuando no se haya estercolado previamente, y para una
produccién de 30.000 kg, un buen abonado puede ser, por hectarea cultivada, de 150 unidades de
N, 100 unidades de P205 y 300 unidades de K2O. Estas cantidades pueden disminuir
sensiblemente, si se cultiva después de una leguminosa, si existian cantidades en el suelo de

materia organica, fésforo o potasio, etc.

Como ya sabemos, las funciones del acido fosférico en la planta son: adelantar la madurez,
aumentar la riqueza en fécula de la papa y favorecer el desarrollo radicular. En cambio, el potasio,
favorece la formacién de azucares, la asimilacién clorofilica y facilita la migracién de la fécula de

los 6rganos verdes a los tubérculos.

Se puede hacer una enmienda de cal, pues ésta favorece el desarrollo de la papa, pero esta
enmienda debe hacerse 1 6 2 afios antes de la siembra pues si se hace antes puede producir

sarna comun.



Algunas veces la papa acusa la carencia de magnesio, aunque normalmente los estiércoles
suelen contener este elemento. Hay que tener cuidado con los abonos cuantiosos de potasio,
pues bloquean al magnesio. Los abonos conviene que lleven azufre, pues la papa es bastante

exigente en este elemento; asi, abonaremos principalmente con superfosfatos, sulfatos, etc.
e Eleccién y preparacion del terreno

La papa requiere un terreno bastante mullido, asi que las labores preparatorias del terreno

seran en profundidad, y de tal manera que el terreno quede muy fino.

Se recomienda hacer estercolado previo y que éste sea muy hecho. La dosis 6ptima se
encuentra entre 25-30 tm de estiércol por hectarea. Si se sobrepasase esta cifra se obtendria un

desarrollo de vegetaciéon exagerado (no deseado) y una reduccion de la tuberizacion.

El agricultor para sembrar, puede elegir entre hacerlo con las papas mas pequenas de la
campafa anterior, o adquirir papas de siembra, que son las que estan declaras aptas por el

Ministerio de Agricultura y estan controladas por la Subdireccion General de semillas.

Estas papas estan etiquetadas y precintadas y en ellas se han reconocido las condiciones de
sanidad (libres de virus), vigor vegetativo y pureza.

La dosis adecuada de semilla utilizada en la plantacién varia entre los 2.000 y los 2.500 Kg
por ha. Cada papa, o trozo de la misma debe tener un minimo de dos yemas. Se ftrata de
conseguir una densidad de plantas de 55.000 a 65.000 plantas/ha. Se pueden poner dos tipos de

marcos para esta densidad de plantacion: 75 cm x 25 ¢cm 6 80 cm x 20 cm.

La profundidad de la plantaciéon puede ir desde los 5 a los 15 cm, dependiendo del tipo de
suelo, aunque lo mas normal es que se ponga a una profundidad de unos 7-8 cm; después de

nacida se iran haciendo aporcados sucesivos.

La siembra se puede hacer a mano (ya en desuso), con el arado (haciendo la siembra cada
dos surcos, aunque cada vez se utilizan mas las maquinas sembradoras que pueden ser
arrastradas por el tractor o ir suspendidas. Después de la siembra, es conveniente hacer un rulado

para aplastar la tierra alrededor de la simiente.
3.2.2.6. Enfermedades y plagas de la papa

Existe una multiplicidad de enfermedades que atacan al cultivo de papa, patégenos que
por lo general estan presentes en el suelo o pueden ser portados por el tubérculo - semilla no
sano.

Los agentes patdgenos se multiplicaran a medida que el huésped sea abundante, en la
medida que un suelo esté siendo utilizado como monocultivo o se use papa - semilla de mala

calidad, se aumentara el indculo en el suelo y también las pérdidas por baja del rendimiento.



Una regla general y util es de usar papa - semilla comprobadamente sana (certificada) y
rotacion de cultivo.

La alta temperatura y riego favorecen el desarrollo de vectores y enfermedades, por lo cual
los controles quimicos deben ser mas intensos. La sanidad del cultivo es importante para obtener
un producto de alta calidad. Reconocer el tipo de enfermedades que atacan los cultivos es una
necesidad para conseguir la proteccion adecuada y la calidad sanitaria.

Los sintomas las enfermedades y el diagndstico preciso requiere de métodos de
identificacion en laboratorio. Sin embargo se pueden dividir estos sintomas en pudriciones secas y
humedas, ambas provocadas por hongos o bacterias, enanismos, encarrujamientos clorosis,

decoloraciones, las que pueden constituir una sintomatologia de virosis.

e Hongos

Los hongos producen pudriciones secas en la planta y el tubérculo y la pueden matar, dentro
de estas se tiene:

e Tizédn tardio

Enfermedad provocada por el hongo Phytophthora infestans y se desarrolla rapidamente
cuanto existe temperaturas bajas y mucha humedad.

Los sintomas son mancha pequefias color verde claro a oscuro de forma irregular, las lesiones
progresan convirtiéndose en lesiones necroticas grandes de color castafio o negro hasta
finalmente matar a la planta. Bajo condiciones de humedad se desarrolla una esporulacién blanca,
especialmente en el envés de las hojas, en la cara puede haber un anilllo clorético. Las plantas
afectadas tienen un olor caracteristico. Los tubérculos afectados presentan areas irregulares
hundidas, donde la piel toma un color castafio a rojizo. Hacia el interior dependiendo del grado de
ataque, se presenta pudricién granular seca de color castafio.

Esta enfermedad es de caracter destructivo, es favorecido por temperaturas de 15-20°C asi
como por periodos largos de humedad sobre el follaje. Las fuentes de infeccion de nuevas plantas
ocurre por: tubérculo - semilla, cultivos enfermos de papa vecinos y otras plantas hospederos.

Se previene evitando la época de lluvias, usando tubérculo - semilla sano, destruyendo las
fuentes del inoculo, plantando en época adecuada, entierro profundo de desechos de papa y follaje
enfermo, usando variedades resistentes, aplicar fungicidas a tiempo.

e Tizén temprano

Enfermedad provocada por Alternaria solani el cual desarrolla en alta temperatura y humedad.
Los sintomas son: aparicion de manchas necroéticas en las hojas de color marrén a negro de
diferentes tamanos y con anilllos concéntricos caracteristicos, en los tubérculos las lesiones son
oscuras, hundidas de forma circular e irregular, las lesiones pueden aumentar de tamafo durante

el almacenaje. Es de distribucion mundial y se propaga por cultivos vecinos enfermos. Se previene



favoreciendo el desarrollo de plantas vigorosas, rotacion de cultivos, control con fungicidas, dejar
madurar los tubérculos antes de extraerlos del suelo y evitar su manipuleo antes de la plantacion.

e Costra negra

Enfermedad provocada por Rhizoctonia solani, cuyas caracteristicas se mencionan
posteriormente en la revision sobre este hongo

e Fusariosis

Enfermedad tipica de papas almacenadas provocada por Fusarium sp. Las papas presentan
un moho algodonoso y ligeramente rosado. Este hongo desarrolla muy bien de 15-20°C y con
humedad ambiente superior al 70%. Los sintomas: a nivel de una herida aparece una zona
deprimida mas oscura, la piel del tubérculo se agrieta y pliega en circulos concéntricos mas o
menos ondulados. Al cortar el tubérculo en dos presenta una pudricidon negruzca junto a la
formacién de cavidades, el tubérculo se momifica y adquiere una textura granulosa, esta
enfermedad se produce por lesiones, heridas o cortes al tubérculo. El control de la enfermedad se
realiza evitando heridas en la papa, almacenar con ventilacion.

e Sarna polvorienta

Causada por Spongospora subterranea, aunque desarrolla mejor en condiciones de clima
frio y humedo se la encuentra practicamente en todo lugar donde se cultiva papa.
La infeccion se presenta con pustulas de color castafio purpureo, que se extiende formando
lesiones levantadas en forma de granitos.

e Gangrena

Causada por Phoma exigua. Causa problemas en clima humedo y templado, donde se forman
pequefas depresiones oscuras en la superficie del tubérculo, que después se agrandan, los
tejidos afectados se descomponen formando masas oscuras y cavidades que pueden contener un
micelio de color gris. Para prevenir esta enfermedad de debe destruir tempranamente el follaje,
cosecha de tubérculos maduros, almacenar inicialmente a 18°C.

e Mancha de la cascara

Causado por Polycystalum pustulans Syn Oospora pustulans, cuando los tubérculos utilizados
como semilla estan afectados por esta enfermedad, se producen grandes fallas y retardo en la
emergencia.

En los tubérculos almacenados se observan manchas individuales o en grupos, negro a
purpuras, ligeramente levantadas de 2 mm de diametro, se previene con el uso de fungicidas
adecuados.

e Sarna plateada

Producido por Helminthosporium solani Syn Spondylocladium atrovirens, los tubérculos

afectados presentan un brillo plateado caracteristico, si el area comprometida es extensa, el



tubérculo se deshidrata, se previene aplicando un buen drenaje, usar tubérculo — semilla sano,
usar fungicida adecuado, cosechar tan pronto los tubérculos estén maduros.

e Carbon de la papa

Causado por Angiosporum solani Syn Tecaphora solani, los tubérculos afectados presentan en
su superficie henchimientos verrugosos, que al seccionarlos muestran léculos castafio oscuro, las
agallas que se forman, tienen la apariencia de tubérculos deformados y pueden estar localizados
ademas en los brotes tallos y estolones. Una vez instalado en el planta el patégeno origina
tumores, los que se desarrollan debido a la hipertrofia del floema externo y parénquima de tallos y
estolones. El dafio ocasionado o por esta enfermedad puede comprometer al 90% de la
produccion.

El patégeno se dispersa por el uso de papa - semilla contaminada por la enfermedad, por
agua de riego y suelo infestado. El desarrollo de la enfermedad es favorecido por la presencia de
alta humedad en el suelo, la alta salinidad incrementa la infeccion, igual que el monocultivo., el
mejor método de prevenir es el uso de papa — semilla sana, uso de variedades resistentes,
rotaciones largas , la erradicacion debe aplicarse cuando los focos son pequefos, usando Bromuro

de metilo, Basamid, Busan seguido de rotacién larga.

e Bacterias

Las bacterias por lo general provocan pudriciones humedas, provocando manchas difusas,

extendiéndose a nivel de las yemas o talén de grietas mas o menos profundas con una coloracién
oscura a nivel vascular y una textura gomosa de la pulpa. Frecuentemente hay un mucus
blanquecino exudado por el tubérculo, que puede emitir un olor nauseabundo y al final se
descompone totalmente.
Estas bacterias pueden pertenecer a varios géneros: Phytophthora, Erwinia, Pseudomonas
marginalis, Pseudomonas solanacearum, Corynebacterium, Clostridium, Bacillus, etc. Otras
bacterias no patogénicas (Pseudomonas fluorescens) pueden entrar igual a la licuaciéon del
tubérculo, sin embargo ellas estan asociadas a la gangrena y fusariosis.

e Sarna comun

Ocasionado por Streptomyces scabies, es clasificada como bacteria, su similitud con
hongos se debe a su morfologia, es un organismo aerobio, en medios de cultivo produce
filamentos y melanina que es un pigmento, esta bacteria requiere alta temperatura y suelos secos.
La enfermedad se previene usando técnicas sanitarias uso de papa — semilla sano, mantener el
suelo humedo rotacion de cultivos y mantenimiento de un bajo pH, el tratamiento del suelo incluye
fertilizantes sulfurados, aplicaciones de pentacloronitrobenceno o urea formaldehido.

e Pié negro y pudricién blanca



Causado por Erwinia caratovora var. Atroséptica, también pueden ocasionarla Pseudomonas
sp., Bacillus sp., Clostridium sp., Flavobacterium pectinovorum, se ven favorecidas por una alta
humedad y temperaturas entre 18 — 19°C. Los sintomas se caracterizan por una pudricion como de
tinta negra, marchitez de hojas, pudriciéon de tallos, se previene tratando la papa — semilla con
fungicidas y desinfectar el equipo usado para cortar el tubérculo — semilla, realizar plantaciones
poco profundas.

e Marchitez bacteriana

Causado por Pseudomonas solanacearum (Ralstonia), el sintoma tipico es la marchitez,
enanismo y amarillamiento del follaje. La presencia de gotas de apariencia lechosa que exudan
del xilema seccionado es otro signo de la enfermedad. Los tallos subterraneos, estolones y raices
de plantas con sintomas foliares leves alcanza rapidamente la marchitez a temperatura sobre los
25°C.

e Virus

Los virus provocan en la planta anormalidades que no llevan a la muerte de la planta:
encarrujamientos enanismo, decoloraciones, tubérculos mas pequefos y deformes.

Como estos patdgenos no matan a la planta la degeneran y hacen que su rendimiento sea
menor y los mas grave es que cada tubérculo hijo transmite para siempre la enfermedad.

Existen muchos virus que tienen la denominacion de letras por ejemplo PLRV significa Potato
Leaf Roll Virus, que corresponde al virus del enrrollamiento de la hoja, sin embargo en la
legislacion de certificacion de papa — semilla se sefialan como virus graves a: PVY, PVX, PLRV;
virus leves: PVA, PVS. Los virus de papa pueden ser transmitidos de plantas infectadas a sanas
por:

e Contacto o transferencia de jugo infectado

e Por semilla o polen

e Por vectores como afidos, saltahojas, hongos y nematodes

La transmisién de los virus puede realizare via mecanica es decir por contacto entre plantas,
por maquinaria, animales y ropa de operarios. Probablemente esto ocurre por transmision de
plantas sanas via heridas ocasionadas durante el manejo del cultivo. Los virus que se transmite
mecdanicamente son: PVX, PVS, APMV, APLV, TMV vy el viroide del tubérculo puntudo PSTV.

La transmision por afidos es la de mayor prevalencia, pues los dos virus PVY y PLRV son los

de mayor distribucién y mas graves al cultivo.

Los virus son transmitidos en pocos minutos por afidos que estan probando al

huésped.

e Insectos



e Escarabajo de la papa (Leptinotarsa decemlineatacoleéptero devoran ferozmente
las hojas, pudiendo destruir toda): las larvas de este una plantaciéon dejando sélo

los tallos de las plantas.

e Pulgones de la papa: sus danos fundamentales son que transmiten enfermedades
viréticas. Los pulgones mas comunes en la papa son: pulgén verde del duraznero
(Myzus persicae), pulgén de estria verde de la papa (Macrosiphum euphorbiae),

pulgén de manchas verdes (Aulacorthum solani).

e Polilla de la papa: no sélo ataca a la papa sino a otras muchas solanaceas como el
pimiento, la berenjena, el tomate o el tabaco. Los dafios se deben a las galerias
que las larvas hacen dentro de los 6rganos aéreos (en el campo) y a las galerias
que hacen en los tubérculos que ademas son puerta de entrada de enfermedades

criptégamas (en el almacén).

¢ Rosquilla negra (Prodenia): es una plaga polifaga, la oruga, que es la que hace el
dafo, come las partes verdes de la planta. Suelen comer por la noche o en dias

nublados; tienen caracter gregario y arrasan por donde pasan.

e Gusanos del suelo (Agrotis segetum): principalmente son los denominados

gusanos grises y blancos los que devoran los tubérculos.

e Alacran cebollero (Gryllotalpa gryllotalpa): Causa graves dafios a la planta de la

papa. Lo mas normal para combatirlo es utilizar cebos a base de fluosilicato.

¢ Nematodo dorado (Heterodera rotochiensis): es el nematodo que mayores dafios causa en
la papa, aunque no el unico. Las larvas penetran en las raices formando quistes de

pequefio tamafo.

3.2.2.7. Utilizacion y valor nutritivo

La papa es un tallo subterraneo, suculento que presenta un alto contenido de hidratos de

carbono, vitaminas y minerales.



Principales componentes de la papa, rango y media

Componentes Rango % Media
Agua 63.2-86.9 75.05
Sdlidos totales 13.1-36.8 23.7
Proteinas (nitrégeno total+6.25) 0.7-46 2
Glicoalcaloides 0.2-41 3-10(mg/100g)
Grasa 0.02-0.20 0.12
Azucares reductores 0.0-5.0 0.3
Total carbohidratos 13.3 -30.53 21.9
Fibra cruda 0.17-3.48 0.71
Acidos organicos 04-1.0 0.6
Cenizas 0.44-1.9 1.1
Vitamina C 1 —54 mg/100g 10-25 mg/100g

Pese al bajo contenido proteico de la papa, este tiene un alto valor bioldgico. Es rico en

leusina, lisina e isoleucina. Es limitante en metionina y cistina. Presenta un alto contenido de

vitamina C, tiamina, riboflavina y niacina.

Las papa tiene ventajas y desventajas comparativas en relacion a otros cultivos alimenticios,

tiene:

Gran habilidad para producir mas calorias y proteinas por unidad de superficie y por dia que
muchos otros cultivos.

Mayor calidad nutricional en general que cualquier otro cultivo alimenticio.

Gran flexibilidad para producir en una gran diversidad de climas.

Requerimientos relativamente bajos de agua.

Gran germoplasma disponible para el mejoramiento.

Dentro de las desventajas se tiene:

Gran contenido de agua en los tubérculos que lo hace un producto muy voluminoso, perecible
y de corta vida para un almacenamiento a largo plazo.

Este gran volumen dificulta su transporte.

Dependencia de los tubérculos y en gran cantidad para su plantacion.

Menor valor nutritivo por kilo de producto crudo de cereales.

