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GLOSARIO

AISLAMIENTO: accién de purificar un compuesto de una mezcla o unalinea o cepa pura
de un cultivo heterogéneo.

ANTAGONISMO: interaccion de dos sustancias biol égicamente activas que presentan
acciones opuestas en un mismo sistema, como por g emplo la de una sustancia que inhibe
parcial o totalmente, o bien revierte el efecto de la otra.

ANTIBIOSIS: es la capacidad de un microorganismo de producir antibiéticos o
metabolitos secundarios que suelen ser tOxicos para otros ya que pueden detener su
crecimiento o eliminarlos.

ANTIBIOTICO: sustancia natural de peso molecular relativamente bajo, producida por un
microorganismo, la cua en solucion diluida inhibe € crecimiento o destruye otros
organismos.

BIOMASA: masa celular producida durante la fermentacion o peso total de la materia viva
de una poblacion.

CELULOSA: polisacarido de elevado peso molecular constituido por largas cadenas no
ramificadas de residuos de B-D-glucosa unidos por enlaces (1,4).

COMPETENCIA: en biologia, término utilizado para describir la competencia entre dos
organismos para unas mismas fuentes (tales como nutrientes, agua, luz, etc.), cuando éstas
estan en pequefis cantidades.

CONTROL BIOLOGICO: método de control de plagas mediante la interferencia con su
ciclo bioldgico, atacandolas con preparados de origen biolégico, o bien utilizando sus
enemigos naturales para destruirlas.

DIPLOIDE: un nucleo, célula u organismo que contiene 2n cromosomas (es decir, el doble
del nimero haploide), que se aparean normalmente. Todos los cromosomas, excepto |os
sexuales, se hallan en paren homdlogos, estructural y genéticamente similares, respecto al
nimero y posicion de los loci genicos. La mayoria de los animales son diploides, como lo
son |as generaciones esporofitas de |as plantas que presentan alternancia de generaciones.
DIVERTICULO: tubo ciego que se ramifica a partir de un canal o una cavidad.

ESPORA: pequeiia forma reproductiva capaz de madurar. Por lo genera son muy
resistentes a condiciones ambiental es extremas. Son usuales en microorganismos, hongos y
plantas.

ESTEROL: acohol esteroide. Ejemplos de esteroles son € colesterol y el ergosterol.
ESTOMA: pequefio poro presente en la epidermis de las partes aéreas de las plantas y a
través ddl cual tiene lugar € intercambio de gases.

FITOPATOGENO: es un microorganismo parésito de las plantas que le causan
enfermedad y posteriormente la muerte.

FUNGI CIDA: agente quimico o biolégico que mata hongos.

FUNGISTASIS: es la supresiéon causada por € suelo a las esporas de los hongos debido a
la presencia de metabolitos y enzimas producidas por la microbiota propia del suelo, por la
descomposicién de materia organica o por lafalta de nutrientes. Las esporas solo germinan
cuando € suelo se vuelve conductivo o sea gque las condiciones son Optimas para €llas.



GAMETANGIO: estructura hallada en organismos vegetales que produce y aberga los
gametos (por gjemplo, un anteridio, arquegonio u 0ogonio).

HAPLOIDE: dicese de un nucleo, célula u organismo que posee un Unico grupo de
cromosomas desapareados, en nimero llamado haploide (n). Los gametos son haploides.
HETEROCARIOSIS: fendmeno en e que las células de un organismo poseen diversos
nucleos de distinta dotacion genética. Este fendmeno tiene lugar en algunos hongos y puede
ser requisito para la reproduccion sexual.

HIBRIDACION: proceso por e cual una hebra del écido nucleico se une con otra hebra
complementaria mediante el apareamiento de bases. Cruce de dos animales, plantas u
hongos de distinto origen o composicion genética para obtener hibridos.

HIFA: filamento tubular que congtituye la fase vegetativa de la mayoria de los hongos y
muchas algas.

INOCUL O: cultivo iniciador de un organismo, o una mezcla de organismos, afiadido a un
medio parainiciar la produccion de un nimero mayor.

LENTICELA: region de células dispuestas laxamente que se halla en la capa externa de la
cubierta de las raices y tallos (peridermo) de las plantas lefiosas. Las células realizan €l
intercambio de gases.

LISINA: uno de los veinte aminoacidos comunes gue se encuentran en las proteinas. Es un
aminoacido esencial para € hombre. La lisina se produce por fermentacion utilizando
generalmente melazas como sustrato. Sus simbolos. Lysy K.

LISIS: destruccion de una célula por rotura de su membrana o cubierta externa.

MICELIQ: parte vegetativa de un hongo filamentoso. Consta de una masa de hifa
MICOLOGIA: ciencia que se encarga del estudio de los hongos.

MICOPARASITO: son hongos que parasitan a otros hongos y que desempefian una
funcion importante en la regulacion de las poblaciones de sus hospederos.

MUTACION: cambio en la estructura del DNA o en el nimero de genes o cromosomas de
una célula que da lugar a la expresién de una caracteristica anormal. Las mutaciones se
producen espontaneamente o0 por mutdgenos quimicos o radiaciones ionizantes. Las
mutaciones ocurren tanto en los gametos como en las células sométicas. Las mutaciones en
las células sométicas no se heredan.

OOSPORA: espora, de pared gruesa, es fase de latencia (reposo) que se desarrolla a partir
de una oosfera fecundada.

PATOGENO: microorganismo que infecta otra planta o animal produciendo sintomas de
enfermedad 0 una respuesta toxica.

PESTICIDA: compuesto quimico o agente bioldgico utilizado en el control de plagas y
enfermedades.

Phytophthora infestans. microorganismo causante del tizon tardio o “gota’ en la papa.
PLAGA: organismo inductor de enfermedad. A menudo, este término se aplica a un
organismo que causa enfermedades o ataca cultivos agricolas.

SAPROFITO: organismo que se dimenta de materia orgénica muerta o en
descomposicion. Los sapréfitos secretan enzimas que digieren los residuos organicos
externamente y a continuacion absorben los compuestos de bajo peso nolecular que se
forman. El término se aplica especialmente a hongos y bacterias.

Trichoderma: hongo que produce una putrefaccion blanquecina y que es ampliamente
utilizado en la produccién de celulasas.



TUBERCULO: 6rgano subterrédneo de almacenamiento y reproduccion. Existen tanto
tubérculos del tallo (patata) como de laraiz (dalia).



RESUMEN

La enfermedad de la papa conocida comunmente como tizén tardio y producida por el

patégeno Phytophthora infestans, se ha incrementado significativamente en los Ultimos
afnos ocasionando serias dificultades entre los agricultores de la region especialmente
minifundistas. Una vez constatado que en la region, e mangjo de esta patologia se redliza
fundamentalmente a través de la aplicacién de productos quimicos, lo cual como es obvio,
de un lado, incrementa la resistencia del patégeno y de otro, ocasiona efectos colaterales en
el ecosistemay en la calidad de vida, pues afecta aspectos econdmicos (pérdidas, gastos en
insumos, incumplimiento en € abastecimiento, etc.) e inherentes a la salud por consumo
indirecto y/o contacto directo con los fungicidas.

Se evaluo la efectividad antagonica in vitro de aislados de Trichoderma spp. sobre
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary. Se redlizaron una serie de cultivos, utilizando la
técnica de siembras opuestas (patdbgeno — antagénico), mediante e empleo de diez
aidamientos de Trichoderma spp. procedentes de suelo de bosque, jardin, pradera, pajonal
y de siembras caseras, frente a dos aislados de Phytophthora infestans (N00299 y N06399),
provenientes de dos variedades cultivadas en € departamento de Narifio (parda pastusa 'y
sabanera). Adicionalmente, se valord la capacidad inhibitoria de los antibidticos extraidos
de los diez aisdamientos de Trichoderma spp. Para evaluar €l ensayo, se utiliz6 un disefio
irrestrictamente a azar con tres repeticiones.

El andlisis de varianza, indicd que existen diferencias estadisticamente significativas entre
las vel ocidades promedio de invasion micelial, ya que el valor P de la prueba F es menor de
0.05, para ambos tratamientos. Permiti0 ademés discriminar a los aidlamientos de
Trichoderma spp. en cuatro grupos de acuerdo a su capacidad invasora, destacandose el
aislado T5J como & grupo menos promisorio en ambos casos, tanto para Pi02 como Pi63.
El andlisis de frecuencias, mediante un test de Chi — cuadrado, establecié que €l valor
observado para cada antibiético puede o no tener ninguna relacion con su capacidad
inhibitoria. Dichos valores, positivos 0 negativos, se presentaron aleatoriamente, o que
implicé que ninguno de los tratamientos fue totalmente positivo o negativo.



ABSTRACT

The retarded stain (Phytophthora infestans), a potato disease (Solanum tuberosum L.)
which has increased in a meaningful way in last years, a has arose from serious difficulties
among region farmers, especially those who are small farmsteaders. When it was possible
to demonstrate the management of this pathology treated through the use of chemical
products, increased the pathogen resistance on the one part, and on the other one, it causes
secondary effects on the environment and on quality of life, because it affects economical
aspects (losses, expenses, unfulfillment in the supply, and so forth) and those aspects which
are together to health due to indirect consumption and/or direct contact with fungicides.

It was tested the antagonic effectiveness in vitro from Trichoderma spp. isolations on
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary. A series of cultivations were done, by using the
technique of opposite sowings (pathogen — antagonist), through the use of ten isolations of
Trichoderma spp. coming from forest, garden, meadowland, gleanings and home sowings,
in front of two isolations of Phytophthora infestans (N00299 and N06399), coming from
two cultivated varieties in the Department of Narifio (parda pastusa and sabanera).
Additionally, the inhibitory capacity of antibiotic extracted from ten isolations of
Trichoderma spp. A completely at random design with three repetitions was used.