En la alimentacién animal se tiene consumo fresco crudo y/o precocido, deshidratado,

subproducto industrial como el bagazo proveniente de la obtencidn del almidén.

Por dltimo el uso de la forma generalizada de multiplicarse es el tubérculo- semilla.



Para el consumo humano los tubérculos son importantes y estos se desarrollaran con una
optima asimilacién de hidratos de carbono.

La mayor produccién esta en relacién directa con un tiempo breve de plantacion a emergencia
con el fin de iniciar a la brevedad el proceso fotosintético, por tal razén medidas como prebrotacion,
plantacion superficial y plantar en suelos temperados (sobre 10°C) acelerara este proceso.

Una vez emergida la planta y hasta su cobertura plena (canopia cerrada) la fotosintesis neta
conseguida es usada en el crecimiento general de la planta, tanto su parte aérea como radicular y
estolonifera. Dicho desarrollo es de alta intensidad de uso de nutrientes y al igual que el proceso
anterior debe tenderse a hacerlo lo mas corto posible ya que ambos procesos han estado
construyendo la fabrica que debera trabajar a plena capacidad para la etapa final de tuberizacién y
llenado. Practicas como una mayor densidad de plantacién, suministro adecuado de nutrientes,
abastecimiento oportuno de agua, clima con temperaturas de 18 a 20°C y una alta intensidad
luminica favoreceran este desarrollo acelerado.

En la tercera fase todo el proceso fotosintético debe traducirse en acumulacion de hidratos de
carbono formados en los tubérculos, a proveer la energia para la respiracion.

El conseguir rendimientos maximos estara en directa relacion con una maxima fotosintesis
neta diaria y que esta ocurra en un tiempo bastante prolongado.

Ayudan a esta fase un adecuado abastecimiento de agua, temperaturas diurnas entre 18 a
24°C y temperaturas nocturnas bajo los 15°C.

Después de la plantacion o aun antes el tubérculo semilla desarrolla brotes y raices. Si el
tubérculo/semilla ha desarrollado brotes antes de plantacion, formara inmediatamente raices y la
emergencia se acelera. La humedad del suelo es necesaria para la formaciéon de raices y el
temprano crecimiento de la planta. Baja humedad y baja temperatura la emergencia se retrasa.

La temperatura ideal de brotacion es de 18°C. Temperaturas inferiores retrasan la brotacién y

emergencia y temperaturas superiores, pueden estresar el tubérculo y generar enfermedades.

3.2.2.8. Certificacién de la papa — semilla

e Definicion

Se indica a la semilla como el “origen del suceso” y ello reviste una connotacion relevante
esencial en cualquier proceso agricola.

Cualquier planta inicia su desarrollo a partir de una semilla, o de una parte vegetativa de la
planta en cuestiéon. Asi hablamos de reproduccion generativa (via semilla sexual) o reproduccion

vegetativa (via parte asexual).



La papa cultivada (Solanum tuberosum ssp tuberosum) es una planta que se multiplica

comercialmente, en forma vegetativa, a través del tubérculo. Esta forma de produccion la hace

susceptible a innumerables patégenos que deterioran su rendimiento, deforman su follaje o

simplemente la matan.

El abastecimiento del tubérculo — semilla que reuna ciertas cualidades, tradicionalmente ha

sido realizado por agricultores y/o empresas insertos en una regiéon adecuada a tal fin.

e Objetivos de la certificacion

Los objetivos de la certificacion son garantizar:

La alta sanidad de la cosecha, especialmente a enfermedades virosas que son
transmitidas por el tubérculo — semilla

Procedencia: que corresponda a papas bajo el régimen de certificacién y no a otras
producciones.

Pureza: que corresponda a la variedad especifica y no a otra ni a mezcla de
variedades.

Calibre: que corresponde a uno de calibre semilla (28 — 55 mm de diametro) para

garantizar un numero adecuado de plantas por unidad de superficie.

Estos objetivos se consiguen son:

Regiones de produccion normal

Estar libre de enfermedades cuarentenarias, entre estas estan aquellas provocadas
por Pseudomonas solanacearum, Globodera rostochiensis, Angiosorus solani y
Corynebacterium sepedonicum.

Baja incidencia de enfermedades comunes como Streptomyces scabies, Rhizoctonia
solani, Erwinia sp. y otras.

Baja actividad de insectos portadores de virus durante el desarrollo del cultivo. Los
afidos son propagadores de virus durante el desarrollo del cultivo.

Amplia rotacién del cultivo

Clima y suelo adecuado traducido en temperaturas, fotoperiodo, humedad vy
ventosidad.

Aislamiento de otros cultivos, sobre todo huertas, en donde se encuentran gran
cantidad de insectos.

Conocimiento técnico del manejo productivo y tecnologias adecuadas al proceso.

e Etapas de certificacion de papa — semilla

Las etapas de la certificacion son las siguientes:

Prebasica: es la semilla obtenida a partir del material parental a través de un numero

limitado de generaciones fijadas por e creador con informacion al organismo certificador,

de modo que abastezca de suficiente semilla basica.



e Basica: es aquella proveniente de semillas prebésicas, producida bajo la responsabilidad
del duefio de la variedad y que cumpla con las normas establecidas. El destino es la
produccién de semillas certificadas.

e Certificada 1° y 3° generacion: es el producto de la multiplicacién de la semilla basica,
producida bajo el régimen de certificacion que cumple con las normas establecidas de
acuerdo a su etapa.

e Corriente: es aquella que sin ser certificada cumple con los requisitos que establece el

reglamento y con las normas pertinentes.

3.2.3. Costra negra de la papa: (Rhizoctonia solani)

Rhizoctonia solani

3.2.3.1 Clasificacion taxonomica
Rhizoctonia solani es un hongo que pertenece a:

- Reino: Mycetae
- Division: Eumycota
- Subdivisién: Deuteromycotina (Hongo imperfecto)

- Clase: Agonomycetes

- Orden: Agonomycetales
- Género: Rhizoctonia

- Especie: solani

Este hongo no produce esporas asexuales (conidios) y solo ocasionalmente produce
esporas sexuales (basiodosporas), que hacen que esta especie sea un Basidiomiceto al que se

denominé Thanatephorus cucumeris.

Este hongo fue originalmente descrito por Julios Kiihn en plantas de papa el afio 1858. Se
caracteriza porque no produce conidias, su reproduccion es por fragmentacion. Esta familia de

hongos son saprofitos y parasitos de plantas, las células son multinucleadas y la base de la células

que da origen a una ramificacion tiene una constriccién.

Debido a que R. solani y otras especies de Rhizoctonia no producen conidias y rara vez
producen basidiosporas, su clasificacion ha sido dificultosa. En 1960 los investigadores observaron
diferencias morfolégicas del hongo en cultivos in vitro en varias especies de plantas, que llevaron a
una necesidad de clasificar a Rhizoctonia. En 1969 Parmeter y colegas en la Universidad de
California reintroducieron el concepto de “anastomosis hifal”, para caracterizar e identificar al
género Rhizoctonia. El concepto implica a aislamientos de Rhizoctonia que tienen la capacidad de

reconocer un punto de unién (anastomosis)



Grupos de anastomosis de Rhizoctonia spp. binucleada y multinucleada

Se sabe ahora que R. solani es una especie “colectiva” (George Agrios) que consta por lo
menos de cuatro (y quiza de mas) cepas mas o menos emparentadas. Dichas cepas se distinguen
entre si debido a que las anastomosis (fusion de hifas que entran en contacto) solo se producen
entre los aislados de un mismo grupo de anastomosis. Después de que ha ocurrido la
anastomosis, la cual puede detectarse con un microscopio, se forma una hifa heterocariota, bajo
ciertas condiciones, a partir de una de las células que se anastomosan. Sin embargo en la vasta
mayoria de las anastomosis, de cinco a seis células localizadas a cualquier lado de las células que
se han fusionado quedan incluidas en una vacuola y mueren y toman la apariencia de una zona
clara en el punto de unién de dos colonias. Esta “reaccion destructiva” entre los aislados de un
mismo grupo de anastomosis es la expresion de una incompatibilidad somatica o vegetativa, ésta
incompatibilidad limita la exogamia (mezcla de cepas) a unos pocos apareamientos compatibles.
La existencia de los grupos de anastomosis en R. solani representa el aislamiento genético de las

poblaciones en cada grupo.

Aun cuando los diferentes grupos de anastomosis no sean totalmente especificos de su
hospedante, muestran algunas tendencias bastante definidas: los aislados de un grupo de
anastomosis (AG1) producen pudriciéon de las semillas y del hipocotilo y tizones de tejidos aéreos
de muchas especies vegetales; los aislamientos del grupo AG2 ocasionan un cancro de los cultivos
que producen raices comestibles, etc. El reconocimiento de la existencia de los grupos de
anastomosis y de su mayor o menor especificidad por el hospedante ha sido importante para
determinar el grupo de anastomosis del aislamiento que debe utilizarse para llevar a cabo
inoculaciones dirigidas al mejoramiento de diferentes cultivos para obtener resistencia a

Rhizoctonia.

El criterio de anastomosis hifal ha sido usado extensamente para la clasificacion de los
aislamientos de Rhizoctonia en grupos taxonémicos distintos llamados grupos de anastomosis. En
la practica la anastomosis hifal es determinada de varias maneras, la practica mas comun es dejar
crecer dos aislamientos de Rhizoctonia entre dos portaobjetos, el area de emergencia de la hifa es

luego microscépocamente examinada para determinar las interacciones hifales.

Si el par de aislamientos pertenece al mismo grupo de anastomosis se produce una fusion
hifal (anastomosis), la ausencia de fusién hifal indica que entre los dos aislamientos existe una
gran diferencia genética (pertenecen a diferente especie por ejemplo). Poco se conoce a cerca de
los mecanismos genéticos que controlan este proceso de reconocimiento en Rhizoctonia. Se han
asignado 12 grupos de anastomosis. La anastomosis hifal y métodos moleculares estan siendo

utilizados para estudiar la taxonomia, ecologia y patologia de R. solani.

3.2.3 3. Huéspedes y distribucion geografica



Rhizoctonia es un hongo habitante del suelo y tiene como hospederos una gran variedad
de plantas, en las cuales ocasiona enfermedad, incluyendo malezas, a casi todas las hortalizas y
plantas florales, varios cultivos mayores y también a las plantas perenes tales como los pastos
para césped, arbustos y arboles. Rhizoctonia solani afecta la mayoria de las plantas, otras
especies de Rhizoctonia, por ejemplo R. crocorum ataca sélo 6rganos subterraneos de muchas
hortalizas y plantas de ornato y las partes enfermas de la planta muestran una coloracion violeta o

rojo debido al color purpura del micelio del hongo.

La rizoctoniasis es una enfermedad ampliamente distribuida en las zonas de produccion de papa
del mundo y de Bolivia, alcanzando incidencias hasta del 90% en los departamentos de
Cochabamba, Chuquisaca, Potosi, Oruro, La Paz y Tarija. Plantas severamente afectadas con
rizoctoniasis muestran una disminucion en rendimiento hasta de un 96%. El efecto en la calidad es
altamente significativo en relacién al de las plantas sanas. Puede ocasionar cosechas de 80% de

tubérculos pequefios y deformes y solo 20% de tamafio regular.

3.2.3.4 Morfologia



El micelio vegetativo de R. solani es de un color marrén claro cuando el cultivo es joven a
medida que va envejeciendo va tornandose mas café. En papa — dextrosa - agar, R. solani produce
colonias de color marrén claro y apariencia estromatica, que no desarrolla micelio aéreo ni
esclerocios, pero si forma células de tipo monilioide inmersas en un crecimiento de aspecto
herrumbroso. Las observaciones realizadas con microscopia de luz normal de alta resolucion,
demostraron que las células vegetativas del hongo son multinucleadas. El nUmero de nucleos varia

de 3 a 8, siendo 5 el promedio registrado en las células terminales y en las otras células.

El micelio esta compuesto de hifas segmentadas en células individuales divididas por un
septo que posee un poro, a través del cual se produce el movimiento e intercambio de
componentes del citoplasma y organelos como las mitocondrias. Las hifas frecuentemente son
ramificadas con un angulo de 90° con respecto a la hifa principal, conteniendo usualmente mas de
tres nacleos por célula, la anatomia del poro septal y el nimero de nucleos celulares han sido

utilizados para diferenciar R. solani de otras especies de Rhizoctonia.

R. solani rara vez produce un estado perfecto de basidiomiceto conocido como
Thanatephorus cucumeris, esta fase se forma cuando hay suficiente humedad y tiene el aspecto
de un mildiu fino que se desarrollo sobre el suelo, hojas y tallos infectados que se encuentran por
encima del suelo. Los basidios tienen una forma de barril, se forman sobre una capa membranosa

de micelio y tienen cuatro esterigmas cada uno de los cuales produce una basidiospora ovoide.
3.2.3.5 Ecologia y ciclo de la enfermedad

Rhizoctonia solani se reproduce asexualmente y existe primariamente como micelio
vegetativo o esclerotios. Las estructuras sexuales y basidiosporas (teleomorph) fueron descritas
por primera vez en detalle por Prillieux y Delacroiz en el afio 1891. El estadio sexual de R. solani
ha recibido varios nombres desde entonces, pero ahora es conocido como Thanatephorus

cucumeris.

R. solani puede sobrevivir en el suelo y en tejidos vegetales por muchos afios en forma de
pequefas estructuras cafés de forma irregular (1 a 3 mm de didmetro) llamados esclerotios. R.
solani también puede sobrevivir como saprofito en forma de micelio colonizando suelo rico en
materia organica. Los esclerotios o micelio presentes en el suelo o tejidos vegetales germinan
para producir hifas que pueden atacar un amplio rango de plantas. El hongo es atraido hacia las
plantas por estimulantes quimicos producidos por ellas mismas o por descomposicion de residuos
vegetales, luego del contacto del hongo con la planta, este continla creciendo en la superficie
externa de la planta llegando a producir enfermedad con la ayuda de una estructura que penetra la
célula vegetal; el hongo consume los nutrientes del vegetal para continuar creciendo. En el proceso
de infeccidn participa también enzimas extracelulares producidas por el hongo que degradan varios

componentes de la pared celular vegetal (celulosa, quitina y pectina) asi el hongo mata las células



vegetales y sus hifas contindan creciendo hasta colonizar el tejido muerto, frecuentemente
formando esclerotios, que constituyen nuevos indculos, que iniciaran un nuevo ciclo celular que se

repite cuando estan disponibles nuevos substratos.

El hongo se mantiene de un afio a otro como esclerocios y como micelio en residuos de
cosecha que se encuentran en el suelo. En la siembra de papa del siguiente afio y en presencia de
condiciones favorables de humedad, los esclerocios germinan y el micelio desarrolla infectando
los brotes y tallos. La formacion de esclerocios sobre la superficie de los nuevos tubérculos ocurre
en condiciones de suficiente humedad y temperatura 6ptima de 18° C, sin embargo el maximo
desarrollo de esclerocios de produce cuando los tubérculos que se encuentran listos para ser

cosechados se mantienen en el campo por un tiempo prolongado.

3.2.3.6 Sintomas

Rhizoctonia solani ataca primariamente varias partes de la planta, desde la raiz, tallos,
hojas y frutos. La enfermedad por Rhizoctonia es iniciadas por el micelio o esclerotios, las
basidiosporas sirven como agentes de dispersion del hongo, que germinan para producir las hifas
que infectan las hojas durante los periodos de alta humedad.

La enfermedad afecta solo los tejidos jévenes de brotes, tallos y estolones.

e En plantas: La enfermedad afecta a los brotes del tubérculo. Los brotes afectados muestran en

la base lesiones necréticas de color marrén, que cuando son profundas los estrangulan. Sin
embargo aun en este estado, la planta puede desarrollar desde la parte inferior del tallo
estrangulado, brotes nuevos que si no son afectados emergen finalmente del suelo.
Si las lesiones son mas o menos superficiales, la planta afectada se muestra débil y crece
lentamente. Luego cuando las plantas llegan a ser adultas, muestran amarillamiento y
encarrujameinto de las hojas apicales, las lesiones necréticas o cancros interfieren el normal
movimiento de nutrientes dando lugar a la formacion de tubérculos aéreos en las axilas de las
hojas. Los tubérculos aéreos sin embargo no son exclusivos de esta enfermedad, porque
también se forman por una serie de otras causas como el bloqueo de los haces vasculares
causado por dafios mecanicos, corte parcial del tallo causado por insectos o por patégenos
como Verticillium. Otro de los sintomas asociados con la rizoctoniasis es el encarrujamiento de
las hojas apicales y esto ultimo ocurre cuando las raices estan afectadas.

e En tubérculos: En la superficie de los tubérculos maduros se forman esclerotes de color negro
a castafio oscuro. Los esclerotes toman forma de terrones, de ahi su nombre de costra negra,
pueden presentar también agrietaduras, mal formaciones, concavidades y necrosis en el

extremo de unién con el estolon.



e En estolones: La enfermedad ataca a los estolones, ocasionando lesiones necroéticas que
pueden estrangularlos o matarlos. Cuando esto ocurre, los tubérculos que estan en pleno
desarrollo quedan pequefios.

e Enraices: La enfermedad afecta las raices y como consecuencia produce encarrujamiento de
las hojas apicales. En algunos casos este sintoma puede ser confundido con el producido por
el virus del enrrollamiento de la papa (PLRV).

e Enla base del tallo: Durante el desarrollo de la planta en suelos infestados, se puede observar
la presencia de una capa miceliana de color blanco - grisaceo en la base de los tallos, desde
el nivel del suelo hacia arriba en una longitud aproximada de 10 cm. En esta capa se
encuentran las estructuras que corresponden a la fase sexual del hongo, la misma que no
produce ningun dafio a la planta ya que al frotarse con la yema de los dedos del tallo que
estuvo cubierto con esta capa se muestra completamente sano.

e Entubérculos: En la superficie de los tubérculos afectados se observa la presencia de costras
negras, llamadas esclerocios que son las estructuras de conservacion del hongo, las costras
negras le dan un mal aspecto a los tubérculos y en un mercado exigente, los tubérculos
afectados son rechazados.

e En Plantulas: La enfermedad afecta las plantulas procedentes de semilla botanica, cuando las
plantulas de papa se han desarrollado en bandejas o en campos de almacigos son
transplantadas al campo, son severamente afectadas por un complejo de patégenos entre los
cuales se encuentra R. solani.

En condiciones favorables de humedad (alta) y de temperaturas (16-18°C) estas estructuras

germinan e infectan a la planta de papa. La enfermedad ataca al cultivo de papa en tres estadios

de desarrollo:
e Enla brotacion
e En el desarrollo vegetativo
e Enlatuberizacién
e Enla brotacion

Los dafios mas severos se producen poco después de la siembra, especialmente en suelos frios y

himedos.

El hongo ataca los ojos y brotes subterraneos anulando o retardando su emergencia, dando como

consecuencia campos con fallas en la emergencia, desigualdad en el crecimiento, plantas débiles y

por lo tanto reduccién del rendimiento.

e En el desarrollo vegetativo

En los tallos y estolones el hongo ataca ocasionando cancros que pueden llegar a estrangularlos,

pudiendo dar como efecto:

e Coloracién purpurea de las hojas apicales (antocianescencia)



e Enrollamiento de las hojas apicales

e Engrosamiento de las yemas axilares en donde se producen tubérculos aéreos

e Reduccion en la produccion

La fase sexual se presenta en la superficie de los tallos cuando hay suficiente humedad,
por encima de la linea del suelo, formando una capa tenue blanco plomiza de apariencia
polvorienta que se desprende facilmente al frotarla con los dedos. El tejido que queda por debajo
se presenta sano. Esta fase que el agricultor denomina “pantalén blanco”, no ocasiona dafio
economico.

e En la tuberizacion
Los sintomas en los tubérculos son los que se observan con mayor frecuencia afectando su
calidad. Una de las manifestaciones es la formacién de la piel escamosa que empieza en los ojos 0
en el extremo mas joven del tubérculo y consiste en el resquebrajamiento de la piel en forma de
red con mallas de diferente tamafio que pueden llevar a agrietaduras, concavidades y
malformaciones del tubérculo.
Sobre la superficie de los tubérculos el hongo produce masas compactas de micelio (filamentos
que constituyen el cuerpo del hongo) llamadas “esclerotes” de color negro o castafio oscuro que
pueden ser de diferentes tamarfos y formas y sobre los que normalmente se adhiere la tierra. Estos
pueden ser facilmente extraidos con la ufia no siendo afectada la piel del tubérculo. La madurez
del tubérculo asi como los niveles altos de humedad y sobre todo la falta de drenaje tienden a

incrementar la formacion de esclerotes sobre los tubérculos.

3.2.3.7 Prevencion

Utilizar tubérculos - semilla libres de la enfermedad
Tratar los tubérculos — semilla con productos quimicos
Realizar practicas culturales que permitan una rapida emergencia
Evitar la siembra en suelos humedos y poco drenados
Realizar rotacién de cultivos especialmente con cereales
e Control quimico de la rizoctoniasis
Entre las medidas de control la mas efectiva al presente es el control quimico, este es
conveniente también aplicarlo en los tubérculos — semilla. Las ventajas del tratamiento quimico con
fungicidas a los tubérculos — semilla antes de la siembra son:
e Mayor emergencia
e Mayor uniformidad en el desarrollo de las plantas en la parcela
e Mayor numero de tallos por parcela

e Menor porcentaje de tallos afectados



e Menor intensidad de dafio en estolones

e Incremento en los rendimientos

¢ Menor incidencia e intensidad de dafio por piel escamosa y esclerotes sobre los

tubérculos, lo cual refleja en una mejor calidad de los tubérculos — semilla

Los fungicidas utilizados para el control de la rizoctoniasis son el Thiabendazol 60% (Tecto
600), Thiabendazol 60% mas Iprodione 50% (Tecto 600 mas Rovral), Pencycuron 25%
(Monceren), Pencycuron 20% m’s Captan 50% (Monceren CA). Varios fungicidas incluyendo
algunos de contacto (iprodiones y el clorotalonil) y sistiemicos (carboxina, triadimefon y tiofanato
de metilo) al parecer proporcionan un control de las enfermedades por Rhizoctonia en algunos
cultivos.

Es conveniente rotar los fungicidas recomendados para el tratamiento de tubérculos — semilla
en campafas sucesivas en una misma parcela. Es decir que si en una parcela determinada en una
campafia se utiliza un fungicida, en la siguiente campana utilizar otro fungicida. Esto es con el
proposito de no favorecer la posibilidad de desarrollo de poblaciones de Rhizoctonia solani o de
otros patdgenos del suelo resistentes a alguno de los fungicidas.

En Bolivia se tiene evidencia de que el fungicida Pencycuron actua algo mejor para la fase de
esclerotes y el fungicida Thiabendazol en las fases de ataque a brotes y cancros. Esto podria
orientar la seleccion del fungicida de acuerdo a la fase mas problematica en una parcela

determinada.

e Control bioldgico de la rizoctoniasis

Se viene realizando esfuerzos por desarrollar métodos de control biolégico de las
enfermedades por Rhizoctonia. Rhizoctonia es parasitado por varios microorganismos como los
hongos Trichoderma, Gliocladium, y Laetisaria, varias mixobacterias del suelo y por nematodos
micofagos como Aphelenchus avenae. Entre los enemigos naturales de R. solani los mas
eficientes son Trichoderma harzianum, Rhizoctonia binucleada y Verticillium bigutatum. Especies

del género Trichoderma podrian parasitar y producir antibiéticos contra Rhizoctonia solani.

La adicién de estos organismos a los suelos infestados por Rhizoctonia o el
tratamiento de las semillas, tubérculos y trasplantes con suspensiones de esporas
o micelio de los hongos hipovirulentos o antagonistas o bien con las mixobacterias
antes de realizar la siembra, disminuye de manera considerable la incidencia y

severidad de la enfermedad en cultivos como la zanahoria, frijol, clavel y la papa.



4. MATERIAL Y METODOS

Los ensayos experimentales in vitro se llevaron a cabo en los laboratorios del Instituto de
Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB) de la Universidad Mayor de San Andrés.
Las pruebas de campo se realizaron en los campos de cultivo de papa del Centro de
Investigaciones Nucleares (CIN), una Institucién que tiene como una de sus funciones producir
semilla prebasica de papa, dependiente del Instituto de Ciencia y Tecnologia Nuclear (IBTEN)
ubicado en el canton Surimanta aledafio a la localidad de Viacha de la provincia Ingavi del
departamento de La Paz, a 3853 m.s.n.m., 16° 39’ Latitud Sur y 68° 18’ Longitud Oeste. El clima
de la region es frio, con una temperatura media anual de 7.1°C, una temperatura minima absoluta
de -3.4°C y una temperatura maxima de 16.6°C, una humedad relativa media anual de 57.8%.
La Fundacion: Promocioén e Investigacion de Productos Andinos (PROINPA) del departamento de
Cochabamba, nos proporcioné el aislamiento de Rhizoctonia solani, la que constituyé nuestra

cepa de referencia.

4.1 Aislamiento de Rhizoctonia solani y de hongos de tierra del
CIN — Viacha

4.1.1 Determinacion del area de trabajo

La recoleccion de muestras de plantas de papa y de tierra se realiz6 en el CIN, ubicado en

la localidad de Viacha de la provincia Ingavi del departamento de La Paz.
4.1.2 Aislamiento de Rhizoctonia solani

4.1.2.1 Recoleccion de muestras

Para el aislamiento de R. solani, se recolectaron plantas de papa con signos de rizoctoniasis,
raices y tallos que presentaban estrangulacion y necrosis, tubérculos con costras negras y ojos

ciegos caracteristicos de la enfermedad, ademas de tierra circundante a dichas plantas.
4.1.2.2 Siembra de las muestras en medios de cultivo

De los limites de las lesiones de tallo y raices se cortaron fragmentos de 1 cm de longitud

aproximadamente y de los tubérculos se separaron las zonas de la costra, las cuales fueron

1



sumergidas por 2 minutos en una solucion de hipoclorito de sodio (1.0%), lavadas varias veces en
agua destilada estéril, secadas y transferidas asépticamente a placas Petri de 10 cm de diametro
con medio Agar Papa Dextrosa (APD) (20 ml) (ANEXO 1). Las placas se incubaron a 15 — 20°C

por el lapso de 5 a 10 dias, hasta observar el desarrollo de colonias fungosas.

4 .1.2.3. Aislamiento e identificacion

Las colonias sospechosas de R. solani se subcultivaron en otras placas Petri de 10 cm de
diametro con medio APD (20 ml) y se incubaron a 15 — 20°C, hasta lograr su pureza.

La colonia de R. solani asi aislada se identific6 macroscopica y microscopicamente por el
método de la cinta scotch que consiste en disponer de una gota de hidréxido de potasio (10%) o
azul de metileno (ANEXO 1) sobre un portaobjeto, con la ayuda de la parte pegajosa de la cinta
scotch se logra adherir a ésta el micelio de la colonia fungosa a identificar ejerciendo una leve
presion sobre la colonia. La cinta posteriormente es colocada sobre un portaobjeto y se procede a
la observacion al microscopio primeramente con un aumento de 10X luego con un aumento de 40X

comparandola con nuestra cepa de referencia.

4.1.3 Aislamiento de hongos de tierra del CIN - Viacha

4.1.3.1 Recoleccion de muestras

Para el aislamiento de hongos de tierra del CIN, se colectaron terrones de tierra de diferentes

partes del Instituto: 3 de campo abierto, 3 de las camas protegidas y 3 del invernadero.
4.1.3.2 Siembra de las muestras de tierra en los medios de cultivo
Se sembré una alicuota de 100 ul de una suspension de tierra (3g) en solucién fisiolégica
estéril (5 ml) en una placa Petri de 10 cm de diametro con medio APD (20 ml). Las placas se
incubaron a 15 — 20°C por el lapso de 5 a 10 dias, hasta observar el desarrollo de colonias
fungosas.

4.1.3.3. Aislamiento e identificacion

Las diferentes colonias asi obtenidas se aislaron y purificaron tomando una porcién

superficial de cada masa de micelio y traspasandolas a otra placa Petri de 10 cm de diametro



con medio APD (20 ml) y se incubaron a 15 — 20°C por el lapso de 5 a 10 dias. Este
procedimiento se repitié hasta lograr la pureza de los hongos.
Los hongos asi aislados se identificaron por el método de la cinta scotch ya mencionada y

se almacenaron para los ensayos posteriores.

4.2 Determinacion de las condiciones de cultivo optimas y cinética de

crecimiento de Rhizoctonia solani

4.2.1 Determinacion de las condiciones de cultivo éptimas y cinética de

crecimiento en medio de cultivo sélido de R. solani.
4.2.1.1 Obtencion del micelio semilla

Para todos los ensayos in vitro con R. solani, se utilizé como inoculo de este hongo un
micelio semilla que consistié en un trozo de agar de 4 mm de diametro con micelio de R.
solani, obtenido con la ayuda de un sacabocados de una superficie comprendida entre 1y 3
cm del borde externo de una placa Petri de 10 cm de diametro con medio APD (20 ml), que
contenia micelio de R. solani después de 5 a 10 dias de incubacién a 15 — 20°C de

temperatura. (Fig. N°1)



Fig. N°1: Esquema del area de toma de muestra del micelio semilla de R. solani en una

placa Petri

1cm

3cm

Area de toma de muestra del

micelio semilla de R. solani

4.2.1.2 Determinacién de la temperatura 6ptima de desarrollo de R. solani

e Se coloco el micelio semilla de R. solani en el centro de 9 placas Petri de 10 cm de
diametro con medio APD (20 ml), 3 de ellas se incubaron a 12°C, 3 a 14°C, 3 a 16°C, 3 a
18°C, 3a20°C, 3a25°Cy 3 a28°C de temperatura, por el lapso de 5 a 10 dias.

e Se determind en cada placa orientaciones fijas: Norte, Sur, este y Oeste. Con una regla
milimetrada se procedié a medir cada 24 horas el crecimiento del frente hifal en las cuatro
orientaciones hasta que el micelio llegue al borde externo de la placa, con estos resultados
se calculd el area de avance micelial y la tasa de crecimiento expresado en cm?/h, con
dichos datos se construyeron las curvas de crecimiento. Del area de crecimiento total se
descont6 el area del indculo inicial es decir el area del micelio semilla. Con el fin de

determinar la temperatura 6ptima en la cual R. solani desarrolla con mayor rapidez.
4.2.1.3 Determinacion de la influencia de la luz en el desarrollo de R. solani

e Se coloco el micelio semilla de R. solani en el centro de 6 placas Petri de 10 cm de

diametro con medio APD (20 ml).



Las placas se incubaron a 16 — 25°C por el lapso de 5 a 10 dias, 3 de ellas expuestas a
una lampara de luz halégena y 3 en oscuridad.

Se determiné en cada placa orientaciones fijas: Norte, Sur, este y Oeste. Con una regla
milimetrada se procedi6é a medir cada 24 horas el crecimiento del frente hifal en las cuatro
orientaciones hasta que el micelio llegue al borde externo de la placa, con estos resultados
se calculd el area de avance micelial y la tasa de crecimiento expresado en cm?/h, con
dichos datos se construyeron las curvas de crecimiento. Del area de crecimiento total se
descontd el area del indculo inicial es decir el area del micelio semilla. Con el fin de

determinar si la luz influye en el desarrollo de R. solani.

4.2.1.4 Determinacion del medio de cultivo éptimo para el desarrollo de R. solani

Se colocd el micelio semilla de R. solani en el centro de 9 placas Petri de 10 cm de
diametro, 3 de ellas con medio APD (20 ml), 3 con agar Saboraud (20 ml) (ANEXO 1)y 3
con agar nutritivo (20 ml) (ANEXO 1).

Todas las placas se incubaron a 16 — 25°C por el lapso de 5 a 10 dias.

Se determind en cada placa orientaciones fijas: Norte, Sur, Este y Oeste. Con una regla
milimetrada se procedié a medir cada 24 horas el crecimiento del frente hifal en las cuatro
orientaciones hasta que el micelio llegue al borde externo de la placa, con estos resultados
se calculd el area de avance micelial y la tasa de crecimiento expresado en cm?/h, con
dichos datos se construyeron las curvas de crecimiento. Del area de crecimiento total se
descontoé el area del indculo inicial es decir el rea del micelio semilla.

Con el fin de determinar en qué tipo de medio de cultivo R. solani desarrolla con mayor

rapidez.

Las tasas de crecimiento micelial se obtuvieron de la siguiente manera:

- Se obtuvo el promedio de los radios en las cuatro orientaciones: Norte, Sur, Este y Oeste de

todas las placas Petri utilizadas por cada dia hasta que el micelio alcanzé el borde externo de la

placa.

- Se calculd el area del micelio en cm? para cada dia con la férmula:

Area= x radio 2

- Luego se obtuvo la tasa de crecimiento micelial en cm2/h con la siguiente formula:

Tasa de crecimiento micelial (cm®/h) = Area (cm®)/tiempo transcurrido (horas)

Finalmente se obtuvo el promedio de todas las tasas obtenidas de cada dia.

Los datos para las determinaciones de las tasas de crecimiento micelial se muestran en los
ANEXOS 3 al 5.



4 2.2 Determinacion de la cinética de crecimiento de R. solani en medio de

cultivo liquido

e Se dispuso de 4 matraces Erlenmeyer (150 ml), 2 de ellos con Caldo Papa Dextrosa (CPD)
(50 ml) y 2 con Caldo Saboraud (50 ml).

e Se colecté una muestra del medio de cultivo (5 ml) de cada matraz y se la almacend en un
vial estéril a 4°C.

e Se inoculd 4 matraces con el micelio semilla de R. solani. Dos matraces: uno con medio
CPD vy otro con Caldo Saboraud se incubaron en condiciones de agitacion en un Shaker a
una velocidad de 150 r.p.m. por un lapso de 7 dias. Los otros dos matraces: uno con
medio CPD y el otro con Caldo Saboraud se incubaron en condiciones estacionarias por el
lapso de 14 dias.

e Latemperatura de incubacion de los 4 matraces fue de 20°C. (Tabla N°1).

Tabla N°1: Distribucion de los matraces para la determinacion de la cinética de crecimiento de

R. solani en medio liquido.

Cultivo en Batch Medio de Cultivo Tiempo de Temperatura
CPD C. Saboraud incubacion incubacion

Agitacion 1 Matraz 1 Matraz 7 dias 18°C

Estacionario 1 Matraz 1 Matraz 14 dias 18°C

e Las tomas de muestra de los medios de cultivo se realizaron de la siguiente manera:

e Matraces en agitacion: Se tomaron 7 muestras del medio de cultivo (5 ml) en tubos de
ensayo estériles, cada 24 horas durante 7 dias.

e Matraces en estacionario: Se tomaron 7 muestras de medio de cultivo (5 ml) en tubos de
ensayo estériles, cada 48 horas durante 14 dias.