The analysis of variance showed that there are meaningful statistically differences among
the mean velocities of mycdlial invasion, since the value P of the test F is less than 0.05 to
both trestments. It allowed to discriminate the isolations of Trichoderma spp. in four
groups in agreement to its invasive capacity. The T5J was the most important with the least
promissory group in both cases, not only to Pi02 but aso to Pi63. The analysis of
frequencies, through a squared Chi’s test, established that the value seen to each antibiotic
can have or not any relation with its inhibitory capacity. Those values, positive or negative,
were showed in an aleatory way which implied all treatments were not completely positive
or negative.



INTRODUCCION
Ortiz et al., reporta que:

La papa (Solanum tuberosum L.), es uno de los aimentos mas importantes en e mundo
constituyéndose en producto basico de consumo doméstico en los paises productores. En
Colombia, es el principal cultivo de clima frio, ubicado en la region Andina entre los 2.000
y 3.200 metros de dtitud, la cual corresponde a los altiplanos frios y a los paramos,
localizados principalmente, en los departamentos de Cundinamarca, Boyaca, Narifio y
Antioquia’.

Pineda afirma que:

Actualmente se siembran en el pais 180.000 hectareas, con una produccion de mas de 3
millones de toneladas por afio. Los costos de produccion por hectarea, superan los 5
millones de pesos y de éstos e 23% corresponde a gastos de fertilizantes y €l 17% a costos
de proteccién sanitaria del cultivo (Benavides, 2000). En e sur de Colombia se cultivan
alrededor de 30.000 hectareas por afo, principalmente en los municipios de Guachucal,
Potosi, Tuquerres, Cumbal, Ipiales, Pupiales y Pasto; con un aporte en € PIB agricola en
Narifio del 5%

Vabuwena et al., afirma que: “Este tubérculo cobra cada dia mayor significancia dentro de
los productos alimenticios, ocupando un privilegiado cuarto lugar, después de los cereales
maiz, arroz y trigo”® Pifia et.al., sostiene que: “Sin embargo, este cultivo se ve sometido a
una fuerte presion por plagas y enfermedades, siendo la “gota’ o tizén tardio la enfermedad
més limitante y de mayor importancia econdmica, causada por €l fitopatdgeno
Phytophthora infestans™

1 ORTIZ, Luz Yineth; et. al. Determinacion del 4cido abscisico en papa Solanum sp.) como respuesta a bagjas
temperaturas. En: Agronomia Colombiana. Universidad Nacional de Colombia. Facultad de Agronomia. Bogota: Vol.
18 No. 1-3. (Dic., 2001 ); p. 31

2 PINEDA, R. 2000. Ministerio de Agricultura. CEVIPAPA. Plan Naciona de Semilla. En: Papas colombianas. Vol. 3
No. 1-2. (2000); p. 53-55.

8 VALBUENA, R y SANCHEZ DE LUQUE, C. Técnicas de termoterapia y cultivo in vitro para la obtencién de
material de papa (Solanum spp.) libre devirus. Tunja: INIAC. UPTC, 1986. p. 109-121.

4 PINA, R.N. y SANABRIA, JN. Fitopatologia En : CONGRESO NACIONAL DE FITOPATOLOGIA. (29°: 1998 :
Bogotd). Memorias del XIX Congreso Nacional de Fitopatologia. Bogotéa: s.n., 1998. p. 50.
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Seguin Erwin y Ribeiro:

El atague por este patdgeno es severo, ya que por muchos afios ha causado pérdidas
considerables en todas las areas donde se cultiva este tubérculo y aln en la actuaidad
representa una amenaza por la aparicion de nuevas epidemias y hambrunas, debido a la
habilidad del patégeno para producir diferentes formas de inéculo, ata capacidad de
penetrar e infectar al hospedante, su tendencia a sobrevivir en & suelo y en algunas
especies, su amplio rango de hospedantes®

Benavides reporta que:

Un gran componente para incrementar rendimientos y calidad del cultivo de papa, es €
manegjo adecuado del tizon tardio, que se readliza fundamentamente a través de la
aplicacién de productos quimicos, lo cual asegura una buena produccion, pero incrementa
laresistencia del patdgeno, se aumentan os costos, se pierde competitividad en el mercado
y seincrementa el nivel de contaminacion ambiental®

Villegas, afirma que: “Ademés se suman a estos los posibles efectos colaterales como €
desequilibrio de la fauna benéfica natural, intoxicaciones de los operarios y presencia de
residuos toxicos en el producto cosechado”’

Hartly reporta que:

Ante esta problemdtica, se considera necesario evaluar otras aternativas de manego
econdmicas y menos contaminantes como el control integrado, incluyendo la uilizacion de
microorganismos que son antagonistas de |os agentes infecciosos y que desplazan a éstos
de una manera natural. Dichos agentes biocontroladores presentan ventajas como su gran
capacidad de reproduccion y establecimiento por si mismos en el ecosistema del suelo,
como no ocurre cuando se aplican productos quimicos®

Hartly® La introduccién de antagonistas a los patdgenos de plantas se conoce desde la
década de 1920, siendo las especies del género Trichoderma las més utilizadas, debido a su
ubicuidad, facilidad para ser aisladas, crecimiento rgpido en un gran nimero de sustratos,
control de un amplio rango de patdgenos, alta competencia por alimento, espacio y a que no

5 ERWIN, D.C. and RIBEIRO, OK. Diseases worldwide. Paul. Minnesota : APS Press. The American
Phythopatological Society. St., 1996. p. 1-6

6 BENAVIDES ROSERO, Miguel. Proteccion sanitaria del cultivo de la papa para programas de manejo integrado de
plagas. En: Papas colombianas. FEDEPAPA. Vol. 3 No. 1. (2000); p. 62-63.

" VILLEGAS JARAMILLO, Sonia. Phytophthora infestans (Mont.) de Bary. Medellin, 2003, p. 137. Monografia
(Titulo obtenido). Universidad Naciona de Colombia. Facultad de Ciencias Agropecuarias.

8 HARTLY, C. Damping — off in forest nurseries. United States : Departament of Agriculture. Bull, 1989. p. 1-99

° |pid., p. 1-99
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atacan a las angiospermas Rey et al., afirma que: “A ello se adiciona su efecto parasitario
de estructuras fungosas diferentes y la produccién de sustancias antibidticas que afectan el
crecimiento o son liticas para muchos patogenos” °.

Wells et al., afirma que: “La accion de Trichoderma como micoparésito natural fue
demostrada por primera vez por Weindling en 1932 y su utilizacion en experimentos de
biocontrol solo se registra hasta la década de 1970"*. Zavaleta sostiene que: “El objetivo
principal no es e de eliminar al patdgeno responsable de la enfermedad sino méas bien a
pesar de su presencia, se logre obtener rendimientos economicamente rentables para €

agricultor, y segundo, entender mas acerca de la naturaleza de la enfermedad y la fisiologia
de la planta’?

Dentro del contexto de una agricultura ecolégica y del mangjo integrado de plagas, este
trabajo se propuso como objetivo: “Evaluar el efecto antagonico in vitro de aislamientos de
Trichoderma spp. procedentes de suelo sobre Phytophthora infestans’. La evaluacion se
llevo a cabo mediante la seleccion de aidados con capacidad parasitica y antibictica,
encaminada a entender labiologiay e control del patdgeno.

© REY, Manuel; et al. Mejora de cepas de Trichoderma para su empleo como biofungicidas. En: Revista
Iberoamericana de Micologia. No. 17. (2000); p. 31-36.

1 WELLS, H.D.; BELL, D.K. and JAORSKI, C.A. Efficacy of Trichoderma harzianum as a biocontrol agent for
Sclerotiumrolfsii. In: Phytopathology. (1972); p. 442-447.

12 ZAVALETA MEJA, E. Control biolégico de fitopatégenos. En : CURSO DE CONTROL BIOLOGICO. (5°: 1994 :
México). Memoriasdel V curso de control biolégico. México : Sociedad mexicana de control bioldgico. p. 115-125.
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1. OBJETIVOS
1.1 OBJETIVO GENERAL
Evauar € efecto antagonico de aidamientos de Trichoderma spp. sobre € patdégeno
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary causante del “tizén tardio” en papa Solanum

tuberosum L.) en condiciones de laboratorio.

1.2 OBJETIVOSESPECIFICOS

? Activar los aidamientos N00299 y N06399 de Phytophthora infestans preservados en €l
laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Narifio para su posterior aplicacion.

? Obtener aislamientos de Trichoderma spp. a partir de muestras de suelo.

? Seleccionar aislamientos de Trichoderma spp. con capacidad parasitica in vitro sobre
Phytophthora infestans.

? Vadorar la capacidad inhibitoria de los antibioticos extraidos de los aislados de
Trichoderma spp. sobre Phytophthora infestans.

24



2. MARCO TEORICO
2.1 IMPORTANCIA DE Phytophthora infestans

La “gota’ de la papa, causada por Phytophthora infestans, es el factor mas limitante de la
produccién en casi todos los paises cultivadores de este tubérculo. Castafio sostiene que:
“Alrededor de 1820, este patdgeno fue introducido a Europa, proveniente de América, para
1845 se constituyé como la principa enfermedad del cultivo de la papa, luego de causar la
destruccion de extensos campos irlandeses cultivados con e tubérculo; ocasionando la
conocida “hambruna de Irlanda™ 3 .