Inmediatamente colectadas las muestras se centrifugaron a 3500 r.p.m. por 15 minutos.

Los sobrenadantes se almacenaron en viales estériles a 4°C debidamente rotulados con el

tiempo de toma de muestra, condiciones de incubacion y el medio de cultivo del cual se extrajo

la muestra.



4.2.2.1 Determinacion de la variacion del pH
A tiempo de tomar las muestras de medio de cultivo en cada tiempo, se determinaron sus pH,

con la ayuda de una cinta pHmetro.

4.2.2.2 Determinacion de la variacion de la concentracién de glucosa
La determinacion de la concentracion de glucosa se efectué en todas las muestras

recolectadas, por el método enzimatico colorimétrico de la glucosa oxidasa. (ANEXO 2)

4.3 Obtencidén de los filtrados de cultivo de los hongos del cepario
del IIFB y del CIN — Viacha

4.3.1 Control de viabilidad y crecimiento de los hongos del cepario del IIFB
Previamente a la obtencion de los filtrados de cultivo de los hongos del IIFB, fue necesario
comprobar su viabilidad, ya que se encontraban como esporas criopreservadas a — 20°C, en
un medio de cultivo con leche.

Se inoculdé una alicuota de la suspension de esporas criopreservadas (200 ul) en tubos de
ensayo con Caldo Saboraud (2 ml). Incubamos los tubos a 25 - 28°C de temperatura por
aproximadamente 7 dias o hasta observar el desarrollo de micelio fungoso.

El micelio de los hongos asi obtenidos se inocularon en tubos de ensayo que contenian Agar
Saboraud en pico de flauta.

Los tubos se incubaron a 25 — 28°C para permitir el desarrollo del hongo y luego se
almacenaron para obtener a partir de su cultivo los filtrados a ser evaluados en su actividad

inhibitoria in vitro sobre R. solani.

4.3.2 Obtencion de los filtrados de cultivo de hongos del cepario del IIFB
y del CIN - Viacha

4.3.2.1 Obtencion y recuento de esporas
Se dispuso de 20 hongos pertenecientes al cepario del IIFB y 8 hongos aislados de tierras de
cultivo de papa del CIN — Viacha (Tabla N° 2)



Tabla N°2: Hongos del cepario del IIFB y hongos aislados del CIN- Viacha

HONGOS DEL CEPARIO HONGOS DEL
DEL IIFB CIN - VIACHA

CODIGO | IDENTIFICACION |CODIGO | IDENTIFICAICON

8 Aspergillus sp. 3V |Aspergillus sp.

10 No identificado 4V Streptomyces sp.

11 Rhopalomyces sp. 5V |Acaulopage sp.

16 Fusarium sp. 6V Syncephalastrum sp.
18 Basidiobotrys sp. v No identificado

30 No identificado 8V No identificado

34 No identificado Vv No identificado

36 Gliocephalis sp. 10V |No identificado

38 Streptomyces sp.
67 Penicillium sp.

88 No identificado
138 |No identificado
162  |Periconia sp.

160 |Geotrichum sp.
174  |No identificado
170  |Verticillium sp.
176  |Aspergillus sp.
220 |Trichoderma sp.
277  |Cefalosporium sp.
483 |Haloporangium sp.

Se dispuso de 20 hongos del cepario del IIFB y 8 hongos aislados del CIN en tubos con Agar
Saboraud en pico de flauta.
De cada hongo se obtuvo una suspension de esporas mediante lavado con tampon Tankuay
(ANEXO 1).
Realizando diluciones con el mismo tampdn se prepard una suspension con una concentracion
de 1x10 ° esporas/ml, el recuento de las esporas se realizé con la ayuda de una camara de
Neubauer.

4.3.2.2 Inoculacion en los medios de cultivo
Para cada hongo se dispuso de 4 matraces Erlenmeyer (250 ml), 2 de ellos con Caldo Papa
Dextrosa (CPD) (200 ml)y 2 con Caldo Saboraud (200 ml).
Los 4 matraces se inocularon con 200 ul de la suspension de esporas ya preparada.
Un matraz con CPD y otro con Caldo Saboraud se incubaron en condiciones de agitacion en

un Shaker a una velocidad de 150 r.p.m. por un lapso de 7 dias; los otros 2 matraces: uno con



CPD y otro con Caldo Saboraud se incubaron en condiciones estacionarias por un lapso de 14
dias.

e Latemperatura de incubacion para los 4 matraces fue de 28°C. (Tabla N°3).

Tabla N°3: Disposicién de los matraces para la obtencion de los filtrados de cultivo de hongos del
cepario del IIFB y del CIN.

Cultivo en Batch Medio de Cultivo Tiempo de Temperatura de
CPD C. Saboraud incubacion incubacion

Agitacion 1 Matraz 1 Matraz 7 dias 28°C

Estacionario 1 Matraz 1 Matraz 14 dias 28°C

e Las tomas de muestra de los filtrados de cultivo se realizaron de la siguiente manera:
e Matraces en agitacion: Se tomaron 7 muestras del medio de cultivo (10 ml) en tubos de
ensayo estériles, cada 24 horas durante 7 dias.
¢ Matraces en estacionario: Se tomaron 7 muestras de medio de cultivo (10 ml) en tubos de
ensayo estériles cada 48 horas durante 14 dias.
¢ Inmediatamente colectadas las muestras se centrifugaron a 3500 r.p.m. por 15 minutos.
e Los sobrenadantes asi obtenidos constituyen los filtrados de cultivo, los cuales se
almacenaron en viales estériles a — 20°C, debidamente rotulados con el cédigo del hongo,
tiempo de toma de muestra, condiciones de incubacion y el medio de cultivo del cual se extrajo

la muestra, para posteriormente evaluar su actividad inhibitoria in vitro sobre R. solani.

4.4 Evaluacion de la actividad bioldgica Inhibitoria in vitro de los
filtrados de cultivo de hongos del cepario del IIFB y del CIN- Viacha

sobre R. solani

4.4.1 Evaluacion de la actividad biolégica inhibitoria in vitro de los filtrados de cultivo por el método

de difusion en placa

e La evaluacion de la actividad biologica inhibitoria de los filtrados de cultivo obtenidos se realizé

por el método de difusién en agar, que consiste en:



e En placas Petri de 10 cm de diametro con medio APD (20 ml) se realizaron 5 horadaciones o
pozos en el agar, con la ayuda de un sacabocados de 1 cm de diametro, ubicados
equidistantemente en cada extremo de la placa a 1 cm del borde externo. (Fig. N° 2).

e En el centro de la placa se colocé el micelio semilla de R. solani.

e En uno de los 5 pozos se colocd una solucion de fungicida quimico: Benlate (0.035%) (200 ul)
como control positivo, en otro pozo CPD (200 ul) como control negativo.

e Enlos otros 3 pozos se colocaron 200 ul de los filtrados de cultivo a ser evaluados.

e Las placas Petri se incubaron a 16 — 25°C por el lapso de 5 a 10 dias hasta que el micelio de

R. solani llegue al borde externo de la placa.

Fig. N° 2: Esquema de la evaluaciéon de la actividad bioldgica inhibitoria de los filtrados de

cultivo sobre R. solani por el método de difusion en placa.

200 ul de Filtrado de O Micelio semilla de
Cultivo Q R. solani

200 ul del

200 ul del :O Control positivo
Control Negativo

v

e Las relaciones de antagonismo o la presencia de actividad biolégica inhibitoria se observaron
cuando el micelio de R. solani dej6 de desarrollar en las proximidades del pozo que contenia
el filtrado con actividad biologica sobre R. solani. Por el contrario cuando el micelio desarrollo
con normalidad, cubriendo totalmente el area cercana al pozo hasta alcanzar el borde externo
de la placa Petri, significo que el filtrado no poseia actividad biologica sobre R. solani. (Fig. N°
3).



Fig N° 3: Presencia y ausencia de actividad biolégica inhibitoria sobre R. solani de los

filtrados de cultivo por el método de difusién en placa

Control Positivo
Filtrado de cultivo ‘

con actividad
biolégica sobre R. solani
Filtrado de cultivo
sin actividad
biolégica sobre R.
solani
Control Negativo

e Los hongos del cepario del IIFB y del CIN que produjeron un filtrado de su cultivo con actividad

bioldgica inhibitoria sobre R. solani fueron seleccionados para los ensayos posteriores.

4.4.2. Obtencion de filtrados de cultivo de los hongos seleccionados, utilizando

diferentes medios de cultivo

e Se dispuso de los hongos seleccionados en tubos de ensayo con Agar Saboraud en pico de
flauta. A partir de estos se obtuvo una suspension de esporas con 1x10 6 esporas/ml de
tampoén Tanquay.

e Para cada hongo se dispuso de 10 matraces Erlenmeyer (250 ml), 2 de ellos con Caldo
Czapek (CCK), 2 con Caldo Glucosado de Saboraud, 2 con Caldo Harina de Maiz (CHM), 2
con Caldo Miel (CM) y 2 con Caldo Arroz (CA), con 200 ml de cada medio de cultivo por
matraz.

e Los 10 matraces de inocularon con 200 ul de la suspensién de esporas ya preparada.

e Un matraz de cada par de tipo de medio de cultivo se incubé en condiciones de agitacién en un
Shaker a una velocidad de 150 r.p.m. por el lapso de 7 dias. Y el otro matraz se incubd en
condiciones estacionarias por el lapso de 14 dias.

e Latemperatura de incubacion para todos los matraces fue de 28°C. (Tabla N°4).



Tabla N°4: Disposicion de los matraces para la obtencion de los filtrados de cultivo de

los hongos seleccionados, utilizando diferentes medios de cultivo.

Cultivo Medio de Cultivo Tiempo de | Temperatura de
en Batch CCK CGS CHM CM CA incubacion incubacion
Agitacion 1 Matraz 1 Matraz 1 Matraz 1 Matraz 1 Matraz | 7 dias 28°C
Estacionario |1 Matraz 1 Matraz 1 Matraz 1 Matraz 1 Matraz | 14 dias 28°C

e Las tomas de muestra de los filtrados de cultivo se realizaron de la siguiente manera:

e Matraces en agitacion: Se tomaron 7 muestras del medio de cultivo (10 ml) en tubos de
ensayo estériles, cada 24 horas durante 7 dias.

e Matraces en estacionario: Se tomaron 7 muestras de medio de cultivo (10 ml) en tubos de
ensayo estériles cada 48 horas durante 14 dias.

e Inmediatamente colectadas las muestras se centrifugaron a 3500 r.p.m. por 15 minutos.

e Los sobrenadantes que constituyen los filirados de cultivo se almacenaron en viales estériles a
— 20°C, debidamente rotulados con el codigo del hongo, tiempo de toma de muestra,
condiciones de incubacion y el tipo de medio de cultivo del cual se extrajo la muestra, para
posteriormente evaluar su actividad inhibitoria in vitro sobre R. solani y determinar si existen
diferencias de dicha actividad, cuando los hongos seleccionados se dejan desarrollar en

diferentes medios de cultivo liquidos para hongos.

4.4.2 Evaluacion de la actividad biolégica inhibitoria in vitro de los filtrados
de diferentes medios de cultivo de los hongos seleccionados sobre

R. solani por el método de dilucion.

e |a evaluacién de la actividad bioldgica inhibitoria de los filirados de diferentes medios de
cultivo obtenidos se realizé por el método de dilucidon, que consiste en la incorporaciéon del
ingrediente activo en el medio de cultivo (APD).

e Este ensayo se realizé en microplacas de 24 pozos. La evaluacion de la actividad para los
controles positivo, negativo y de los filtrados de cultivo, se realiz6 por duplicado.

e Se coloco Caldo Papa Dextrosa (CPD) (1 ml) en los dos primeros pozos de la microplaca como
control positivo de crecimiento, donde se espera el desarrollo del micelio de R. solani, (Pozos:

A1y B1). Posteriormente en los siguientes dos pozos hacia abajo, se coloco una solucion de




un fungicida quimico: Benlate (0.035%) (1 ml) como control negativo de crecimiento, donde no
se espera que R. solani desarrolle, (Pozos: C1 y D1). En los demas pozos se colocé 1 ml de
una dilucion 2 de los filtrados de cultivo provenientes del CPD. (Fig. N° 4). Es decir cada

microplaca nos sirvié para evaluar 10 filtrados de cultivo.



Fig. N°4: Distribucion de los controles positivo, negativo vy filtrados de cultivo en una microplaca

de 24 pozos.
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Donde C+: Dilucion Y2 del fungicida quimico Benlate en CPD: (0.035%) (1 ml)
C -: Caldo Papa Dextrosa (1 ml)

F: Dilucién Y2 de los filtrados de cultivo en CPD (1ml)

Luego se procedié a colocar en cada uno de los 24 pozos el micelio semilla de R. solani.

Las microplacas de incubaron a 16 — 25°C de temperatura por aproximadamente 6 dias, o

hasta que el micelio de R. solani cubra el area de los pozos C -.

La evaluacion de los resultados se realizé de la siguiente manera:

e Presencia de actividad biolégica inhibitoria: Se observé como la ausencia de desarrollo de
R. solani en aquellos pozos que contenian un filtrado de cultivo con actividad bioldgica
inhibitoria.

e Ausencia de actividad bioldgica inhibitoria: Se observé el desarrollo del micelio de R. solani
en aquellos pozos que contenian un filirado de cultivo sin actividad bioldgica inhibitoria.
Finalmente se determiné la potencia inhibidora de los filtrados de cultivo con actividad biolégica

sobre R. solani:

El ensayo se realizé en forma similar al anterior, mediante la realizacion de diluciones seriadas

de los filtrados de cultivo con actividad: 1/ 2, 1/ 4, 1/8, 1/16, 1/32 y 1/64 con CPD; con el fin de

determinar hasta qué dilucion el filtrado de cultivo aun presenta actividad bioldgica inhibitoria



sobre R. solani, siendo este filtrado considerado como el de mayor potencia y el hongo que lo
produce sera igualmente seleccionado.

e Paralos controles positivo, negativo y para cada dilucién del filirado de cultivo, se trabajé por
duplicado, es decir que una microplaca de 24 pozos nos sirvié para evaluar 2 filtrados ce
cultivo.

e Se coloco Caldo Papa Dextrosa (CPD) (1 ml) en los dos primeros pozos de la microplaca como
control positivo de crecimiento, donde se espera el desarrollo del micelio de R. solani, (Pozos:
A1y B1). Posteriormente en los siguientes dos pozos hacia abajo, se colocé una solucion de
un fungicida quimico: Benlate (0.035%) (1 ml) como control negativo de crecimiento, donde no
se espera que R. solani desarrolle, (Pozos: C1y D1). En los demas pozos se colocd las

diferentes diluciones de los filtrados de cultivo a ser evaluados (1 ml). ( Fig. N° 5).

Fig. N°5: Distribucion de los controles positivo, negativo y las diluciones seriadas de los filtrados

de cultivo en una microplaca de 24 pozos.
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Pozos: A1y B1: Control Positivo C+: Dilucion 2 del fungicida quimico Benlate en CPD:
(0.035%) (1 ml)



Pozos: C1y D1: Control Negativo C-: Caldo Papa Dextrosa (1 ml)

Pozos A2 y B2: Dilucién 1/ 4 del filtrado de cultivo con actividad en CPD (1ml)
Pozos C2 y D2: Dilucién 1/ 8 del filtrado de cultivo con actividad en CPD (1ml)
Pozos A3 y B3: Dilucién 1/ 16 del filirado de cultivo con actividad en CPD (1ml)
Pozos C3 y D3: Dilucion 1/ 32 del filtrado de cultivo con actividad en CPD 1ml)
Pozos A4 y B4: Dilucién 1/ 64 del filtrado de cultivo con actividad en CPD (1ml)

Luego se procedid a colocar en cada uno de los 24 pozos el micelio semilla de R. solani.

Las microplacas de incubaron a 16 — 25°C de temperatura por aproximadamente 6 dias, o

hasta que el micelio de R. solani cubra el area del pozo.

La evaluacién de los resultados se realizé de la siguiente manera:

e Presencia de actividad biolégica inhibitoria: Se observé como la ausencia de desarrollo de
R. solani en aquellos pozos que contenian la dilucién del filtrado de cultivo que aun posee
actividad bioldgica inhibitoria.

e Ausencia de actividad bioldgica inhibitoria: Se observé el desarrollo del micelio de R. solani
en aquellos pozos que contenian la dilucion del filtrado de cultivo sin actividad biolégica
inhibitoria.

e Ausencia de actividad bioldgica inhibitoria: Se observo el desarrollo del micelio de
R. solani en aquellos pozos que contenian la dilucién del filtrado de cultivo sin actividad
biolégica inhibitoria.

4.4.4 Criterios de seleccion de la cepa del hongo a ser utilizado en las pruebas de

campo

Para la seleccion del hongo a ser utilizado en las pruebas de campo se tomaron en cuenta los

siguientes aspectos:

Se seleccioné el hongo que produce un filtrado de cultivo cuya dilucion mas alta es aun capaz
de inhibir el desarrollo de R. solani in vitro.

Se dio preferencia al hongo cuyo filtrado de cultivo presenté actividad biolégica inhibitoria sobre
R. solani in vitro, que sea proveniente de la localidad de Viacha, con el fin de no romper el
equilibrio microbiano, introduciendo cepas fungicas que no se encontraban en ese lugar.

Debido a que el filtrado de cultivo debera obtenerse en mayor volumen:

El medio de cultivo seleccionado debera ser de preferencia de composicién lo mas simple

posible, para que su preparacion en grandes volumenes sea econémico, es asi que se dio



preferencia a los medios de cultivo: Caldo Papa Dextrosa, Caldo Arroz, Caldo Miel, Caldo
Harina de Maiz, y Caldo Zanahoria Papa.

e Se dio preferencia a las condiciones de cultivo estacionarias, por la mayor comodidad que
representa esta variante en relacion a las condiciones de agitacion, pensando en una posible
implemetacion del proceso en el campo, transfiriendo tecnologia que no resulte cara ni
compleja de instalar.

¢ Analizando estos aspectos se eligid al hongo Aspergillus sp. (Cédigo 3V), aislado de los
campos de siembra de papa del CIN de la localidad de Viacha, debido a que en condiciones de
cultivo estacionarias y en Caldo Papa Dextrosa, su filtrado de cultivo posee buena actividad
biolégica inhibitoria sobre R. solani in vitro, ademas de que este hongo no es dafiino para la

planta de papa, esto se determiné de la siguiente manera:

4.4.5. Prueba de inocuidad del hongo seleccionado en plantas de papa in vitro e

in vivo

e Debido a que el filtrado de cultivo del hongo seleccionado a ser aplicado en las parcelas de
plantas de papa no estara totalmente libre de esporas, fue necesario verificar la inocuidad del
hongo seleccionado: Aspergillus sp. para la planta de papa, realizandose los siguientes
experimentos:

¢ Ensayo in vitro: Se tomaron muestras de plantas de papa de los campos de cultivo del CIN:
tubérculo, raiz, hojas y tallos, se cortaron fragmentos de raices y tallos de 1 cm de longitud
aproximadamente y fragmentos de tubérculos y hojas que fueron sumergidas por 5 minutos en
solucion de hipoclorito de sodio (1.0%), lavados varias veces en agua destilada estéril,
secados y transferidos asépticamente a placas Petri de 10 cm de diametro que contenian
circulos de papel filtro estériles humedecidos son agua destilada estéril. Cada muestra se
coloco en dos placas Petri, para tener un testigo al que no se aplico las esporas de Aspergillus
sp.

e Se preparé una suspension de esporas de Aspergillus sp. con una concentracion de 10°
esporas/ml en solucién fisiolégica estéril.

e Esta suspensién se inoculd en diferentes lugares de la planta (20 ul).

e Se incubaron las placas Petri a 25 — 30°C por el lapso de 10 dias, humedeciendo el papel
filtro con agua destilada estéril de vez en cuando para evitar que se seque y el fragmento

vegetal permanezca fresco mas tiempo para realizar las observaciones.



¢ Finalmente se observo si el hongo inoculado en las diferentes muestras de la planta producia
algun dafio en el tejido vegetal, comparando con el testigo sin aplicacion de las esporas del
hongo.

e Ensayo in vivo: En los campos de cultivo de papa del CIN se tenian plantas de papa en forma
aislada producto de la germinacién de semillas no cosechadas, en el follaje de estas plantas y
en la tierra circundante a donde nacia el tallo, se aplico la suspensién de esporas de
Aspergillus sp. de una concentracion de 10° esporas/ml (50 ml) por planta en 4 plantas, con la
ayuda de un aspersor mecanico.

e Al cabo de 15 dias se observo si el hongo habia producido algun tipo de dafio en la planta,

comparando con otras plantas a las que no se les aplicé el hongo.

4.5 Evaluacion de la actividad bioldgica inhibitoria del filtrado de cultivo

del hongo seleccionado en parcelas de cultivo de papa

4.5.1. Determinacion del area de trabajo

e Las pruebas de campo se realizaron en los campos de cultivo de papa del CIN de la localidad
de Viacha, una localidad ubicada en la provincia Ingavi del departamento de La Paz.
o El ensayo se realiz6 en las estaciones de verano — otofio, durante los meses de noviembre del

afio 2002 al mes de mayo del afio 2003.
4.5.2. Preparacion del terreno de cultivo

e Se dispuso de dos parcelas de tierra cada una de 20 m? de superficie, denominadas camas
protegidas de produccion de semilla de papa. Ambas camas estaban rodeadas por una pared
de aproximadamente 1 m de altura, construida de adobe (bloques hechos de barro a manera
de ladrillos) esto nos permitié tener las areas de ensayo en forma aislada para un manejo mas
controlado, ademas que proveen un area de proteccion contra las heladas, creando un

microclima favorable.

e A la tierra de ambas camas se aplicaron con anterioridad materia organica vegetal, que
consistio en tierra himeda proveniente de las cumbres nevadas del departamento de La Paz.
Debido a que la papa responde bien al aporte de materia organica, este estercolado mejora

las condiciones fisicas del suelo, lo que beneficia el desarrollo del tubérculo. Este aporte



organico a la tierra debid ser incorporado algun tiempo antes de la siembra para evitar el

desarrollo de las enfermedades de la planta de papa.

e Se procedié a remover la tierra de ambas camas con el objeto de aflojarla, eliminar malezas e

incorporar nitrégeno y oxigeno.

4.5.3. Obtencién del filtrado de cultivo para ser evaluado en las parcelas de cultivo

de papa

4.5.3.1. Preparacion del inéculo

e Se dispuso del hongo seleccionado (Cédigo 3V) identificado como Aspergillus sp. aislado del
CIN — Viacha en tubos con APD en pico de flauta.

e De cada tubo se obtuvo una suspensiéon de esporas mediante lavado con tampén Tankuay
(ANEXO 1).

¢ Realizando diluciones con el mismo tampdn se preparé otra suspension con una concentracion
de 1x10 ° esporas/ml, el recuento de las esporas se realizd con la ayuda de una camara de

Neubauer.
4.5.3.2. Preparacion del medio de cultivo

e Para la primera aplicacién en las parcelas de cultivo de papa del CIN — Viacha se preparé 5

litros de medio de cultivo liquido: CPD en 6 matraces Erlenmeyer (1 litro).
4.5.3.3 Inoculacion del hongo seleccionado en los medios de cultivo

e Los 6 matraces se inocularon con 1.6 ml de la suspension de esporas ya preparada.

e Los 6 matraces se incubaron en condiciones estacionarias por un lapso de por lo menos 2
semanas, hasta que el medio de cultivo adquiera el color amarillo caracteristico luego de las
cuales la colonia del hongo que desarroll6 se separd del medio de cultivo obteniéndose asi el
filtrado de cultivo a ser evaluado en las parcelas de cultivo de papa.

e Latemperatura de incubacion para los 6 matraces fue de 28°C.

Obtencion de los sobrenadantes de cultivo para ser aplicados en el campo



4.5 4. Distribucion de los tratamientos

Utilizando laminas de lata, cada cama protegida de dividié en ocho partes, para tener un total
de 16 unidades experimentales.

El disefio experimental consistio en aplicar cuatro tratamientos con cuatro repeticiones de cada
uno y 30 plantas por unidad experimental; los tratamientos fueron identificados como: T+, T-,

C15y C30 y su distribucion en ambas camas protegidas es la siguiente:

FigN°6: Distribucion de los tratamientos: testigos sin tratar, testigo con tratamiento quimico y

tratamiento con el filtrado de cultivo en las dos camas de cultivo.

Cama N° 1

T+ T- C15 | C30 C15 | C30 T+ | T-

Cama N° 2

T- C15 C30| T+ T-1 C15 C30| T+




Donde:

T +: Testigos que recibieron tratamiento con un fungicida de origen quimico.

En estas cuatro unidades se aplicé cada 30 dias fungicidas comerciales de origen quimico,
intercalando un fungicida de accion sistémica: Bravo 500 (dosis: 1 ml/l agua, 5 litros) con otro
fungicida de contacto: Ramcaf 200 (dosis de 1 g/l, 5litros).

T -: Testigos que no recibieron ningun tratamiento antifingico

C15: En estas 4 unidades se aplicé el filtrado de cultivo (5 1) cada 15 dias

C30: En estas 4 unidades se aplico el filtrado de cultivo (5 |) cada 30 dias

Para la aplicacion de los fungicidas y filtrados de cultivo se utilizé una bomba de aspersion

manual.

4.5.5. Siembra de la semilla de papa

e El mes de noviembre del afio 2002, luego de preparar la tierra se aplicd un insecticida
quimico: Lorsdan (5l), con la ayuda de una bomba de aspersién manual.

e Se aplico el fungicida quimico de accion sistémica (51) a las unidades T + y el filtrado de cultivo
(21) a las unidades C15 y C30, con la ayuda de una bomba de aspersiéon manual.

e Se sembrd 240 tubérculos — semilla de papa de la variedad Waych’ a.

e En cada unidad experimental se realizaron manualmente 4 surcos, entre los cuales se sembré
a una densidad de 30 tubérculos — semilla por unidad experimental, teniéndose un total de 240
tubérculos — semilla sembrados en ambas camas protegidas. La profundidad de la plantacion
fue de alrededor de 10 cm de profundidad.

e Referente a las necesidades de agua, no se tuvo la necesidad de aplicar riego ya que por la
época el aporte de agua provino solamente de las lluvias. Siendo que el exceso de humedad
detiene el desarrollo de los tubérculos y favorece enfermedades criptogamicas como el mildiu o

la podredumbre (de ahi que la papa prefiera los suelos sueltos y bien drenados).

4.5.6. Aplicacion de los tratamientos

e Durante el mes de diciembre al mes de abril se aplicaron mensualmente y en forma intercalada
el fungicida quimico de accion sistémica (51) con el fungicida quimico de contacto (5l) y el
filtrado de cultivo cada 15 y 30 dias en cada una de las unidades correspondientes segun la

distribucion ya mencionada.



En las unidades T+ y C30 se realizaron un total de 5 aplicaciones de fungicida quimico. En las

unidades C15 se realiz6 un total de 10 aplicaciones del filtrado de cultivo.

4.5.7. Cosecha de los tubérculos

La recoleccién de los tubérculos se realizé a principios del mes de mayo del afo 2003, en
forma manual.

Los tubérculos — semilla se recolectaron en forma separada por cada tratamiento,
obteniéndose cuatro grupos: los tubérculos — semilla que provinieron de las unidades T +, T-,
C15y C30.

4.5.8. Evaluacion de las plantas de papa y los tubérculos — semilla

El mes de marzo del afio 2003 cuando las plantas presentaron considerable altura y follaje, se
evaluaron los signos de la enfermedad, observando si existia la formacién de tubérculos
aéreos, necrosis, estrangulacién en los tallos o amarillamiento de las hojas

Una vez finalizada la cosecha de los tubérculos — semilla, con la ayuda de una balanza se
obtuvo el peso de cada uno de los 4 grupos. De cada grupo se seleccionaron y separaron los
tubérculos con signos de rizoctoniasis, observando la presencia de ojos ciegos, deformacion,
presencia de costras negras. Finalmente se obtuvo los pesos parciales de los tubérculos sanos
y de los enfermos.

Con los pesos se obtuvo los rendimientos de cada unidad experimental y el porcentaje de
tubérculos enfermos o afectados con rizoctoniasis de cada unidad, para determinar si el filtrado
de cultivo aplicado tuvo accion en el control de la rizoctoniasis, en relacion al testigo con

tratamiento quimico y al testigo sin tratar.



5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Aislamiento de Rhizoctonia solani y de hongos de tierra del CIN -

Viacha

A partir de las costras negras de tubérculos de papa afectados con rizoctoniasis se aisldé una
colonia de Rhizoctonia solani que en medio APD produjo una colonia marrén claro caracteristica,
siendo identificada macroscopica, microscopicamente por la ramificaciéon de las hifas con un
angulo de 90° que fue el medio para identificar al hongo como R. solani. y por comparaciéon con
nuestra cepa de referencia como R. solani.

Un total de 12 muestras de tierra fueron recolectadas de los terrenos destinados al cultivo de papa
del CIN de la localidad de Viacha, a partir de las cuales se aislaron 10 hongos: Alternaria sp.,
Aspergillus sp., Fusarium sp., Streptomyces sp., Acaulopage sp., Actinomycete sp. y 4 hongos no
identificados.

Los filtrados de cultivo de estos hongos fueron evaluados como posibles antagonistas in vitro de R.
solani, excepto Alternaria sp. y Fusarium sp. debido a su potencial patogenicidad para los cultivos
de papa, Alternaria sp. por ser causante del tizén temprano de la papa y Fusarium sp, por

producir la fusariosis de la papa.

5.2 Determinacion de las condiciones de cultivo 6ptimas y cinética de

crecimiento de Rhizoctonia solani

5.2.1 Determinacion de las condiciones de cultivo Optimas y cinética de

crecimiento en medio de cultivo sélido de R. solani

5.2.1.1 Determinacioén de la temperatura 6ptima de desarrollo de R. solani

Tres parametros cardinales describen la influencia de la temperatura en el crecimiento de los
hongos, las cuales son: temperatura minima, temperatura éptima y temperatura maxima.

Las curvas de crecimiento (Figura N° 7) provenientes del desarrollo de R. solani a 12°C, 14°C,
16°C, 18°C, 20°C, 25°C y 28°C, muestran una forma tipica de crecimiento exponencial como
producto de la dinamica enzimatica del organismo sujeto a fluctuaciones de temperatura. Los
resultados de las mediciones diarias del crecimiento del frente hifal se muestran en el ANEXO N° 3.

Se observd que R. solani muestra una tasa de crecimiento micelial muy baja (0.012) cuando



desarrolla a 12°C, la tasa de crecimiento micelial se va incrementando gradualmente en
proporcién al incremento de la temperatura hasta llegar a una tasa de crecimiento micelial maxima
(0.277) cuando desarrolla a 18°C, la tasa de crecimiento micelial va disminuyendo nuevamente
cuando R. solani desarrolla a temperaturas mayores a los 28°C. Con este experimento pudimos
determinar que la temperatura minima de crecimiento de R. solani es de 16°C, la temperatura
Optima de 18°C y la temperatura maxima de 25°C.

Figura N°7: Crecimiento micelial de R. solani en diferentes temperaturas.
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5.2.1.2 Determinacion de la influencia de la luz en el desarrollo de R. solani

Muchos hongos muestran una marcada dependencia de ciertas longitudes de onda del espectro
visible para la descarga de sus estructuras reproductivas, ya que determinadas longitudes de onda
precisas intervienen en la activacidén de varias secuencias bioquimicas relacionadas con la
produccion de energia para el desarrollo de las estructuras de reproduccion.
Los resultados de las mediciones diarias del crecimiento del frente hifal de R. solani en presencia
y ausencia de luz se muestran en el ANEXO N° 4 y |a grafica de las tasas de crecimiento micelial
en la Figura N° 8.

Se observé que R. solani desarrolla con mayor rapidez en presencia de luz blanca (tasa de
crecimiento micelial de 0.258 cmz/h) que en ausencia de luz blanca (tasa de crecimiento micelial de
0.1654 cm2/h) incubado a 18°C de temperatura.



Figura N° 8: Crecimiento micelial de R. solani en presencia y ausencia de luz.
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5.2.1.3 Determinacién del medio de cultivo sdlido 6ptimo para el desarrollo de R. solani

La variedad de plantas que por alguna razén no producen alguna de las sustancias
esenciales para la supervivencia de un patégeno serian resistentes al patégeno ya que éste
necesitaria de esa sustancia. Asi para que R. solani infecte una planta esta ultima debe contar con
alguna sustancia necesaria para la formaciéon de un “colchén de hifas” a partir del cual R. solani
envia hacia la planta sus hifas de penetracion. De esta manera se observé que R. solani
desarrolla con mayor rapidez en el medio de cultivo sdélido: Agar Papa Dextrosa (APD) (tasa de
crecimiento micelial de 0.258 cmzlh), en comparacion con su desarrollo en Agar Nutritivo (tasa de
crecimiento micelial de 0.205 cm2/h) y a su desarrollo en Agar Saboraud (tasa de crecimiento
micelial de 0.233 cmz/h). Constituyéndose el APD en el medio de cultivo sélido mas apropiado para
promover un buen desarrollo de R. solani, seguido del Agar Saboraud que por ser mas acido (pH
5.6) que el Agar Nutritivo (pH 7.2) promueve mejor el desarrollo. de los hongos.

La grafica de las tasas de crecimiento de R. solani en los tres medios de cultivo se
muestran en la Figura N° 9 y los resultados de las mediciones diarias del crecimiento del frente
hifal se muestran en el ANEXO N° 5.

Figura N° 9: Crecimiento micelial de R. solani en diferentes medios de cultivo
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5.2.2 Determinacion de la cinética de crecimiento de R. solani en medio de cultivo
liquido

5.2.2.1 Determinacion de la variacion del pH

Los resultados de la variacion del pH cuando R. solani desarrolla en batch en los medios
de cultivo liquidos: Caldo Papa Dextrosa (CPD) y Caldo Saboraud (CS), en condiciones de
agitacion y estacionarias se muestran en las Figuras N° 10.

Figura N° 10: Variacion del pH del CPD y CS cuando R. solani desarrolla en condiciones

de agitacion y estacionarias.
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En este experimento se observé que el desarrollo de R. solani un medios de cultivo
liquido como el CPD y CS produce la variacion de su pH en diferente proporciéon cuando
desarrolla en condiciones de agitaciéon y estacionarias. Podemos indicar que las
condiciones impuestas, al desarrollo del hongo como las condiciones de agitaciéon y
estacionarias influyen en el metabolismo del hongo ya que los cambios del pH en ambas

condiciones en el mismo tipo de medio de cultivo fueron diferentes.