Segun Agrios:

Phytophthora infestans muestra también una gran virulencia en otras especies de la familia
Solanaceae. La enfermedad puede destruir € follaje y los tallos de éstas en cualquier
momento durante la estacion de crecimiento de las plantas. También puede atacar los
tubérculos de papa y lo frutos del tomate en € campo, asi como en amacenamiento La
“gota’ puede destruir totalmente todas las plantas de una zona de cultivo a cabo de una o
dos semanas, cuando las condiciones climaticas son favorables y no se aplica ningun
método de control**

Castario afirma que: “Actuamente la “gota’ es la enfermedad mas devastadora de la papa,
por lo tanto, los cultivos de papa deben ser asperjados periddicamente con fungicidas para
protegerlos del patégeno, el costo de dicho control se ha calculado en 1.8 billones de
délares en e mundo”*®. Benavidesy Moncayo aseguran que: “En Narifio e control de esta
enfermedad genera costos semestrales superiores a los cuatrocientos mil pesos
($400.000.00) por hectarea”

18 CASTANO, Jairo. 1996. Resimenes. Manejo del tizén tardio de la papa: Estado actual. en: Papas Colombianas.
Colombia: s.n. p. 253-263

1 AGRIOS, G.N. Fitopatologia. 2 e.d. México Limusa, 1985. p. 303-323

® CASTANO, Op.cit., p. 253-263

16 BENAVIDES, Dexy y MONCAYO, Blanca. Caracterizacion aloenzimética de las poblaciones de Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary en las zonas productoras de papa (Solanum tuberosum L.) en e Departamento de Narifio. San

Juan de Pasto, 2002, p. 35. Trabajo de grado. (Bidlogas). Universidad de Narifio. Facultad de Ciencias Naturales y
Mateméticas. Programa de Biologia.
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2.2 POSICION TAXONOMICA DE Phytophthora infestans

Brassier, afirma que. -"El género Phytophthora contiene cerca de 50 especies, muchas de
ellas responsables de algunas de las enfermedades més destructoras, tanto en plantas
silvestres como cultivadas™*’

En los textos preparados por Raven, Evert y Eichhorm, ubican a Phytophthora infestans
dentro de la siguiente clasificacion:

REINO: Cromista (grupo Stramenophyle)
PHYLUM: Oomycota

CLASE: Oomycetes

SUBCLASE: Peronosporomycetidae
ORDEN: Pythiales

FAMILIA: Pythiacea

GENERO: Phytophthora

ESPECIE: Phytophthora infestans®

Villegas argumenta que: “El Phylum Oomycota, perteneciente al reino Cromista,
comprende mas de 700 especies, las cuaes no tienen pigmentos fotosintéticos, poseen dos
flagelos en las zoosporas y los gametos masculinos, con paredes formadas por celulosa o
polimeros similares a celulosa y tiene habitos acuaticos y terrestres, aunque siempre

necesitan la presencia del agua”*®.

Raven, Evert y Eichhorm 2°Por sus formas filamentosas parecidas a hifas, se agruparon
originalmente como hongos, Kamoun?! lo que fue confirmado por filogenias moleculares,
basadas en las secuencias de RNA ribosomal, datos de los aminoacidos compilados para las
proteinas de la mitocondria y cuatro proteinas que codifican para los genes cromosdmicos,
evidenciando que los Oomycetes adquirieron la habilidad de infectar las plantas de manera
independiente de los hongos verdaderos.

17 BRASSIER, C.M. Evolucionary Biology of Phytophthora. USA: Annual Rev. Phytopathology, 1992 p. 30

18 RAVEN, P.H., EVERT., R.F., and EICHHORM, S.E. 1999. Biology of Plants. Six edition. New York. W.H. Freeman
and Company. 944. 370 p.

¥ VILLEGAS JARAMILLO, Op.cit., p. 87
2 RAVEN, EVERT y EICHORM, Op.cit., p. 30

2L KAMOUN, S. Basic Biology: Information of mechanisms that make Phytophthora infestans a pathogen. In: GILB’ 02
CONFERENCE L ate blight: managing the global threat. Abstracts. 11-13 July. Germany. : s.n., 2002. 9 44,
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Seguin Villegas:

Los Oomycetes, estan relacionados con las algas, dado que presentan meiosis en los
gametangios, por o tanto sus nucleos vegetativos son de naturaleza diploide. Son conocidos
como organismos “ heterocontes’, 1o que significa que poseen flagelos en las zoosporas con
longitud y ornamentacion diferente. Los flagelos se presentan en pares, un flagelo largo y
adornado con nastigonemas (pelos) distintivos (plumosos) y un flagelo mas corto, delgado,
cilindrico y en forma de l&tigo o flecha?

Griffith et al., afirma que: “Las caracteristicas que diferencian el género Phytophthora de
los hongos se basan en la morfologia de las crestas mitocondriales (tubulares) y la
bioguimica de las paredes celulares, las cuales contienen microfibrillas de celulosa con una
matriz amorfa de B-1,3 glucano en vez de quitina, carencia de hipoxidacion del esqualene a
esterolcze3s y diferencias en las vias metabdlicas, como resultado de un sistema genético
anico”

Seguin Villegas:

La mayoria de las especies de Oomycetes se reproducen sexual y asexuamente: la
reproduccion asexual, es por medio de las zoosporas moviles cuyos flagelos son
caracteristicos y distintivos de las especies. La reproduccion sexual es oogamica. El
gameto femenino (oogonio) es relativamente grande, en forma de huevo no flagelado y es
fecundado por € gameto masculino (anteridio) que es notablemente mas pequefio y
flagelado. La fertilizacion resulta en la formacién de un zigoto con paredes gruesas (la
Oospora, que le da el mombre al Phyllum Oomycota) que puede entrar en estado de reposo
y tolerar condiciones de estrés, permaneciendo inactiva 0 en reposo, cuando las
condiciones no son favorables para la germinacion.

L as esporas asexual es (zoosporas) son producidas en € esporangio, de manera més precisa
el zoosporangio. Los esporangios se desarrollan sobre los esporangioforos, los cuales son
similares en didmetro a las hifas. En algunas especies emergen nuevos esporangioforos a
través de las bases de esporangioforos vigjos, de las cuales se han liberado zoosporas
uninucleadas.

Un grupo grande de este Phyllum son acuaticos, sapréfitos y parasitos, otros son terrestres
como los géneros Phytophthora y Pythium estrechamente relacionados y pertenecientes a
la familia Pythiaceae, los cuales causan enfermedades en plantas, pero requieren del agua
liquida para la movilidad de las zoosporas en e suelo o en € follgje.

2 VILLEGAS JARAMILLO, Op.cit., p. 45

2 GRIFFITH, G.W., SNELL, S. and SHAW, D.S. Late blight (Phytophthora infestans) an tomato in the tropics. USA :
The Mycologist, 1995. p. 87-89

2 VILLEGASJARAMILLO, Op.cit., p. 137
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2.3MORFOLOGIA E IDENTIFICACION DE LASESPECIES DE Phytophthora
Erwin y Ribeiro | afirmaque:

La identificacion de algunas especies de Phytophthora, parece ser relativamente ssimple,
pero las diferencias morfol égicas con otras especies del mismo género son tan pequefias y
algunas caracteristicas tan variables, que incluso los expertos consideran que el género es
dificil de clasificar, mas aln para los que estén relacionados con la taxonomia de este
grupo. Por esta razén es necesario acudir a las técnicas de patrones isoenziméticos y
RFLPs de DNA nuclear y mitocondrial, para diferenciar las especies

Las estructuras sométicas (talos) de Phytophthora son llamadas micelio y estéan
compuestos de filamentos hialinos “hifas’ ramificado y cenociticos (no septados), excepto
en cultivos vigjos, en los cuales algunas veces se pueden observar septas. En cultivos
jovenes, e citoplasma fluye libremente dentro del micelio. Las hifas se ramifican en
angulos aproximados de 90 grados y algunas veces se constrifien en la base. Aunque hay
especies que tienen patrones de micelio caracteristicos, éstos no son lo suficientemente
tiles para diferenciar especies; como tampoco lo son e crecimiento y la forma de la
coloniay e hinchamiento de las hifas®.

Abad sostiene que: “Los esporangios son esporas asexuales que se producen sobre
pedinculos llamados esporangiéforos, los cuales difieren ligeramente de las hifas
vegetativas, su desarrollo es indeterminado y se ramifican simpodialmente, 1o cua es
propio de Phytophthora infestans” 2

Waterhause citado por Erwiny Ribeiro afirma que:

Los esporangios varian en forma y tamafio. Las formas son ago diferentes para una
especie en particular, pero son a menudo variables en € rango: de esféricas, subesféricas,
ovoides, ovalovoides, elipsoides, limoniformes . infestans), periformes, obperiformes
(en forma de pera invertida), turbinadas (como un trompo), obturbinadas (trompo
invertido). Los esporangios miden entre 29 x 19 a 59 x 31 micras®’

Erwin y Ribeiro, sostienen que: “La zoospora esta conformada por varias partes. €
kinetosoma (cuerpo basal de la zoospora), la zona de transicion que une € flagelo con el
kinetosoma y el sistema del microtibulo, que permite anclar € flagelo a la zoospora. Los

% ERWIN Y RIBEIRO, Op.cit., p. 1-6

% ABAD, G.J. Phytophthora infestans en la zona central del Per(i; Razas, patotipos, especializacién fisiol gica, tipos de
compatibilidad, resistencia de variedades y rangos de hospederos. Lima, Perd, 1983 p. 75. Tesis de grado (M.Sc.
Mimeografiad). Universidad Nacional Agraria La Moalina. Programa académico de graduados.