5.2.2.2 Determinacién de la variacion de la concentracion de glucosa

Los resultados de la variaciéon de la concentracion de glucosa cuando R. solani

desarrolla en batch en condiciones de agitacién y estacionarias se muestran en las Figuras

N°11.
Figura N° 11: Variacién de la concentracion de glucosa del CPD y CS cuando
R. solani desarrolla en condiciones de agitacion y estacionarias.
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En este experimento podemos observar que el desarrollo de R. solani en CPD vy
en CS produce una disminucién de la concentraciéon de glucosa del medio de cultivo, ya
que esta es utilizada por el hongo como fuente de carbono. Sin embargo el grado de la
disminucién de la concentraciéon de glucosa varia en estos dos tipos de medios de cultivo
cuando la condicion de la incubacion es en condiciones de agitacion o estacionarias,
observamos que en condiciones de agitacion el consumo de la glucosa es mas activo que
en condiciones estacionarias, disminuyendo mas rapidamente la concentracion de glucosa.
La variacion de la concentracion de glucosa varia también de acuerdo al tipo de medio de
cultivo, es asi que en el CS se observa que la glucosa disminuye mucho mas que en el
CPD en el mismo tiempo de incubacién y con el mismo inéculo.

Estas observaciones nos permitieron pensar que podriamos obtener mayor
variedad de metabolitos secundarios con posible actividad bioldgica inhibitoria sobre R.
solani, si cultivamos los hongos del cepario del IIFB y los aislados del CIN - Viacha en
diferentes condiciones de cultivo y también en diferentes tipos de medios de cultivo

liquidos, para evaluar la actividad de los filtrados de cultivo obtenidos.

5.3 Obtencion de los filtrados de cultivo de los hongos del
cepario del IIFB y del CIN — Viacha

Se evalud un total de 28 hongos: 20 hongos del cepario del [IFB y 8 hongos
aislados de tierras del CIN — Viacha. A partir de su cultivo en batch en medios de cultivo
liguidos CPD y CS en condiciones de agitaciéon y estacionarias, se obtuvo un total de 784
filtrados de cultivo, 392 de los cuales provinieron del CPD y 392 del CS para ser evaluados

en su actividad bioldgica inhibitoria in vitro sobre R. solani.

5.4 Evaluacién de la actividad biologica inhibitoria in vitro de los
filtrados de cultivo de hongos del cepario del IIFB y del CIN —

Viacha sobre R. solani

Los resultados de la evaluacién de la actividad bioldgica inhibitoria in vitro de los
filtrados de cultivo obtenidos por el método de difusion en placa se muestran en la Tabla N°
5
Tabla N° 5: Actividad bioldgica inhibitoria de los filtrados de cultivo obtenidos por el método

de difusion en placa



HONGOS DEL CIN - VIACHA
ACTIVIDAD FILTRADO DE CULTIVO CON
CODIGO| IDENTIFICACION SOBRE ACTIVIDAD SOBRE R. solani
R. solani
3V Aspergillus sp. Positivo CPD (A,E) - CS (A,E)
4V Streptomyces sp. Negativo -
5V Acaulopage sp. Negativo -
6V Syncephalastrum sp.| Positivo CPD (AE)
v No identificado Negativo -
8V No identificado Negativo -
)Y No identificado Positivo CPD (A,E) -CS (A)
10V No identificado Negativo -
Donde:
CPD (A,E): CPD obtenido de los matraces incubados en agitacion y estacionarias.
CPD (A): CPD obtenido del matraz incubado en condiciones de agitacion.
CPD (E): CPD obtenido del matraz incubado en condicién estacionaria.
CS (AE): CS obtenido de los matraces incubados en agitacion y estacionarias.
CS (A): CS obtenido del matraz incubado en condiciones de agitacion.
CS (E): CS obtenido del matraz incubado en condicién estacionaria.
HONGOS DEL CEPARIO DEL IIFB
ACTIVIDAD FILTRADO DE CULTIVO
CODIGO| IDENTIFICACION SOBRE CON ACTVIDAD SOBRE R. solani
R. solani
8 Aspergillus sp. Negativo -
10 No identificado Negativo -
11 Rhopalomyces sp. Negativo -
16 Fusarium sp. Negativo -
18 Basidiobotrys sp. Negativo -
30 No identificado Positivo CPD (AE) - CS (E)
34 No identificado Negativo -
36 Gliocephalis sp. Negativo -
38 Streptomyces sp. Positivo CPD (A,E) - CS (E)
67 Penicillium sp. Negativo -
88 No identificado Positivo CPD (A)
138 No identificado Positivo CPD (AEE) -CS (AE)
162 Periconia sp. Negativo -
160 Geotrichum sp. Negativo -
174 No identificado Negativo -
170 Verticillium sp. Positivo CPD (A,E) - CS (AE)
176 Aspergillus sp. Positivo CPD (E) - CS (E)
220 Trichoderma sp. Positivo CPD (A,E) -CS (AE)
277 Cefalosporium sp. Negativo -
483 Haloporangium sp. Negativo -




El 36% de los hongos evaluados presentaron actividad bioldgica inhibitoria sobre
R. solani in vitro, es decir 10 de los 28 hongos evaluados presentaron actividad bioldgica.
De los 20 hongos evaluados pertenecientes al cepario del IIFB 7 presentaron actividad
inhibitoria y de los 8 hongos del CIN — Viacha 3 presentaron actividad inhibitoria in citro
sobre R. solani.

Como se observa en la Tabla N°5 todos los casos la actividad bioldgica inhibitoria
sobre R. solani estuvieron presentes en filtrados de cultivo provenientes del CPD y en
menor proporcién en los provenientes del CS, ademas que la actividad inhibitoria se
presentd mayormente en los filtrados de cultivo obtenidos de cultivos en agitacion en
relacion a los obtenidos de cultivos en estacionario.

En la Tabla N° 6 se observa que la actividad inhibitoria sobre R. solani se presenté
en los filtrados de cultivo obtenidos a partir del tercer dia de incubacién de cultivos en
agitacién y a partir del quinto dia en filtrados de cultivo obtenidos de cultivos en

estacionario.



Tabla N° 6: Filtrados de cultivo liquidos con actividad biolégica inhibitoria sobre R. solani

HONGOS DEL CEPARIO DEL IIFB

FILTRADOS DE CULTIVO CON
CODIGO | IDENTIFICACION ACTIVIDAD SOBRE R. solani
CPD | cs
30 No identificado 4A - 7TA
6E - 7TE 7E - 14E
38 Streptomyces sp. 3A-T7A
4E - 14E 7E - 14E
88 No identificado 5A, 6A
138 No identificado 3A-T7A 3A-T7A
4E - 14E 4E - 14E
170 Verticillium sp. 3A-T7A 4A - 7A
5E - 14E 6E - 14E
176 Aspergillus sp.
5E - 14E 4E - 14E
220 Trichoderma sp. 3A-T7A 5A-T7A
3E - 14E 5E - 14E

HONGOS DEL CIN - VIACHA
FILTRADOS DE CULTIVO CON

CODIGO | IDENTIFICACION ACTIVIDAD SOBRE R. solani
CPD | CS
3V Aspergillus sp. 4A - 7A 5A-T7A
5E - 14E 7E - 14E
)Y Syncephalastrum sp. 5A-T7A
6E -14E
Vv No identificado 5A-T7A 5A-T7A
5E - 14E
Donde:
4A - 7A: Significa que presentaron actividad bioldgica inhibitoria sobre R. solani los filtrados

obtenidos de cultivos en agitacion desde el cuarto al séptimo dia de incubacion.
5E — 14E: Significa que presentaron actividad bioldgica inhibitoria sobre R. solani los filtrados
obtenidos de cultivos en estacionario desde el quinto al décimo dia de incubacion. De esta manera

se abreviaron los demas casos.



Los hongos cuyos cddigos designados fueron 38 (Streptomyces sp.), 138 (no identificado),
170 (Verticilllum sp.) y 3V (Aspergillus sp.) produjeron filirados de cultivo de color amarillo
provenientes de CPD y en menor intensidad de pigmentacion los filtrados de cultivo de CS, y el
hongo 9V (no identificado) produjo un pigmento verde fosforescente. Estos pigmentos fueron
apareciendo en el medio de cultivo en forma gradual a medida que pasaban los dias de incubacién
y el grado de coloracién fue mas intenso en los filtrados provenientes de cultivos en agitacion en
relacion a los provenientes de cultivos en estacionario. El grado de pigmentacion amarilla también
se relacion6 con la actividad inhibitoria sobre R. solani, es asi que los filtrados de cultivo obtenidos
en los primeros 3 dias de incubaciéon cuando la pigmentacion no era muy intensa la actividad
inhibitoria no fue evidente a diferencia de los filtrados de cultivo obtenidos a partir del sexto dia de
incubacion donde la pigmentacion fue mas intensa, lo que se relaciona con una evidente actividad
inhibitoria sobre R. solani. Estas observaciones nos inducen a pensar que los pigmentos
producidos posiblemente serian los responsables de conferir la actividad inhibitoria sobre R. solani
en los filtrados de cultivo.

Los filtrados de cultivo que produjo el hongo cuyo cédigo asignado fue el 220 (Trichoderma
sp.) presentaron una leve pigmentacion verdusca, con una evidente actividad inhibitoria de los
filtrados de cultivo obtenidos del CPD desde el tercer dia de incubacion. Apareciendo la actividad
mas tardiamente, es decir desde el quinto dia de incubacién en filtrados de cultivo provenientes del
Cs.

Los hongos cuyos codigos fueron 30 (No identificado), 88 (No identificado), 176
(Aspergillus sp.) y 6V (Syncephalastrum sp.) produjeron filtrados de cultivo con actividad pero sin

pigmento.

5.5 Evaluacion de la actividad biologica inhibitoria in vitro de los
fitrados de diferentes medios de los hongos seleccionados con

actividad sobre R. solani

De los 10 hongos que produjeron filtrados de cultivo con actividad sobre R. solani se
seleccionaron 4, debido a que fueron activos en un mayor nimero de filtrados obtenidos a partir de
su cultivo. (Tabla N°7)



Tabla N°7. Hongos seleccionados para obtener filtrados de diferentes medios de cultivo.

HONGOS DEL CEPARIO HONGOS DEL
DEL IIFB CIN - VIACHA

CODIGO| IDENTIFICACION |CODIGO| IDENTIFICAICON
138 No identificado 3V Aspergillus sp.
170 Verticillium sp.
220 Trichoderma sp.

Se obtuvieron un total de 336 filtrados producto del cultivo de los cuatro hongos
seleccionados en los diferentes medios de cultivo utilizados: Caldo Papa Dextrosa (CPD), Caldo
Saboraud (CS), Caldo Arroz (CA), Caldo Glucosado de Saboraud (CGS), Caldo Harina de Maiz
(CHM), Caldo Zanahoria Papa (CZP), Caldo Miel (CM) y Caldo Czapek (CCK).

Los resultados de la evaluacion de la actividad bioldgica inhibitoria in vitro de los filtrados
de cultivo obtenidos que se realizé por el método de dilucién en microplaca se muestran en la
Tabla N° 8.



Tabla N° 8: Actividad bioldgica inhibitoria de los filtrados de diferentes medios de cultivo sobre

R. solani
FILTRADOS
DE CULTIVO
CON
ACTIVIDAD
INHIBITORIA
SOBRE R.
CODIGO | IDENTIFICACION | solani

CPD CS CA CGS CHM CZP CM CCK

138 No identificado | 3A (1/16) 3A (1/2) [3A(1/2) |4A (1/2) - - - -
4A (1/16) 4A (1/4) |4A (172) |5A (1/2) - - - -
5A (1/32) 5A (1/8) |5A (1/2) |6A (1/2) - - - -
BA (164) 6A (1/8) | 6A (1/4) | 7A (1/2) - - - -
7A (1/64) 7A (1/8) | 7A (1/4) - - - -
4E (1/2) 4E (1/2) - - - -
5E (1/2) 5E (1/2) - - - -
6E (1/2) 6E (1/2) - - - -
7E (1/2) 7E (1/2) - - - -
8E (1/4) 8E (1/2) - - - -
9E (1/4) 9E (1/2) - - - -
10E (1/4) 10E (1/2) - - - -
11E (1/4) 11E (1/2) - - - -
12E (1/4) 12E (1/2) - - - -
13E (1/4) 13E (1/2) - - - -
14E (1/4) 14E (1/2) - - - -

170 Verticillium sp. | 3A (1/4) 4A(1/4) | 5A (1/4) | 5A (1/4) | 5A (1/2) | 4A(1/4) - -
4A(1/4) 5A (1/8) |6A (1/8) |B6A (1/4) |6A (1/2) |5A (1/8) - -
5A (1/8) 6A (1/8) |7A(1/8) |7A(1/4) | 7A (1/2) | 6A (1/8) - -
BA (1/8) 7A (1/16) 7E (1/8) - -
7A (1/16) - -
5E (1/2) 6E (1/2) |6E (1/2) 5E (1/2) - -
6E (1/2) 7E (1/2) |7E (1/2) 6E (1/2) - -
7E (1/2) 8E (1/4) | 8E (1/4) 7E (1/2) - -
8E (1/4) 9E (1/4) | 9E (1/4) 8E (1/4) - -
9E (1/4) 10E (1/4) | 10E (1/4) 9E (1/4) - -
10E (1/4) 11E (1/4) | 11E (1/4) 10E (1/8) - -
11E (1/4) 12E (1/8) | 12E (1/4) 11E (1/8) - -
12E (1/4) 13E (1/8) | 13E (1/4) 12E (1/8) - -
13E (1/4) 14E (1/8) | 14E (1/4) 13E (1/8) - -
14E (1/4) 14E (1/8) - -

220 Trichoderma sp. | 3A (1/4) 4A (1/4) | 3A (1/4) |4A (1/2) |6A (1/4) |4A (1/4) - -
4A (1/4) 5A (1/4) | 4A (1/4) |5A (1/2) | 7A (1/4) | 5A (1/8) - -
5A (1/8) B6A (1/4) | 5A (1/8) | 6A (1/4) BA (1/8) - -
BA (1/8) 7A (1/4) | 6A (1/8) | 7A (1/4) 7A (1/8) - -
7A (1/8) 7A (1/8) - -
7E (1/4) 7E (1/4) |7E (1/4) |8E (1/4) |8E (1/4) |7E (1/4) - -
8E (1/4) 8E (1/4) | 8E (1/4) |9E (1/4) | 9E (1/4) | 8E (1/4) - -




9E (1/4) 9 (1/4) | 9E (1/4) |10E (1/4) | 10E (1/4) | 9E (1/4) -

10E (1/4) 10E (1/4) | 10E (1/4) | 11E (1/4) | 11E (1/4) | 10E (1/4

11E (1/4) 11E (1/4) | 11E (1/4) | 12E (1/4) | 12E (1/4) | 11E (1/8

13E (1/4) 13E (1/8) | 13E (1/8) | 14E (1/4) | 14E (1/4) | 13E (1/8

)
)
12E (1/4) 12E (1/8) | 12E (1/8) [ 13E (1/4) | 13E (1/4) | 12E (1/8) | -
)
)

14E (1/4) 14E (1/8) | 14E (1/8) 14E (1/8 -
3V Aspergillus sp. 4A (1/8) 5A (1/8) [4A (1/8) | 5A (1/4) -
5A (1/8) 6A (1/8) |5A (1/8) |6A (1/4) -
6A (1/16) 7A (1/8) |BA (1/8) |T7a (1/4) -
7A (1/16) 7A (1/8) -
6E (1/4) 7E (1/4) |6E (1/4) |6E (1/4) -
7E (1/4) 8E (1/4) |7E (1/4) |7E (1/4) -
8E (1/4) 9E (1/8) |8E (1/4) |8E (1/4) -
9E (1/8) 10E (1/8) | 9E (1/4) | 9E (1/4) -

10E (1/8) 11E (1/8) | 10E (1/4) | 10E (1/8) -

12E (1/8) 13E (1/8) | 12E (1/4) | 12E (1/8) -

)
)
11E (1/8) 12E (1/8) | 11E (1/4) | 11E (1/8) -
)
)

13E (1/8) 14E (1/8) | 13E (1/4) | 13E (1/8) -

14E (1/8) 14E (1/4) | 14E (1/8) -

La siguiente tabla muestra las diluciones maximas de los filtrados de cultivo de los 4 hongos

seleccionados donde alin se observa su actividad inhibitoria sobre R. solani.




Tabla N° 9: Diluciones maximas de los filtrados de cultivo que presentan actividad sobre R. solani.

CPD Cs CA CGS CHM CzP
A E A E A E A E A E A
No
138 | identificado 164 |14 18 1.2 14 12
170 | Verticillumsp. | 1 16 |1 4| 1 16 |1 8 18 14 14 12 18
Trichoderma
220 | sp. 18 14 14 1.8 18 18 14114 14 1411 8
3V | Aspergillussp.| 1 16 [ 1 8 18 18 18 14 14118

De los resultados obtenidos podemos observar que el cultivo de los hongos seleccionados en los
diferentes medios de cultivo, produce filtrados con actividad inhibitoria sobre R. solani en 6 de los 8
medios de cultivo utilizados como el CPD, CS, CA, CGS, CHM y CZP, no presentandose actividad
alguna en filtrados de cultivo provenientes de los medios CM y CCK. Los hongos Verticillium sp y
Trichoderma sp. son los hongos que producen filtrados de cultivo con actividad inhibitoria sobre R.
solani en la mayoria de los medios de cultivo utilizados, es decir cuando se cultivan en CPD, CS,
CA, CGS, CHM y CZP.