27 ERWIN Y RIBEIRO, Op.cit., p. 1-6
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anclgjes de los flagelos de Phytophthora infestans, son significativamente diferentes, pues
solo tienen cinco, mientras otras especies tienen seis”®

2.4 BIOLOGIA DE Phytophthora infestans
Villegas afirma que:

Este patdgeno se propaga sexual y asexualmente. La reproducciéon sexual sirve para
proporcionar un estado de supervivencia a las esporas (oosporas) y generar nuevas
combinaciones de genes. Sin embargo, este organismo ha tenido grandes explosiones de
poblaciones epidémicas por la reproduccion asexual, como parasito obligado, causando la
gota ozgizc’m tardio en cultivos de papa y tomate principamente en muchas partes del
mundo

2.4.1 Reproduccion asexual. Legard et al., afirma que: “El esporangio (zoosporangio) es
la unidad de reproduccién asexual, €l cua puede ser producido en abundancia en muchas
especies huéspedes. Una sola lesién puede producir hasta 300.000 esporangios en una
noche”3® Smart et al., reporta que: ‘Cada esporangio tiene de seis a diez nicleos, se
desprenden facilmente de los esporangiéforos cuando maduran y son arrastrados por 10s
vientos que los dispersan y los cambios de humedad relativa que los ayudan a germinar en
los tgjidos de las plantas huéspedes, mediante la germinacion directa a través de un tubo
germinativo o indirectamente a producir zoosporas” 3!

Castario sostiene que:

Bajo condiciones favorables Phytophthora infecta e teido susceptible, los
esporangioforos emergen a través de los estomas y liberan numerosos esporangios. Estos
pueden germinar directamente en los tgjidos, o son diseminados por la lluviay € viento
generando ciclos secundarios de la enfermedad. La mayor esporulacion se presenta con
humedad relativa del 100% o cercara a ellay a temperaturas alrededor de 16 y 22° C. Los
espoggngios pierden viabilidad a cabo de 3 a 6 horas, con humedad relativa inferior al
80%

% |pid., p. 1-6

2 VILLEGAS, Op.cit., p. 137

% LEGARD, D.E., LEE, T.Y. and FRY, W.E. Phytopahology. USA : s.n. 1995. p. 1356 — 1361.

81 SMART, C.D. et. a. Molecular techniques and mystery of the potato late blight pathogen. Plant microbe interactions.
Vol. 5. Edited by Gary Stacey and Noel Keen. 336 p. APS (American Phytopathology Society) Press. St. Paul Minnesota.
United States of America, 2000 p. 21-41.

% CASTANO, Jairo, Op.cit., p. 253-263
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Aunque Andrivon®®  demostré que pueden permanecer viables en e suelo por varios
meses dependiendo de las condiciones quimicas, fisicas y biolégicas del suelo.

Castario afirma que:

La germinacion de los esporangios tiene una duracién de 0.5 a 2 horas, se produce cuando
hay rocio o presencia de agua sobre las hojas del hospedero y dentro de un intervalo de
temperatura entre 10 y 15° C. Cuando los esporangios han germinado se requieren dos
horas con una temperatura de 15 a 25° C para la penetracion de |os tubos germinales en los
tgidos de la planta. Una vez dentro, € micelio se desarrolla con mayor rapidez a una
temperatura entre 17 y 21° C, que también es dptima para que pueda esporular>*

2.4.2 Reproduccion sexual. Segin Smart et al.®, laformacion de oosporas es uno de los
aspectos mas relevantes del ciclo de vida de P. infestans. Como organismo heterotalico, son
necesarios ambos tipos de apareamiento denominados Al y A2 para la reproduccion
sexual. Galindo y Gallegly afirman que: “Las esporas se forman a medida que cada tipo de
apareamiento responde a la hormona inducida por € tipo de apareamiento contrario,
produciendo un oogonio y un anteridio” %

Drenth et al. Afirman que: “La meiosis ocurre inmediatamente antes del desarrollo de los
gametangios, representando el Unico estado haploide del ciclo de vida de este organismo.
La cariogamia se da entre estos dos nucleos haploides, formando una oospora diploide
uninucleada de paredes gruesas, que puede servir ademas, como una estructura de
supervivencia para el invierno en las zonas templadas’>’.

Henflig reporta que:

Las oosporas se forman cuando los micelios mn distinto tipo de apareamiento A1y A2,
crecen juntos y uno de ellos puede formar células masculinas (anteridio) y e otro células
femeninas (oogonio). El oogonio crece através del anteridio permitiendo la fertilizacion. El
oogonio fertilizado se convierte en una espora de descanso, que le permite resistir
condiciones desfavorables como sequia, bajas temperaturas, ausencia de huéspedes. Las
oosporas forman un tubo germinativo sobre el cua se forma un zoosporangio similar a los

3 ANDRIVON, D. Biology and epidemiology of the potato late blight pathogen Phytophthora infestans in soil. Mini
Rev. s.l.:sn. 1995. p. 85

% CASTANO, Op.cit., p. 253-263
% SMART et al, Op.cit., p.21-41

% GALINDO, J. and GALLEGLY, M.E. The nature of sexuality in Phytophthora infestans. Phytopathology s.l. : s.n.,
1960. p. 50

37 DRENT, A., JANSSEN, E.M. and GOVERS, F. Formation and survival of sopores of Phytophthora infestans under
natural conditions. USA : Plant Pathol, 1995. p. 44
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de la reproduccion asexual, € cua germinay las zoosporas resultantes pueden iniciar un
nuevo ciclo de vida®

25SINTOMATOLOGIA Y DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD
Gonstincan argumenta que:

La espora precisa de unas condiciones de temperatura y humedad concretas. Cuando éstas
se dan, la espora emite un tubo germinativo, penetrando en los tejidos del tospedero a
través de los estomas, heridas, lenticelas o incluso perforando la epidermis. A partir de este
momento S se encuentra en un medio adecuado, el micelio progresa, se ramifica e invade
las células o los espacios intercelulares, aimentandose a expensas de su hospedero. Al
principio en la fase de incubacion no se aprecian afecciones externas, pero a medida que
esta avanza, aparecen’

Segln Agrios:

El tipo de lesion en hojas varia con la temperatura, humedad, intensidad luminica y
variedad del hospedero. Los sintomas iniciales tipicos se presentan como manchas
pequeiias de color verde claro a verde oscuro, de forma irregular. Bajo condiciones
ambientales favorables, las lesiones progresan, convirtiéndose en lesiones necrdéticas
grandes de color castafio a negro purpureo, que pueden causar la muerte de los foliolos y
avanzar por los peciolos hacia € talo, finamente la enfermedad puede causar la muerte de
la planta afectada.

Una vez los esporangios han germinado se requiere un periodo de 2 a 2.5 horas con
temperaturas de 15 a 25° C, para gque se produzca la penetracion de los tubos germinales en
los tejidos del hospedero. El micelio del patdgeno se desarrolla con mayor rapidez dentro
de wn intervalo de temperatura de 17 a 21° C, € cual es también 6ptimo para que éste
pueda esporular. Las temperaturas mayores de 30° C inhiben & desarrollo de Phytophthora
infestans en el campo pero no lo destruyen, de ahi que puede esporular de nuevo cuando la
temperatura y humedad sean favorables™

% HENFLING, JW. El tizén tardio de la papa Phytophthora infestans. En : Boletin de Informacion Técnica 4. Lima
Per(i : Centro Internacional de laPapa (CIP), 1987. p. 25

39 GONSTINCAN, T.J. 1. Bibliotecadelaagricultura. 2 ed. Espafia: |dea Bookssa, 1998. p. 45

% AGRIOS, Op.cit., p. 303-323
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2.6 CONTROL DE LA GOTA O TI1ZON TARDI O (Phytophthora infestans)
Villegas afirma que:

La forma més adecuada para enfrentar la gota (tizon tardio) de la papa, es mediante la
utilizacion de todas las técnicas que conducen a manejo integrado de la enfermedad, como
las medidas de prevenciéon, mediante € cumplimiento de las normas sanitarias para €
transporte de material vegetal, erradicacion, las cuarentenas cuando se requieran, variedades
resistentes, semillas sanas

Es importante que los agricultores protgjan bien sus cultivos. Si este no es € caso un
sistema de prediccién basados en los sistemas de control de la gota, se vuelve riesgoso. Si
algun agricultor permite que la gota se desarrolle en el campo, acanzando niveles atos y
Iiberaci?P de esporas, se pueden desarrollar epidemias en los cultivos de los agricultores
VECinos ™.

2.6.1 Control quimico. Segun Villegas. “ muchas enfermedades de las plantas tanto en €
campo como en invernadero y en almacenamierto, solamente se controlan mediante €l uso
de sustancias quimicas naturales o sintéticas. Los métodos quimicos tienen como propdsito
la proteccion de la planta de los fitopatdgenos y en agunos casos, la reduccién o
erradicacion de un patdgeno que ya ha infectado a la planta. Los compuestos quimicos
inhiben la germinacion, e crecimiento y la reproduccion de los fitopatdgenos o, pueden ser
completamente letales a estos

El control quimico puede estar enfocado a fungistaticos (inhiben la germinacion de las
esporas) o fungicidas que matan a las esporas, con accién erradicante, pero que pueden
causar fitotoxicidad de forma especifica alos Oomycetes.” 42

Para e mango quimico del cultivo de papa se utilizan productos de diferente tipo:
protectantes, trandaminares y sistémicos (Tabla 1).

Tabla1l. Fungicidas mas utilizados en el manegjo quimico de la gota en papa.

PROTECTORES TRANSLAMINARES SISTEMICOS
@ 2 ©)
Vondozeb Curzate Ridomil Mz 58
Dithane M45 Fitoraz Galben M8
Manzate 200 Curathane Patafol
Antracol Fosetil de Aluminio
Orthocide

Fuente: Arango, 1994.

“ VILLEGAS, Op.cit., p. 137

42 1bid., p. 137
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(1) Protegen por fuera
(2) Seintroducen a interior de la hoja, pero no protegen brotes nuevos.
(3) Seintroducen a interior de la hojay se mueven protegiendo los brotes nuevos.

Calvo et al., afirman que: “Con el propdsito de combatir la enfermedad los agricultores
realizan varias aspersiones de fungicidas por semana. Generalmente, durante la época
lluviosa se realizan 2 6 3 aplicaciones, tanto de fungicidas protectores como sistémicos”*®

Sanchez et al., afirman que: “En los Ultimos afios, se ha reducido € uso de fungicidas
sistémicos con metalaxil, debido a que, los productores han observado una disminucion de
su efectividad. Este producto ha sido sustituido por otros ingredientes activos como
propamocarb, oxadixil, fentin hidréxido y fosetilaluminio, los cuales se usan en secuencia o
en combinacion con otros protectores como mancozeb” 44

Entre los inconvenientes de utilizar productos quimicos para € control de fitopatégenos

estan:

? La contaminacion del medio ambiente, ya que degjan substancias quimicas residuales
gue suelen ser toxicas.

? El uso prolongado de productos quimicos produce resistencia en las plagas, las cuaes
sondificiles de eliminar.

? Afectan el desarrollo vegetativo de la planta, tanto su crecimiento como en su porte.

? Perjudican la salud humana de una forma directa, debido a que las substancias
residuales quedan en los frutos y se transforman en el organismo cuando son ingeridos.
También la salud se ve afectada cuando se realizan las curas directas, puesto que los
productos quimicos penetran en la ropa o por € contacto directo con la piel o e gas que
desprenden algunos de €ellos, afectando el aparato respiratorio.

? Contaminan las aguas naturales debido a que las lluvias o riegos arrastran estos
productos que acaban en los rios, lagos, aguas subterrdneas y mares contaminandol os.

% CALVO, G.; et. al. Report of the advance about the validation of technologies of integrated pest management in
tomato in the west of the central valley 1991-1992. CostaRica : First report. CATIE, 1992. p. 99.

4 SANCHEZ, et. d. Control microbioldgico de Phytophthora infestans en tomate. En: Mangjo Integrado de Plages.
CostaRica. No. 51. (1999); p. 47-58.
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Segun Infoagro: “El control de plagas con productos quimicos es cada vez més complicado.
La exigencia por los consumidores en la reduccion de la aplicacidn de estos productos es
cada vez mas notable. Los agroquimicos no siempre dan buenos resultados, por o que, se
presta mucha importancia a una agricultura méas biolégica”*°

2.6.2 Control Biologico. Deacon afirma que. “El control biolégico es una metodologia
utilizada para mantener en condiciones inocuas una poblacién de organismos patdgenos,
empleando sus enemigos naturales quienes actuardn con actividades de competencia,
amensalismo, parasitismo y capacidad predadora, o también manipulando indirectamente
para € fin, los productos metabdlicos de los antagonistas como antibidticos, enzimas
liticas, etc.”

Safudo et al., afirman que:

Existen buenas posibilidades de lograr una reposicion de la actuacién de los
microorganismos antagonicos en e suelo, al favorecer su crecimiento poblacional
mediante & estimulo de su saprofitismo a través de un meoramiento de la fertilidad
organica y de las caracteristicas fisicas de los suelos, lo cud es factible. Bgo estas
condiciones, se puede desarrollar un plan de control biol6gico de microorganismos
fitopatdgenos habitantes de los suelos, sean saprofitos facultativos o parasitos obligados,
teniendo en cuenta los siguientes aspectos:

a. Conocimiento del patdgeno, sus relaciones con la planta hospedera y € medio
ambiente, su dispersion y persistencia.

b. Identificacion de los microorganismos que estén asociados con e patégeno, ya sea
favoreciéndolo o limitando su poblacion.

c. Estudio de aguellos microorganismos con capacidad antaglnica, probando su
efectividad y seleccionando aquellos promisorios.

d. Observacion del tipo de antagonismo que esta operando.

e. Estudios de persistencia de los antagénicos y determinacion de los factores que inciden
endla

f. Comprobacién experimental de los alcances del antagonismo, determinando las
posibilidades de utilizacion masiva de aquellos microorgani smos antagénicos con capacidad
de reducir significativamente las poblaciones del patdégeno.

4 INFOAGRO. Control bioldgico de plagas. [en linea] 2005. [citado Sep. 2004]. Disponible en Internet :
<URL.http://www.infoagro.com>

4 DEACON, JW. Introduccion ala micologiamoderna. México : Limusa, 1988. p. 35.
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De acuerdo con € plan descrito e mangjo microbiolégico de fitopatdgenos debe cumplir
con los siguientes objetivos:

a. Reduccion del in6culo de un patdégeno a niveles no econdémicos de incidencia y
severidad.

b. Disminucién de lainfeccion por € patdgeno en el hospedero o de las oportunidades que
tenga de llegar alos sitios de infeccion®’.

Entre las ventajas méas relevantesdel control bioldgico podemos mencionar:

? Los agentes de biocontrol estan dotados de propiedades similares a patdgeno, entre las
gue cabe destacar las de multiplicacion y dispersion. Pueden actuar a varios niveles en €

ciclo de la enfermedad, interfiriendo la supervivencia del patdgeno en e ambiente externo,
el desarrollo, la entrada y la transmision del patdgeno entre los hospederos; incluso el

antagonista puede competir con el patdgeno dentro del tejido del hospedero.

? A diferencia del control quimico, en € control bioldgico, los efectos sobre el patdgeno
son més especificos ademés, sus repercusiones sobre e medio ambiente son menores por la
biodegradabilidad de estas moléculas.

El control biolégico también acarrea inconvenientes entre |0s que se destacan:

? Los agentes de control biolégico son seres vivos, su colonizacion y multiplicacion esta
inferida por € uso de muchos productos fitosanitarios, especialmente los antifingicos y
antibacterianos.

? Reguiere mucha paciencia, entrenamiento y un mayor estudio biol dgico.

? Los resultados del control bioldgico en ocasiones no son tan efectivos como se espera,
ya que |os enemigos naturales atacan a unos tipos especificos de patdgenos*®

2.7 ANTAGONISMO MICROBIANO
Deacon argumenta que: “En la naturaleza se ha observado microorganismos que con

influencias desfavorables como la antibiosis, privacion de nutrientes, e parasitismo y
propiedades antagénicas, entre otras” *°, Safiudo et al., afirma que: “controlan la magnitud

47 sANUDO, Benjamin.; et. al. Fundamentos para el manejo microbiolégico de suelos tropicales. San Juan de Pasto :
Universidad de Narifio, 2001. p. 45

4 CONTROLADORES BIOLOGICOS. Perspectivas del control biol6gico de enfermedades de plantas. [en lineg] 2005.
[Citado aGOS, 2004]. Disponible en Internet : <URL .http://www.controladoresbiol ogicos.cl>.

4 DEACON, Op.cit., p. 35
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de otra poblacién pero sin llegar a extinguirla; sin embargo, cuando se introduce indculos
en gran cantidad, pueden contrarrestar de manera promisoria los patégenos”°.

Villegas E. Bernardo sostiene que:

La relacion de microorganismos en las hojas de papa es muy variada, existen muchos
microorganismos que interactlian en la superficie de las hojas de papa entre los que se
destacan Cladosporium herbarum, Actinomyces sp., Alternaria solani, Alternaria
tennuissima, Aspergillus niger, Mucor hiemalis, Choanephora sp., Trichoderma koningi,
Fusarium sp., Penicillium sp y Curvularia siddiquii, de los cuales algunos podrian
conveg}i rse en potenciaes biocontroladores de enfermedades en papa, incluyendo el tizén
tardio”".

Seguin Wainwright,

Asi los hongos saproéfitos antagonistas de enfermedades, incluyendo los organismos
patdgenos de plantas, pueden desarrollarse facilmente en un medio de cultivo, de forma
gue pueden ser producidas grandes cantidades de esporas o fragmentos de micelio y
posteriormente ser liberados a ambiente; estos inoculantes germinan O crecen para
producir micelio activo que puede parasitar y por otra parte inhibir la enfermedad o plaga
sin dafiar a |os organismos que no son hospederos®?