Por otro lado se presentd un mayor nimero de filtrados de cultivo con actividad sobre R. solani
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cuando estos provinieron de cultivos en agitacion en relacion a los provenientes en estacionario,
ademas se observo que los filtrados provenientes de cultivos en agitacion presentaron actividad
hasta diluciones mayores que los filtrados con actividad provenientes de cultivos en estacionario, lo
que indica que en general el metabolito 0 metabolitos responsables de la actividad inhibitoria se
producirian en mayor cantidad en cultivos en agitacion.

Los hongos cuyos cddigos son 138 (no identificado), 170 (Vesticillium sp.) y 3V (Aspergillus
sp.) produjeron filtrados de cultivo de color amarillo cuando se cultivaron en CPD, CA, CS, CGSy
en menor intensidad de pigmentacion los filtrados de cultivo de CHM y CZP. Estos pigmentos
fueron apareciendo en el medio de cultivo en forma gradual a medida que pasaban los dias de
incubacion y el grado de coloracion fue mas intenso en los filtrados provenientes de cultivos en
agitacion en relacion a los provenientes de cultivos en estacionario. El grado de pigmentacién
amarilla también se relacioné con la actividad inhibitoria sobre R. solani, es asi que los filtrados de
cultivo obtenidos en los primeros dias de incubacion cuando la pigmentacion no era muy intensa la
actividad inhibitoria se presenté en diluciones menores a diferencia de los filtrados de cultivo
obtenidos a partir del quinto dia de incubacion donde la pigmentacién fue mas intensa, lo que se
relaciond con una evidente actividad inhibitoria sobre R. solani en diluciones mayores del filtrado
de cultivo. Estas observaciones nos inducen a pensar que los pigmentos producidos posiblemente

serian los responsables de conferir la actividad inhibitoria sobre R. solani en los filtrados de cultivo.



Evaluacion de la actividad biologica inhibitoria de los sobrenadantes de
cultivo sobre R. solani por el método de difusion en placa.
Presencia de actividad inhibitoria sobre R. solani de uno de los

sobrenadantes de cultivo evaluados:

Ausencia de actividad inhibitoria sobre R. solani de los sobrenadantes de -cultivo

evaluados:

Evaluacion de la actividad biologica inhibitoria de los sobrenadantes de

cultivo seleccionados sobre R. solani por el método de dilucion en microplaca.



5.6 Seleccion del hongo a ser utilizado en las pruebas de campo

Tomando en cuenta los criterios de seleccion detallados en la parte de metodologia se
selecciond al hongo cuyo cédigo asignado fue el 3V (Aspergillus sp.) principalmente porque fue
aislado de las tierras de cultivo de papa del CIN — Viacha y debido a que el filtrado de cultivo en
CPD proveniente del cultivo en condiciones estacionarias donde seria mas practico obtener el
filtrado en mayores volumenes, presentd actividad inhibitoria sobre R. solani hasta una dilucién
1/8.

Producto de los ensayos para evaluar la inocuidad de este hongo sobre la planta de papa
se observé que no produce ninguna alteracién ni dafio tanto en el follaje, tallo, fruto, ni raiz de la

planta.



5.7. Evaluacién de la actividad bioldgica inhibitoria del filtrado de cultivo del hongo

seleccionado en parcelas de cultivo de papa.

Se evaluaron los signos de rizoctoniasis de los tubérculos de papa cosechados,
provenientes de las 240 plantas de papa sembradas en las cuatro unidades experimentales del
CIN — Viacha:

T + : Testigos que recibieron tratamiento con fungicidas quimicos
T - : Testigos que no recibieron ningun tratamiento con antifingicos
C15: Unidades en las que se aplico el filtrado de cultivo obtenido cada 15 dias

C 30: Unidades en las que se aplicé el filtrado de cultivo obtenido cada 30 dias.

5.8. Determinacioén del efecto del filtrado de cultivo sobre R. solani en parcelas de

cultivo de papa

La evaluacién del porcentaje de tubérculos con signos de rizoctoniasis causados por R.
solani fue el parametro mas apropiado para la determinacién del efecto de la aplicacion de los
diferentes tratamientos, por la consistencia en la relacion entre el dafio en los tubérculos y la
presencia de patégeno. La determinacion del rendimiento en peso de los tubérculos que produjo
cada unidad experimental fue otro parametro para evaluar la presencia de la enfermedad ya que R.
solani ocasiona una disminucién en la produccién del numero de tubérculos por planta de papa o
en la muerte de una planta entera, la tabla N° 8 muestra los resultados obtenidos de las
evaluaciones.

Tabla N° 8 Promedio del porcentaje de tubérculos de papa afectados por R. solani

cosechados de las diferentes unidades experimentales y rendimientos de cada unidad

experimental.
Unidad | Tratamiento aplicado Dosis Porcentaje de Rendimiento
Experimen Tubérculos afectados Kg
tal
4T+ Bravo 500 1ml/l (51) cada 30 dias 28% 30 Kg
Ramcaf 19/l (51) cada 30 dias

4 T- 71% 12 Kg
4 C15 Filtrado de cultivo (51) cada 15 dias 36% 24 Kg
4 C30 Filtrado de cultivo (51) cada 30 dias 46% 19 Kg

Observamos que las unidades experimentales T + produjeron un rendimiento de 30

Kg de tubérculos de papa con un porcentaje de 28 % de tubérculos afectados por R. solani,



seguido de las unidades experimentales C15 que produjeron un rendimiento de 24 Kg con
un porcentaje de 36% de tubérculos afectados, finalmente las unidades C 30 produjeron un
rendimiento de 19 Kg con un porcentaje de 46% de tubérculos afectados por Ia
enfermedad y las unidades que no recibieron tratamiento antifingico T — produjeron
solamente 12 kg con un porcentaje del 71% de tubérculos afectados por la enfermedad,
como podemos observar en la Figura N° 14.

Todos los tratamientos T +, C15 y C30 ejercieron cierto control de la rizoctoniasis

con respecto al testigo que no recibié tratamiento antifungico T-.



Figura N° 14 Rendimiento y porcentaje de tubérculos afectados por R. solani en las

diferentes unidades experimentales.
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El analisis estadistico de varianza, (Tabla N° 9, 10 y 11) mostr6é diferencias
significativas (P<0.05) de los resultados de las evaluaciones de las parcelas que recibieron
tratamiento: T+, C15 y C30 con respecto al testigo sin tratar: T-. Es decir los tratamientos
con fungicidas quimicos y con el filtrado de cultivo influyeron significativamente con
respecto al testigo sin tratar.

Se observé que la presencia de la enfermedad fue menos pronunciada en presencia de
tratamiento con fungicidas quimicos, seguido del tratamiento con el filtrado de cultivo
aplicado cada 15 dias y finalmente en presencia del filirado de cultivo aplicado cada 30

dias.

Tabla N° 9: Porcentaje de tubérculos de papa afectados por R. solani cosechados
de cada unidad experimental.

Unidad
Experimental | T+ | T- | C15| C30 | Total

Parcela 1 20 | 75 | 38 | 50
27 | 68 | 44 | 45

Parcela 2
Parcela 3 20 | 65 | 33 | 43
Parcela 4 35|78 | 30 | 48
Total 112 1286 | 145 | 186 | 729
Media 28 | 71 | 36 # 46 | 45




Tabla N°10 Analisis de varianza de los tratamientos con fungicidas quimicos y con

el filtrado de cultivo sobre R. solani en parcelas de cultivo de papa

F
SC g.l CM RV | P<0,01 | P<0,05
Fuente de variacion
Entre muestras 4275,1875 | 4 | 1425,0625 | 46,37 | 5,41 3,26
Dentro de las muestras 368,75 12 30,724
Total 4643,9375 | 16

SC: Suma de cuadrados
CM: Cuadrado de medias
gl: Grados de libertad
RV: Razoén de varianza

F: Valor critico de F

Tabla N° 11 Diferencias entre medias (valor absoluto) del porcentaje de tubérculos

afectados de las parcelas T+, T-, C15 y C30.

T+ T- | C15|C30
T+ 0 43| 8 | 18
T- |43/ 0| 35 | 25

C15 8 |35 0 | 10

C30/18/25| 10 | O

Aplicando la prueba de Tukey o prueba DVS (diferencia verdaderamente significativa)
(Tabla N° 12) observamos que los tratamientos con fungicidas quimicos y con el filtrado de cultivo
aplicado cada 15 y 30 dias fueron significativamente diferentes con respecto al testigo sin tratar.
Ademas se observd que no existe diferencia significativa en el efecto de control de la enfermedad
entre el tratamiento con fungicida quimico y el tratamiento con el filtrado de cultivo aplicado cada
15 dias, sin embargo si existe diferencia significativa entre el tratamiento con los fungicidas
quimicos y el filtrado de cultivo aplicado cada 30 dias, por lo que podemos afirmar que es
importante tomar en cuenta el intervalo de tiempo entre aplicaciones del filtrado de cultivo, para

obtener mejores resultados en el control de la enfermedad.




La aplicacién de antifungicos de origen quimico resultaron tener mejor efecto en el
control de la enfermedad, aunque no estadisticamente significativos con respecto al filtrado
de cultivo aplicado cada 15 dias, debido posiblemente a que su modo de acciéon es mas
amplio ya que se aplicé en forma alterna fungicidas sistémicos y de contacto.
intervalo de tiempo entre aplicaciones del filirado de cultivo, para obtener mejores
resultados en el control de la enfermedad.

La aplicacion de antifingicos de origen quimico resultaron tener mejor efecto en el control
de la enfermedad, aunque no estadisticamente significativos con respecto al filtrado de cultivo
aplicado cada 15 dias, debido posiblemente a que su modo de accidon es mas amplio ya que se

aplicé en forma alterna fungicidas sistémicos y de contacto.

6. CONCLUSIONES

6.1. Aislamiento de Rhizoctonia solani y de hongos del CIN - Viacha

A partir de las costras negras de tubérculos de papa afectados por la rizoctoniasis se aislo
una cepa de R. solani, y a partir de muestras de tierra del CIN — Viacha se aislaron un total de 10
hongos: Alternaria sp., Aspergillus sp., Fusarium sp., Streptomyces sp., Acaulopage sp. y 4 hongos

no identificados.

6.2. Determinacién de las condiciones de cultivo 6ptimas y cinética de crecimiento

de R. solani

R. solani mostro tasas de crecimiento micelial mayores cuando desarrolla entre 16 y 25
°C, y una tasa de crecimiento micelial maxima de 0.277 cm?/h cuando desarrolla a 18°C, siendo

esta la temperatura 6ptima de crecimiento.

La maxima tasa de crecimiento micelial de R. solani fue de 0.256 cm?/h cuando desarrolla

en presencia de luz y fue menor cuando desarrolla en ausencia de luz.

El medio de cultivo Agar Papa Dextrosa es el medio de cultivo mas apropiado para el

desarrollo de R. solani en relacién al Agar Saboreaud y al Agar Nutritivo.



El pH del medio CPD disminuye desde 5 hasta 4 cuando el cultivo de R. solani se lleva a
cabo en condiciones de agitacion, sin embargo en condiciones estacionarias sube de 5 a 7. La
variacion del pH del CS en condiciones de agitacion son mayores ya que disminuye desde 5 hasta
2 y en condiciones de agitacion mas bien se observa un incremento del pH desde 5 hasta 7.

En condiciones de agitacion y estacionarias el cultivo de R. solani tanto en el medio de
cultivo CPD y en CS produce una disminucién de la concentracion de glucosa, observandose que
en CS el consumo de glucosa en mas acentuado que en CPD. Esto sugiere que el metabolismo
del hongo difiere de acuerdo al tipo de medio de cultivo utilizado y las condiciones fisicas en las

cuales se lleva a cabo la incubacion.

6.3. Evaluacién de la actividad bioldgica inhibitoria in vitro de los filtrados de cultivo

de hongos del cepario del IIFB y del CIN —Viacha sobre R. solani

Se evalué un total de 28 hongos: 20 provenientes del cepario del IIFB y 8 aislados de
tierras del CIN — Viacha. A partir del cultivo en batch en CPD y CS de estos hongos se obtuvo un
total de 784 filtrados de cultivo en una primera instancia, que fueron evaluados en su actividad
biolégica inhibitoria sobre R. solani por el método de difusién en agar, producto de estos ensayos
se seleccionaron cuatro hongos: 3 provenientes del cepario del IIFB y uno proveniente del CIN —
Viacha por presentar actividad inhibitoria sobre R. solani . Los cuatro hongos seleccionados se
cultivaron en batch en CA, CGS, CHM, CZP, CM y CCK vy los filtrados de cultivo obtenidos fueron

evaluados en su actividad biolégica inhibitoria sobre R. solani por el método de dilucion.

Los métodos de antagonismo probados permitieron observar que el filtrado de cultivo de
Aspergillus sp .(Cédigo 3V) un hongo aislado de los terrenos de cultivo de papa del CIN — Viacha
mostré actividad bioldgica inhibitoria sobre R. solani in vitro cuando se lo cultiva en CPD y su
actividad inhibitoria esta presente hasta una dilucion 1/8 del filtrado, ademas de no producir ningun
efecto dafiino en la planta de papa, por lo que es seleccionado para realizar las pruebas de campo.

Los géneros Trichoderma sp. (Cédigo 220), Verticillium sp. (Cdédigo 170) y un hongo no
identificado (Codigo 138) produjeron filtrados de cultivo con actividad inhibitoria sobre R. solani in

vitro, lo que confirma el conocido poder antagénico de Trichoderma y Verticillium sobre R. solani.

El medio de cultivo CPD resulté ser el medio mas apropiado para cultivar a Aspergillus sp.

y obtener el filtrado de cultivo a ser evaluado en las parcelas de cultivo de papa sobre R. solani.



6.4. Determinacion del efecto del filtrado de cultivo sobre R. solani en parcelas de

cultivo de papa

El parametro para determinar el efecto del filtrado de cultivo sobre R. solani en parcelas de
cultivo de papa fue determinar el porcentaje de tubérculos con rizoctoniasis y el rendimiento en
peso (Kg) de tubérculos producidos por cada unidad experimental, es decir las unidades con
tratamiento antifingico quimico, las unidades que recibieron tratamiento con el filtrado de cultivo y

las unidades sin tratar.

El tratamiento con fungicidas quimicos produjo un rendimiento de 30 Kg de papa con un
28% de tubérculos afectados por R. solani, seguido del tratamiento con el filtrado de cultivo
aplicado cada 15 dias tuvo un rendimiento de 24Kg de papa con un 36% de tubérculos afectados,
por su parte el tratamiento con el filtrado de cultivo aplicado cada 30 dias con 19 Kg de papa y un
46% de tubérculos afectados por la enfermedad y finalmente el testigo sin tratar produjo solo 12 Kg

de papa, con un 71% de tubérculos afectados.

En las pruebas de campo todos los tratamientos aplicados, fueron significativamente

superiores al testigo que no recibié tratamiento en el control de la rizoctoniasis.

No hubo diferencia significativa entre el tratamiento con fungicidas quimicos y el
tratamiento con el filtrado de cultivo aplicado cada 15 dias, sin embargo fue mejor el tratamiento

con fungicida quimico en relacién al filtrado de cultivo cuando este se aplicoé cada 30 dias.

El filtrado de cultivo obtenido a partir del cultivo de Aspergillus sp. seleccionado es capaz
de ejercer actividad bioldgica inhibitoria en cultivos de papa similar a los antifungicos quimicos,

cuando se aplica al terreno de cultivo cada 15 dias.

La aplicacién de los tratamientos en las diferentes unidades experimentales, en T +, C15 y

C30 influyeron significativamente en el control de la rizoctoniasis con respecto al testigo sin tratar T

Se observé que la presencia de la enfermedad fue menos pronunciada en presencia de
tratamiento con fungicidas de origen quimico, seguido del tratamiento con el filtrado de cultivo de
Aspergillus sp. aplicado cada 15 dias y finalmente en presencia del tratamiento con el filtrado de

cultivo aplicado cada 30 dias.



Los resultados sugieren la existencia de grandes perspectivas en el uso de tratamientos
que integren productos naturales, ello significara disminuir la presion quimica y la acumulacion de

residuos toxicos en la naturaleza.



7. RECOMENDACIONES

En estudios posteriores se sugiere evaluar el efecto del filtrado de cultivo en el control de la

rizoctoniasis aplicando el filtrado de cultivo en forma mas frecuente.

Se sugiere evaluar también el efecto del filtrado de cultivo cambiando la composicién de los
componentes del medio CPD, para determinar si la concentracion exacta y 6ptima de cada
componente a la cual el filtrado de cultivo posea una mayor actividad biolégica inhibitoria

sobre R. solani.

A futuro se deberia obtener el espectro ultravioleta del filtrado de cultivo con actividad
inhibitoria utilizado para tener datos cuantificados que relacionen la intensidad de pigmento

del filtrado de cultivo con su actividad inhibitoria sobre R. solani.

Se considera importante para optimizar este trabajo en el futuro estudiar la relacion
interbiodtica entre Aspergillus sp. y R. solani, caracterizando mejor el comportamiento de

Aspergillus sp. in vitro y en campo.