Safudo et al., afirman que: “ Teniendo en cuenta lo anterior resulta viable e importante
trabgjar con @ género Trichoderma, cuyas especies aidladas frecuentemente de suelos
agricolas presentan un efecto antagbnico sobre hongos fitopatégenos ya sea por
competencia, produccién de antibiéticos o parasitismo” >3

2.8 ASPECTOS GENERALES SOBRE Trichoderma spp.

Segun Biocontrol:

Es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se encuentra naturalmente en un ndmero
importante de suelos agricolas y otros tipos de medios. Este hongo se encuentra

ampliamente distribuido en e mundo, y se presenta naturalmente en diferentes rangos de
zonas de vida y hébitats, especialmente en aguellos que contienen materia organica o

50 SANUDO, Benjamin.; et. al. Fundamentos para el manejo microbiol dgico de suelos tropicales, Op.cit., p. 45

51 VILLEGAS E, Bernardo. 1996. Resiimenes. Manejo del tizén tardio de la papa: estado actual. En: Papas colombianas.
p. 258-259

52 WAINWRIGTH, M. 1995. Biotecnologia de hongos. Primera edicién. Editorial AcribiaS.A. Espafia. p. 228

% SANUDO, Benjamin et al. Fundamentos de micologia agricola. San Juan de pasto : Universitaria. Universidad de
Narifio, 2001. p. 201
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desechos vegetales en descomposicién, asi mismo en residuos de cultivos especialmente en
aquellos que son atacados por otros hongos™

Trosno et al., afirman que:

Trichoderma spp. Tiene diversas ventajas como agente de control bioldgico, pues posee un
rapido crecimiento y desarrollo, a parte de esto produce una gran cantidad de enzimas,
inducibles con la presencia de hongos fitopatdgenos. Puede desarrollarse en una amplia
gama de sustratos, |o cua facilita su produccion masiva para uso en la agricultura. Su gran
tolerancia a condiciones ambientales extremas y a hébitats donde los hongos causan
enfermedad |le permiten ser eficiente agente de control, de igual forma puede sobrevivir en
medios con contenidos significativos de pesticidas y otros quimicos. Ademés su gran
variabilidad se constituye en un reservorio de posibilidades de control biologico bao
diferentes sistemas de produccién y cultivos®

2.8.1 Biologia de Trichoderma spp. Safiudo et al., afirman que: “ES un hongo de hifas
septadas, que presenta una o tres fiaides butiliformes sostenidas por conidioforos opuestos
y largos, con un ligero abultamiento en la zona de septacion. Estas sostienen conidias
unicelulares que pueden ser redondas u ovoides, hiainas o pigmentada’ °°

Segun Esposita:

Género gque agrupa a 33 especies, € hongo se identifica como una mota de color verde
habitante natural del suelo que visto a microscopio parece un arbol pequefio, que produce
esporas 0 conidias asexuales, que aseguran la viabilidad del hongo en la proxima
generacion. Trichoderma spp. produce en € micelio, unos ensanchamientos, que luego
toman forma globosa u ovoide |lamadas clamidosporas, |as cuales son bastante tolerantes a
condiciones ambientales adversas y son consideradas estructuras de supervivencia, ya que
pueden perdurar a través del tiempo®’.

Biocontrol reporta que:

La mayoria de las células poseen numerosos nucleos (heterocaridticas), algunas pueden
llegar a tener mas de cien. Varios factores genéticos asexuales, como la combinacion
parasexual, mutacion y otros procesos contribuyen a la variacion de este género, cuyas
especies, ampliamente difundidas en la comunidad microbiana de los suelos y con

> BIOCONTROL. Monografia Trichoderma spp. [en lines] 2004. [citado Sep., 2004]. Disponible en Internet :
<URL.http://control-biologico.com> p. 25.

% TROSNO, A.y GORDON, L. Biological control with Trichoderma species. USA : Marcel Dekke, 1998. p. 442
% sANUDO, Benjamin et al. Fundamentos de micol ogia agricola. Op.cit., p. 201

57 ESPOSITA, E.y DA —SILVA, M. 1. Systematics and environmental application of the genus Trichoderma. Brasil :
Critical review in microbiology, 1998. p. 24, 89 — 88.
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marcadas propiedades antagonistas, poseen representantes caracterizados por su alta
produccion de sustancias gaseosas, |0 que permite diferenciar a estas Ultimas por un
pronunciado aroma a coco que se desprende del cultivo®®

2.8.2 Trichoderma como biocontrolador. El mismo autor reporta que: “El hongo
Trichoderma spp. biorregulador y antagonista natural de muchos fitopatégenos, actiia como
agente de control biolégico, disminuyendo o eliminando la necesidad de utilizar fungicidas
quimicos”®

Tabla 2. Algunosfitopatégenos controladospor Trichoderma spp.

FITOPATOGENOS
CONTROLADOS
Armillaria spp.

ENFERMEDAD CULTIVO

Frutales

Amplio rango de cultivos
como: papa, tomate, frijol,
fresa, mora, flores, tomate de
arbol y causa pudricionesen
postcosecha.

Amplio rango de cultivos
Ccomo: arveja, papa, tomate,
frijol, fresa, mora, flores,
tomate de érbol y causa
pudriciones en postcosecha.
Papa, tomete, frijol, tomate de
arbol, banana, arveja, maiz,
clavel, entre otros.

Maiz, frijol, meldn, ajonjoli.

Pudricion de raices

Botrytis cinerea Moho gris

Colletotrichum

gloeosporioides Antracnosis

Marchitamientos

Fusariumo orum
Xysp vasculares

Macrophomina phaseolina Carbon de las raices.

Phytophthora infestans Gota Papa, pepino de agua
Phytophthora spp. Pudricién Tabaco, flores, frutales, etc.
, Pudricion algodonosa, , ,
Pythium spp. volcamiento Amplio rango de cultivos.
L Zanahoria, tomate, lechuga,
Rhizoctonia solani Pudrici on agodonosa, repollo, café, papa, arveja,
volcamiento . !
cebolla, g0, pimentdn, etc.
. Habichuela, tomate, lechuga,
i . Pudricion algodonosa, . :
Sclerotinia sclerotiorum volcamiento repollo ,cafe, papa, arveja,

Rosellinia necatrix

Pudricién blanca de
raices

cebolla, ajo, pimenton, etc.

Aqguacate, manzano

Fuente: Herrera, Estrellay Carsolio, 1998; Chet & Inbar, 1994.

%8 Biocontrol, Op.cit., p. 25

% |pid., p. 25
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2.8.3 M ecanismos de accién de Trichoderma spp. Biocontrol reporta que. “A parte de su
facilidad para colonizar las raices de las plantas, Trichoderma ha desarrollado mecanismos
para atacar y parasitar a otros hongos y asi, aprovechar una fuente nutricional adicional”®°

Harman reporta varios mecanismos demostrados recientemente, con los cuaes
Trichoderma actia como biocontrolador, y son los siguientes:

? Micoparasitismo. Es e fenébmeno por e cua un hongo coloniza a otro, cubriendo una
gran cantidad de eventos en este tipo de interaccién. %

Lorito afirma que: “En & micoparasitismo son varias las enzimas producidas por
Trichoderma capaces de hidrolizar las paredes celulares de numerosos hongos. Estas
enzimas incluyen endoquitinasas, proteasas, glucosidasas, etc.’?. Esas enzimas son
inducidas por los diferentes polimeros que componen la pared de distintas estructuras de los
hongos a los cual es ataca.

Este proceso puede ser dividido en cuatro sucesos principal es.
& Crecimiento quimiotréfico: donde exudados del patégeno atraen a Trichoderma spp.

& Reconocimiento: algunos aislamientos de Trichoderma spp. son especificos a algunos
fitopatdgenos, y es en esta etapa donde e fendmeno de especificidad de ataque se define.

& Adhesion: una vez Trichoderma spp. ha reconocido a patdgeno lo envuelve y se
adhiere a las hifas cubriéndol o totalmente.

& Degradacion: e paso final esla degradacion de la pared celular del hongo fitopatégeno
por medio de la produccion de enzimas como proteasas y endohidrolasas.

? Antibiosis. Trosno et al., afirman que:

Esta ocurre cuando hay produccion de metabolitos toxicos o antibidticos de un organismo
con accion directa sobre otro. Muchos microorganismos tienen la capacidad de producir
antibidticos en cultivos puros, 1o cual es la mas fuerte evidencia ce la posible accion de
este tipo de compuestos como mecanismo de ataque de Trichoderma spp. bajo condiciones

€0 1pid., p. 25

81 HARMAN, G.E. 2001. Trichoderma spp., including T. harzianum, T. viridae, T. koningi, T. hamatum and other spp.
Deuteromycetes, moniliales (asexua classification system). [en linea]. 2001. [citado Agos.,. 2004]. Disponible en
Internet: <URL : http://www.birdhybrids.com/t-22.html>

52 LORITO, M. Chytinolytic enzymes and their genes. In: Trichoderma and Gliocladium. En : Kubicek, C.P. & Haman,
G.E. editors, 1998, Voal. 2. p.
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de campo. No obstante, para este hongo en particular, la produccion de metabolitos esta
fuertemente ligada a la produccién de enzimas propias del proceso de micoparasitismo®®

Dennis y Webster afirman que: “Los antibiéticos producidos por Trichoderma spp. pueden
ser de naturaleza volétil, que son los antibiéticos que se difunden en el aire y no vol&tiles
que son antibidticos que pueden difundirse en el agua”®*. Robins et al., Nickerson et al.,
citados por Dennis y Webster, manifiestan que: “Como antibiéticos volatiles Trichoderma
spp. produce acetaldehido y otros compuestos ciclicos con propiedades fungicidas y
fungistéticos (1971). Pero diversas especies son productoras de antibiéticos no volatiles
como trichodermin, suzukacillin, alamethicin, gliotoxinas, glioroseina, aurathioglicidina,
rubrogliocladina, viridinay antibiéticos de amplio espectro como U.p163°%°

? Competencia. Trosno et al., afirman que: “Esta ocurre cuando dos 0 mas organismos
demandan un mismo recurso vital. La competencia entre agentes de biocontrol y e
fitopatbgeno puede resultar en control biol6gico por aniquilacion de la poblacion
perjudicial, y puede darse a favor de Trichoderma spp. debido a su alta frecuencia de
crecimiento y desarrollo”®®

8 TROSNO, et. al. Op,cit., p. 111-126

5 DENNIS, C. y WEBSTER, J. . Antagonistic properties of species-groups of Trichoderma. USA : Trans. Br. Mycol.
1971 p. 57.

% 1hid., p. 25-39

% TROSNO, et. al. Op,cit., p. 442
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3. MATERIALESY METODOS

31 ACTIVACION Y CONSERVACION DE LOS AISLAMIENTOS DE
Phytophthora infestans

Se emplearon los aislados N00299 y N06399 de Phytophthora infestans caracterizados
genéticamente (Tabla 3). Dichos aislamientos se encontraban conservados en neveraa 4° C
en tubos de ensayos con medio de cultivo inclinado de agar arveja.

Para efectos de trabajo en laboratorio se nombro a aisamiento N0O0299 como P02 y
N06399 como Pi63, las inicidles Pi corresponden a la abreviatura de Phytophthora
infestans.

Tabla 3. Datos de los aislamientos de Phytophthora infestans 02 y 63 procedentes de
variedades de papa cultivadas en € Departamento de Narifio.

No. Muestra Municipio Variedad Tipo de Linaje
apareamiento clonal
2 N00299 Pasto Parda Pastusa Al EC-1
22 N06399 Cordoba Sabanera Al EC-1

Fuente: LAGOS MORA, Luz Estela. 2002

Se tomo con asa de punta parte del micelio conservado y se sembré en suspension en medio
liquido arveja — sacarosa (Anexo A); luego se dgj6 incubar a temperatura ambiente durante
5 a 7 dias con ingpeccion constante. Al cabo de este tiempo se presentd crecimiento y se
repicd en cajas petri estériles con agar V8 (Anexo A), realizando cinco puntos distribuidos
en forma de estrella, se incubd a temperatura ambiente por espacio de 8 dias.

Posteriormente se realiz0 la conservacion de las colonias que se obtuvieron en la
reactivacion; para esto, se utiliz6 tubos de ensayo con medio de cultivo inclinado de agar
V8, dejando en la parte central una porcion de micelio. Las cajas con las colonias activadas
y los tubos cultivados se sellaron con papel osmético (cristaflex) y se dejaron a temperatura
ambiente entre 3 a5 dias més.

Se hicieron nuevos preservados (tubos con medio inclinado) para asegurar la viabilidad de
las colonias de Phytophthora infestans.

3.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE Trichoderma spp.
Se aid6 Trichoderma spp. a partir de muestras de suelo de cinco lugares diferentes (Tabla

4) y paraesto se utilizo el siguiente procedimiento:

41



Se pesd asépticamente 10 gramos de suelo y se lo agregd a 90 ml de agua destilada estéril.
De esta primera dilucion 10 se traspasd 1000 (i (1 ml) a un tubo de ensayo con 9 ml de
agua destilada estéril con ayuda de una transferipipeta de puntas azules, lograndose una
dilucién 107 y asi sucesivamente hasta alcanzar la dilucion 107,

Tabla4. Datos deloslugares derecoleccion de las muestras de suelo.

Temperatura Humedad

Pfg‘c%?jregga Ubicacion mAgﬁr 2 °C) Relativa (%)
T Méax. Min. Max.  Min.
Bosque de SENA — Regional
plantacion de Narifio 2.620 225 210 64 55
Eucalipto
Jardines Universidad de 2.490 225 215 60 56
Narifio

Pradera Volcan Galeras 3.200 140 123 89 75
Pajonal Volcan Galeras 3.500 136 123 82 68
Cultivoscaserosde  Corregimiento de 2.780 22.0 20 50 41
papa Catambuco

Partiendo de la Gltima dilucién 10°° se inoculd en superficie y por triplicado 100 pl a una
caja petri con agar peptora glucosa acidificado (Anexo A) hasta la primera dilucion; luego
se esparcio € inéculo con ayuda de una asa de vidrio estéril, rotandola en diferentes
direcciones y en forma suave. Se incubo a temperatura ambiente hasta que se observé las
primeras colonias fungosas.

Seguidamente se redlizaron placas microscépicas de las colonias de hongos utilizando la
técnica del microcultivo (Anexo B). Se observé a microscopio (objetivo 40X) y se
confirmé las estructuras de Trichoderma spp., teniendo en cuenta su morfologia,
disposicién de las fidides, esporulacion y olor tipico a coco, que ayudaron en la
identificacion. Luego se hicieron pases de las colonias seleccionadas del hongo en cagjas
petri con agar papa dextrosa (Anexo A), hasta que se logré su completa purificacion.

3.3 CONSERVACION DE LOSAISLAMIENTOSDE Trichoderma Spp.
Trichoderma spp. Se conservé en tubos inclinados con agar papa dextrosa (PDA) (Anexo
A). Los tubos se cultivaron y almacenaron a temperatura ambiente (+ 14° C) y cuando se

observd un buen crecimiento de las colonias, se conservaron en refrigeracion a una
temperatura moderada de 4° C.
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3.4 EVALUACION EXPERIMENTAL DEL ANTAGONISMO in vitro

3.4.1 Siembras opuestas de Trichoderma spp. y Phytophthora infestans. Las pruebas de
antagonismo in vitro entre Phytophthora infestans (02, 63) y los aidamientos de
Trichoderma spp. se realizaron en cajas petri con medio de cultivo V8, con € fin de
suministrar los requerimientos nutricionales a patégeno y con tres repeticiones por cada
aisdamiento del antagonista.

Previamente se sembraron en PDA y agar V8 los aislamientos de Trichoderma spp. y
Phytophthora infestans respectivamente, se incubaron a temperatura ambiente hasta que €l
micelio crecié completamente sobre los medios de cultivo. Para obtener los indculos, se
cortd asépticamente el micelio de los bordes de las colonias con un sacabocados de 6 mm
de diametro y se procedié a redlizar la siembra. Para esto se utilizd la metodologia de
siembra en zonas opuestas.

Iniciamente, se inocul6 € patdégeno a 0.5 cm del borde de la caa, ofreciendo a
Phytophthora infestans una ventgja de crecimiento de 4 dias (96 horas), al cabo de los
cuales se inoculé Trichoderma spp. utilizando € mismo procedimiento. Los discos fueron
colocados en extremos opuestos, se sellaron las cajas petri con papel cristaflex y se
incubaron a temperatura ambiente y de manera invertida.

Diariamente (cada 24 horas), se midio e crecimiento de Trichoderma spp. sobre
Phytophthora infestans en cm de invasion. El tratamiento se suspendio cuando uno de los
aidamientos del hongo antagdnico crecié hasta €l extremo opuesto sobre €l crecimiento
micelial del patdgeno. Ademas se hicieron observaciones cualitativas de la capacidad
colonizadora de los aislamientos de Trichoderma spp. sobre las colonias de Phytophthora
infestans.

Para e cédlculo de la velocidad de invasién micdia en cm/dia se empled la siguiente
formula

V = Xf =Xi
2-11
Donde:
V = Velocidad de invasion micdliad
Xf = Crecimiento fina
Xi = Crecimiento inicial
t2 = Tiempo fina
tl = Tiempo inicia
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3.4.2 Prueba de antibiosis. Para esta prueba se utilizd € método de cultivo sumergido
que se emplea en la eaboracion industriadl de antibidticos. ElI crecimiento del
microorganismo se realizd en toda la masa del medio de cultivo.

Segun Burbano y Leodn: “De cada colonia de los aislamientos de Trichoder ma spp. se tomoé
un disco de agar con iguales caracteristicas a los utilizados en la prueba de antagonismo
directo, con una masa de 15 microgramos de micelio aproximadamente”®’, como inéculo
inicial. seglin metodologfa propuesta por Safiudo®® Estos discos se llevaron a botellas de
vidrio estériles con € siguiente medio de cultivo: glucosa 1.0 g., peptona 0.5 g., solucion
salinaestandar 1 ml., KH,PO,4 0.5 g., harina de maiz 1 g y agua destilada 100 ml. Se gjusté
aunpH de7.0.

Este conjunto (medio liquido y micelio) se incubd a temperatura ambiente durante 30 dias
aproximadamente y en oscuridad, fue sometido a una agitacién diaria (cada 24 horas) por
media hora a 120 r.p.m. para proporcionar oxigeno y evitar la formacion de grumos en €
cultivo.

Después del periodo de incubacién (crecimiento de cada colonia en e medio liquido) se
procedio afiltrar, primero a través de gasa estéril y luego se utilizd embudos de tallo corto
con papel filtro (589° red ribbon, didmetro 110 mm) previamente esterilizados. El liquido
obtenido (transparente y sin particulas en suspension) se recogié en botellas de vidrio
estériles. Todo este procedimiento se llevd a cabo sobre una superficie previamente
desinfectada con hipoclorito de sodio a una concentracion de 500 p.p.m. (Anexo C) y ala
[lama de mecheros dispuestos a los largo del meson (Figuraly 2).

5 BURBANO ROSERO, Edith Marielay LEON GUEVARA, Olga Deyanira. Aislamiento y caracterizacion parcial de
Penicillium y Cephalosporium a partir de aguas residuales y su accién in vitro sobre las bacterias Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus. San Juan de Pasto, 1998 p. 45 Tesis de grado. (Bidloga).
Universidad de Narifio. Facultad de Ciencias Naturalesy Mateméticas. Programa de Biologia

% sANUDO, Benjamin. Principios de control bioldgico de fitopatégenos San Juan de pasto : Universidad de Narifio,
1994. p. 201
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Figura 1. Proceso de filtracion de los antibidticos extraidos de los diez aislamientos de
Trichoderma spp.