Seria posible incrementar la eficiencia del filtrado de cultivo en el control de la enfermedad,
aplicando esporas del hongo seleccionado Aspergillus sp. a los tubérculos — semilla antes
de ser sembrados, también se podria probar el efecto de la aplicacion de una combinacién
del filtrado de cultivo con fungicidas de origen quimico de tal forma de disminuir la dosis de
éste Ultimo, o se podria combinar los filtrados de cultivo que presentaron actividad

inhibitoria sobre R. solani.



ANEXO N° 1

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

TAMPON TANQUAY

KH2PO4 ... 0.075g
Na2HPO4 ..o, 0.10g
Glicerol ......oooiiiiieieeeee e 15 ml
Agua destilada ........ccccceevveieiinnnnn. 85 ml

Disolver la solucién y esterilizar en autoclave a 121°C a 1.5 atmdsferas por 15 minutos.

AGAR PAPA DEXTROSA (APD)

GIUCOSA ...oeveiiiiiiiee e 2049
Papa pelada y picada ........cccccccceeeeenn. 200g
Agua destilada .........cccccooiiiiiii 1000 ml
AGAr e,

Disolver la solucién y esterilizar en autoclave a 121°C a 1.5 atmdsferas por 15 minutos.

AGAR SABORAUD

Bactoneopeptona.........ccccooviieeiiiniinnenn. 10g/1
Bacto dextrosa .........coccceeeiiiiiiieee 20 g/l
PH e 5.6
Agua destilada..........cccccceeiiiiiiiiiin. 11
AGAr 18 ¢

Disolver la solucién y esterilizar en autoclave a 121°C a 1.5 atmdsferas por 15 minutos.

CALDO DE CZAPEK

SACAr0SA. ....ceeeiviiieeiiiieee e 30g
Nitrato de sodio .......c.eeeveiiiiiiiiiiiiiien, 29
Fosfato monoacido dipotésico............... 19

Sulfato de magnesio heptahidratado.... 0.5g
Cloruro potasico..........ccccveeveiiiereeennnne. 05¢g
Sulfato ferroso heptahidratado ........... 0.01g
Agua destilada.........cccceeeeiieeenennnn.n. 1000 mi



Las sales y el azucar se disuelven en unos 900 ml de agua, tras lo cual se agrega el agar, se lleva

el volumen a 1000 ml. Esterilizar a 110° C por 30 minutos.

CALDO GLUCOSADO DE SABORAUD

Peptona ..o, 10¢g
GluCOSa.....evieieiiiieie e 409
Agua destilada ...........cocceeiiinnnenn. 1000 ml

Colocar en un matraz Erlenmeyer de 100 ml de capacidad el arroz. Esterilizar a 121°C por 15

minutos.

CALDO HARINA DE MAIZ
Harina de maiz.........cccccceeeeieeeeennenn. 409
Agua destilada .........ccccoooieieennnnen. 1000 ml
Mezclar la harina y el agua destilada, hervir durante una hora, filtrar por gasa. Esterilizar a 121°C

durante 15 minutos.

CALDO MIEL
Miel de abejas .........ccccceevviiiininnne 80 ml
Peptona ..o 2049
Agua destilada ..........c.cccooeiinnie 1000 ml

Anadir la miel al agua destilada, mezclar bien, después anadir, el agar. Regularel pHa 5.5,

estrilizar a 121°C por 15 minutos.

CALDO ARROZ
AITOZ.coiiiiii e 8¢
Agua destilada ..........c.cooiiieiinnen. 25 mi

Colocar en un matraz Erflenmeyer de 100 ml de capacidad el arroz. Esterilizar a 121°C por 15

minutos.



ANEXO N° 2

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA

GLUCOSA OXIDASA (TECO DIAGNOSTICS)

Principio:

Método enzimético para la determinacion de la concentracién de glucosa, utilizando glucosa

oxidasa que cataliza la oxidacion de la glucosa.

Procedimiento:

Preparar el reactivo de acuerdo a las instrucciones.

Disponer de tubos marcados como blanco, estandar y muestras

Pipetear 1 ml del reactivo en cada tubo y precalentar 4 minutos a 37°C.

Diluir las muestras 1:5 con agua destilada estéril.

Agregar 10 ul del estdndar y muestra a su respectivo tubo y mezclar

Incubar a 37°C por 10 minutos.

Llevar a cero el espectrofotometro con el reactivo, leer las absorvancias de todos los tubos a 500

nm.

Calculos:

(A = Absorvancia)

(Concentracion del estandar = 1 g/l)

A (Muestra) x Concentracion del estandar g/l) x 10 = Concentracion de la
A (Estandar) muestra (g/l)



DETERMINACION DE LA TEMPERATURA OPTIMA DE CRECIMIENTO

ANEXO N° 3

DE R. solani
Temperatura 12°C
Tasa de
Dia|Hora |Norte |Sur |Este |Oeste|Promedio | Area crecimiento
(mm) (cm2) micelial (cm2/h)

0 0 2,00 2,00 2,00( 2,00 2,00

1 24 250 250| 2,50 2,50 2,50 0,196 0,008
2| 48 3,00| 3,00 3,00 3,00 3,00 0,283 0,006
3| 72 4,00| 4,00| 4,00| 4,00 4,00 0,503 0,007
4| 96 500| 4,50 4,50 4,00 4,50 0,636 0,007

5| 120 6,00 6,50 6,00 6,50 6,25 1,208 0,010
6| 144 7,00 7,50, 8,00 8,00 7,63 1,815 0,013

7| 168 8,00| 9,00|10,00| 10,00 9,25 2,659 0,016
8| 192 8,50| 9,00|11,00| 11,00 9,88 3,079 0,016
9| 216 9,00/10,00| 11,00 11,50 10,38 3,333 0,015
10| 240| 10,00(12,00|12,50| 12,00 11,63 4,227 0,018
11| 264| 11,00/13,00|13,00| 13,50 12,63 4,988 0,019
12| 288| 12,00|15,00| 14,00 14,00 13,75 5,896 0,020
13| 312| 13,50|16,00|16,00| 15,50 15,25 7,258 0,023
14| 336| 14,00|16,00|16,00| 16,00 15,50 7,548 0,022
15| 360| 14,00(17,00|17,00| 16,00 16,00 8,042 0,022
16| 384| 16,00|19,00|18,00| 17,00 17,50 9,621 0,025
17| 408| 17,00|20,00|19,00| 17,50 18,38 10,636 0,026
18| 432| 18,00|21,00|20,00| 18,00 19,25 11,581 0,027
19| 456| 19,00|22,00|21,00( 19,00 20,25 12,819 0,028
20| 480| 20,00|23,00|22,00| 19,00 21,00 13,854 0,029
21| 504 | 21,00|24,00]|25,00]| 20,00 22,50 15,904 0,032
22| 528| 23,00|26,00]|28,00]| 23,00 25,00 22,396 0,042
23| 552| 25,00|28,00|30,00| 26,00 27,25 22,243 0,040
24| 576| 27,00|31,00|33,00]| 29,00 30,00 28,274 0,049
25| 600| 30,00|33,00|35,00| 31,00 32,25 32,573 0,054
26| 624| 32,00|35,00|37,00| 32,00 34,00 36,317 0,058
27| 648| 33,00|37,00|38,00]| 33,00 35,25 38,926 0,060
28| 672| 34,00|38,00|40,00]| 35,00 36,75 42,314 0,063
29| 696| 36,00|39,00|42,00| 36,00 38,25 45,843 0,066
39| 770| 38,00|40,00|43,00]| 37,00 39,50 49,017 0,064
31| 794| 40,00|41,00|44,00]| 39,00 41,00 52,810 0,067
32| 818| 41,00|42,00|45,00]| 41,00 42,25 55,947 0,068
33| 842| 43,00|43,00|45,00]| 43,00 43,50 59,447 0,071
34| 866| 45,00|45,00|45,00]| 45,00 45,00 63,617 0,073

| Promedio 0,034 |




Temperatura 14°C

Tasa de
Dia|Hora |Norte |Sur |Este |Oeste|Promedio |Area crecimiento
(mm) (cm2) micelial (cm2/h)
1 0 2,00 2,00 2,00| 2,00 2,00
2| 24 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 0,283 0,012
3| 48 6,00| 5,00| 6,00| 6,00 5,75 1,039 0,022
4| 72 9,00| 9,00|10,00( 10,00 9,50 2,835 0,039
5| 96]144,00(13,00|14,00| 15,00 46,50 6,158 0,064
6| 120| 19,00|18,00 18,00 20,00 18,75 11,045 0,092
7| 144| 24,00(22,00|21,00]| 25,00 23,00 16,619 0,115
8| 168| 35,00|33,00|33,00| 37,00 34,50 37,393 0,223
192 | 45,00|45,00|45,00| 45,00 45,00 63,617 0,331
| Promedio 0,112
Temperatura 16°C
Tasa de
Dia|Hora |Norte |Sur |Este |Oeste|Promedio | Area crecimiento
(mm) (cm2) micelial (cm2/h)
0 0 2 2 2 2 2
1 24 3 3 3 3 3 0,283 0,012
2 48 7 6 7 8 7 1,539 0,032
3 72 15 14 14 16 14,8 6,835 0,095
4 96 27 26 25 28 26,5 22,062 0,23
51 120 36 35 34 38 35,8 40,152 0,335
6 | 144 45 45 45 45 45 63,617 0,442
| Promedio 0,191 |
Temperatura 18°C
Tasa de
Dia|Hora | Norte |Sur |Este |Oeste|Promedio | Area crecimiento
(mm) (cm2) micelial (cm2/h)
0 0 2 2 2 2 2
1 24 3 3 3 3 3 0,283 0,012
2 48 7 9 8 8 8 2,011 0,042
3 72 21 23 22 22 22 15,205 0,211
4 96 40 44 45 41 42,5 56,745 0,591
5 | 120 45 45 45 45 45 63,617 0,53




Temperatura 20°C

| Promedio

0,277

Tasa de
Dia|Hora |Norte |Sur |Este |Oeste|Promedio | Area crecimiento
(mm) (cm2) micelial (cm2/h)
0 0 2 2 2 2 2
1 24 3 3 3 3 3 0,283 0,012
2 48 8 8 9 9 8,5 2,27 0,047
3 72 22 21 23 23 22,3 15,553 0,216
4 96 39 35 40 36 37,5 44179 0,46
5 120 45 45 45 45 45 63,617 0,53
| Promedio 0,253 |
Temperatura 25°C
Tasa de
Dia|Hora | Norte |Sur |Este |Oeste|Promedio | Area crecimiento
(mm) (cm2) micelial (cm2/h)
0 0 2 2 2 2 2
1 24 3 3 3 3 3 0,283 0,012
2 48 6 7 8 7 7 1,539 0,032
3 72 14 16 16 17 15,8 7,793 0,108
4 96 25 26 27 29 26,8 22,48 0,234
5 120 35 37 38 40 37,5 44179 0,368
6 144 45 45 45 45 45 63,617 0,442
| Promedio 0,199 |
Temperatura 28°C
Tasa de
Dia|Hora | Norte |Sur |Este |Oeste|Promedio |Area crecimiento
(mm) (cm2) micelial (cm2/h)
0 0 2 2 2 2 2
1 24 4 3 3 4 3,5 0,385 0,016
2 48 7 6 5 7 6,3 1,227 0,026
3 72 10 11 8 12 10,3 3,301 0,046
4 96 14 16 16 19 16,3 8,296 0,086
5 120 20 18 28 26 23 16,619 0,138
6 144 31 29 38 38 34 36,317 0,252
7 168 45 45 45 45 45 63,617 0,379
| Promedio 0,135 |




ANEXO N° 4

DETERMINACION DE LA INFLUENCIA DE LA LUZ EN EL CRECIMIENTO

DE R. solani
Presencia de luz
Tasa de
Dia|Hora |Norte |Sur |Este |Oeste|Promedio | Area crecimiento
(mm) (cm2) micelial (cm2/h)
0 0 2 2 2 2 2
1 24 4 3 3 4 3,5 0,385 0,016
2 48 7 6 8 7 7 1,539 0,032
3 72 21 20 20 21 20,5 13,203 0,183
4 96 41 40 40 40 40,25 50,896 0,53
51 120 45 45 45 45 45 63,617 0,53
| Promedio 0,258 |
Ausencia de luz
Tasa de
Dia|Hora |Norte |Sur |Este |Oeste|Promedio | Area crecimiento
(mm) (cm2) micelial (cm2/h)
0 0 2 2 2 2 2
1 24 3 3 3 3 3 0,283 0,012
2 48 5 5 5 6 5,25 0,866 0,018
3 72 15 14 13 15 14,25 6,379 0,089
4 96 26 24 21 24 23,75 17,721 0,185
51 120 30 31 30 31 30,5 29,225 0,244
6 | 144 45 45 45 45 45 63,617 0,442

| Promedio 0,165 |




DETERMINACION DEL MEDIO DE CULTIVO SOLIDO OPTIMO PARA

Agar Papa Dextrosa

ANEXO N° 5

EL CRECIMIENTO DE R. solani

Tasa de
Dia|Hora |Norte |Sur |Este |Oeste |Promedio | Area crecimiento
(mm) (cm2) micelial (cm2/h)
0 0 2 2 2 2 2
1 24 4 3 3 4 3,5 0,385 0,016
2 48 7 6 8 7 7 1,539 0,032
3 72 21 20 20 21 20,5 13,203 0,183
4 96 41 40 40 40 40,25 50,896 0,53
51 120 45 45 45 45 45 63,617 0,53
| Promedio 0,258 |
Agar Saboraud
Tasa de
Dia|Hora |Norte |Sur |Este |Oeste|Promedio | Area crecimiento
(mm) (cm2) micelial (cm2/h)
0 0 2 2 2 2 2
1 24 3 3 3 3 3 0,283 0,012
2 48 8 8 7 6 7,25 1,651 0,034
3 72 20 21 19 18 19,5 11,946 0,166
4 96 30 32 30 30 30,5 29,225 0,304
5 | 120 43 40 40 41 41 52,81 0,44
6 | 144 45 45 45 45 45 63,617 0,442
| Promedio 0,233 |
Agar Nutritivo
Tasa de
Dia|Hora | Norte |Sur |Este |Oeste|Promedio | Area crecimiento
(mm) (cm2) micelial (cm2/h)
0 0 2 2 2 2 2
1 24 3 3 3 3 3 0,283 0,012
2 48 7 8 6 7 7 1,539 0,032
3 72 16 17 14 16 15,8 7,793 0,108
4 96 27 28 25 26 26,5 22,062 0,23
5 | 120 35 36 33 34 34,5 37,393 0,312
6 | 144 41 42 40 40 40,8 52,168 0,362
7 | 168 45 45 45 45 45 63,617 0,379
| Promedio 0,205 |
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	Dentro de los factores que limitan la producción de papa, las enfermedades juegan un papel muy importante. En algunos casos, hace necesaria la aplicación de fungicidas para obtener una buena producción. En otros casos, como lo son las enfermedades del suelo, como la “maya”, el pie negro, la sarna y la roña, las medidas a tomar son básicamente preventivas como por ejemplo, la utilización de semilla producida en campos libres de la enfermedad y la siembra en terrenos que  no hayan presentado síntomas de la enfermedad a prevenir. 
	2. OBJETIVOS 
	2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 


	3. 2 Marco Teórico 
	3.2.1 El Control Biológico 
	 
	Baker y Cook definen el control biológico como la reducción del inoculo o de la actividad del patógeno ejercido por uno o más microorganismos en forma natural, a través del manejo del ambiente, del hospedero o del antagonista o por la introducción de uno o más antagonistas. Señalan además que el control biológico rara vez erradica al patógeno, pero sí reduce su población o su capacidad patogénica. Actualmente existen productos comerciales formulados en base a microorganismos. 
	La estabilidad ecológica inherente a los ecosistemas naturales y su autorregulación característica, se pierden cuando el hombre modifica las comunidades naturales a través de la ruptura del frágil tejido de interacciones a nivel de comunidades. De todas formas, esta ruptura puede ser reparada restituyendo los elementos reguladores perdidos en la comunidad. 
	A través de la adición o el incremento de la biodiversidad que funcionan en los ecosistemas agrícolas. Una de las razones más importantes para restaurar y/o mantener la biodiversidad en la agricultura, es que presta una gran variedad de servicios ecológicos. Uno de estos servicios es la regulación  de la abundancia de organismos indeseables a través de la predación, el parasitismo y la competencia (Altieri, 1994). Predadores, parásitos y patógenos actúan como agentes de control natural que bien manejados pueden regularla población de componentes indeseables o no aptos en un agroecosistema particular. Esta regulación se llama “control biológico” y DeBach (1964) la define como “la acción de parásitos, predadores o patógenos que mantiene la densidad de la población de un organismo plaga en un promedio menor del que ocurriría en su ausencia”. 
	3.2.1.2 Papel de los antagonistas 
	 
	No es fácil determinar con precisión los mecanismos que intervienen en las interacciones entre los antagonistas y los patógenos sobre la planta o en las heridas. En general los antagonistas no tienen un único modo de acción y la multiplicidad de modos de acción es una característica a seleccionar en un antagonista. Esto se debe a que los riesgos de seleccionar en un antagonista, esto se debe a que los riesgos de seleccionar al patógeno por resistencia al antagonista se reducen al actuar éste último por varios mecanismos. El riesgo de resistencia se reduce también mediante el uso de combinaciones de antagonistas de diferente modo de acción. 
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