Luego se tomaron 15 ml de cada filtrado en cajas de petri estériles, donde se introdujeron
discos de papel filtro que se elaboraron colocando de manera sucesiva una sobre otra cuatro
hojas de papel filtro y con ayuda de una perforadora se obtuvo sensidiscos semejantes al
comercial (diametro 0.5 cm., peso 0.010 g). Se colocaron 30 sensidiscos por cada caja petri
con 15 ml del filtrado. Se sometieron a esterilizacion con luz U.V. por 24 horas, mientras
tanto se impregnaron del antibidtico.

Para comprobar €l efecto de antibiosis se utilizd la metodologia propuesta por Safiudo® en
el 2001. Para esto se sembr6 el fitopatégeno con 4 dias de anticipacién en el centro de la
caja petri con agar V8 y posteriormente se colocaron 4 discos de papel filtro impregnados
con la suspension. Se incub6 a temperatura ambiente y en la oscuridad por espacio de 10
dias. Al cabo de este tiempo se observé la presencia de halos de inhibicion. En esta prueba
se utilizé un control negativo con agua destilada y un control positivo con e fungicida
Fosetil aluminio a una concentracion de 2.0 p.p.m. (Anexo D) impregnados en discos de
papel filtro estériles.

3.5 DISENO ESTADISTICO

En esta investigacion se empled un disefio irrestrictamente al azar con tres repeticiones. Los
datos obtenidos se interpretaron mediante €l programa estadistico Statgraphics plus version
4.1, por medio de un andlisis de varianza (ANDEVA), la prueba de significancia de Duncan
y un andlisis de frecuencias mediante un test de Chi — cuadrado.

8 SANUDO, Benjamin et al. Fundamentos de micologia agricola. Op.cit., p. 201
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Figura 2. Representacion esgquematica de la metodologia utilizada en esta
investigacion.
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4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS AISLAMIENTOS DE
Phytophthora infestans

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias de Phytophthora
infestans que se activaron en e laboratorio se describen en e cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas morfoldgicas de los aislamientos de Phytophthora infestans

02y 63.
Aislamiento Caracteristicas M acr oscopicas Caracteristicas Microscopicas
Bio2 Colonia de crecimiento micelia lento, | Presenta micelio aseptado, hialino
' aéreo, irregular y de textura con zoosporangios limoniformes.
Figura 3.
algodonosa.
P63 Colonia de crecimiento micelia lento, | Presenta micelio aseptado, hialino
Figurad aéreo, irregular y de textura con zoosporangios limoniformes.

algodonosa.

Figura 3. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aisamiento Pi0O2
cor respondiente a Phytophthorainfestans. Microfotogr afia 20X.
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Figura 4. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de aisdamiento Pi63
correspondiente a Phytophthora infestans. Microfotografia 20X.

4.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS AISLAMIENTOS DE
Trichoderma spp.

Se obtuvieron diez aislamientos de Trichoderma spp. a partir de muestras de suelo. Las

caracteristicas macroscopicas y microscopicas de dichos aisdamientos se describen en €
cuadro 2.
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Cuadro 2. Caracteristicas morfologicas de los aislamientos de Trichoderma spp.
Aislamiento Caracteristicas M acr oscopicas Caracteristicas Microscopicas
Coloniade crecimiento rapido y regular, con micelio denso y plano, | Presenta conodidforos delgados,
T1B el cua produce inicialmente una conidiacion blanca que con el con ramas primarias largas que
Figurab. tiempo se torna amarillo verdosa, su reverso es de color amarilloy sostienen fidlides solitarias.
aroma parecido a coco.
Coloniade crecimiento rapido, con micelio aéreo, denso y de Presenta conidiéforos delgados
T2B apariencia aterciopelada de color blanco, que posteriormente con ramas primarias que sostienen
Figura 6. formara cimulos blancos y amarillos. Presenta reverso de color fidlidesindividuales.
amarilloy olor ssmejante a coco.
Coloniade crecimiento rapido y regular, con texturadensay plana | Presenta conidi6foros delgadosy
T3B de coloracion blanca. Presenta una esporulacion amarillo verdosa ramas primarias que sostienen
Figura?. gue se extiende desde el centro de la colonia hasta los bordes. Su fidlidesindividuales.
reverso es de color amarillo, aroma parecido a coco.
T4 Coloniade crt_egi miento répi do_, con micelio plano y denso. Presenta | Presenta conpdi éf_oros del gad_os
Figura8. una esporulacion vero_le difundida en todala colonia. Su reverso es con rameas primarias que sostienen
incoloro, aroma semejante a coco. fidlidesindividuaesy apifiadas.
Coloniade crecimiento rapido, con textura densay plana. Presenta | Presenta conodioforos delgados,
T5J una esporulacién verc_ie distribuida en formade anillos con_céntri cos ram?ficado_s en ramas Ir_:lrgas que
Figura9. alo Iargo delacolonia, enlos bqrdes_se observa acumulacmnegs sostienen fIélI(J!eNS individuales,
amarillas. El reverso de la coloniaesincoloroy con olor parecido a | hinchadasy apifiadas.
COCO.
Coloniade crecimiento rgpido, con micelio aéreo, denso y de Presenta conidiéforos delgados,
T6J apariencia aterciopelada, de color blanco que formara ramas primarias con fidlides
Figura 10. acumulaciones amarillas y esporulacion verde en las zonas individuales y apifiadas.
miceliales nuevas. Su reverso es de color amarillo, olor parecido a
COCO.
Colonia de crecimiento rapido, con micelio aéreo, denso y decolor | Presenta conodiéforos delgados
T7PVG blanco, con esporulacion amarillo verdosa que se extiende a lo Ccon ramas primarias que sostienen
Figura1l. largo de lacolonia. Su reverso es de color amarillo, olor parecido a | fidlidesindividualesy apifiadas.
COCO.
T8PVG Colonia de crecimi ent_o rapido, con micel i'o aéreo, denso y de color Presenta con(_)di (’Jf_oros delgados,
Figura 12. blanco, con esporulacion verde que se extiende sobre los bordesde | con ramas primarias largas que
la colonia. Su reverso incoloro, olor parecido a coco. sostienen fidides solitarias.
Colonia de crecimiento rapido, regular, con micelio denso y plano, Presenta conodi6foros delgados,
T9SC el cual produce inicialmente una conidiacion blanca que con el ramas primarias gque sostienen
Figura 13. tiempo se torna amarillo verdosa, su reverso es de color amarilloy | fidlidesindividuales.
olor parecido a coco.
T10PaVG Coloniade crgci miento rapido, regul_ar, con micelio denso y plano, Preﬁenta_conc_ndi oforos dt_el gadosy
Figura 14. Su reverso esincoloro y aroma semejante a coco. ramas primarias que sostienen

fidlides individuales y apifadas.
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Figura 5. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aisamiento TI1B.
Microfotografia 20X.

Figura 6. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas del aislamiento T2B.
Microfotografia 20X.
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Figura 7. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aisamiento T3B.
Microfotografia 20X.

Figura 8. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aislamiento T4J.
Microfotografia 20X.
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Figura 9. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aisamiento T5J.
Microfotografia 20X.

Figura 10. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aislamiento T6J.
Microfotografia 20X.
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Figura 11. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aisamiento T7PVG.
Microfotografia 20X.

Figura 12. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aisamiento T8PVG.
Microfotografia 20X.
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Figura 13. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aisamiento T9SC.
Microfotografia 20X.

Figura 14. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aislamiento T10PaVG.
Microfotografia 20X.

4.3 ANTAGONISMO in vitro

4.3.1 Siembrasopuestas. Lastablas5y 6 (Figuras 16y 17, Anexos E 'y F) evidenciaronla
variacion en lainvasion micelia de cada una de las diez cepas de Trichoderma spp. frente a
cada uno de los aidados de P. infestans. Una observaciéon cualitativa mostré un répido
crecimiento de la mayoria de los aislamientos de Trichoderma spp. sobre Phytophthora
infestans 02 y 63, llegando a cubrimiento total de la cga en nueve dias para ambos
tratamientos (Figura 15).



Mandels, afirma que: “Las constantes de crecimiento expuestas en estas tablas se
calcularon asumiendo un modelo de crecimiento lineal. Se tuvo en cuenta que €
crecimiento de los hongos filamentosos esta limitado esencialmente a la porcion terminal
de lahifa’’®. Villegasy Castafio argumentan que: “La extension lineal de la hifa del hongo
durante un cultivo en crecimiento ocurre a una velocidad constante, siguiendo una ecuacion
cinética de orden cero, en donde la velocidad de la reaccion no depende de la concentracion
del sustrato. En este tipo de reacciones la constante especifica de crecimiento es igua a la
velocidad de crecimiento, es decir: d_;(l =u
dt

Tabla 5. Promedios de invasion micelial en centimetros/dia y constantes de
crecimiento de los aislamientos de Trichoderma spp. sobr e Phytophthora infestans 02.

Phytophthora infestans 02 Vs. Trichoderma

Trichoderma Dia (cm invasion) Congtantede  Velocidad
2 3 4 5 6 7 8 9 crecimiento(u) promedio
T1B 0.27 097 170 280 350 4.53 543 6.30 7.07 0.873 0.85
T2B 0.27 0.77 140 233 277 350 4.17 493 5.63 0.678 0.67
T3B 0.00 050 137 240 333 447 523 583 6.73 0.879 0.84
T4 0.00 040 100 1.70 250 350 4.13 490 5.63 0.735 0.70
T5J 0.00 010 047 087 1.23 143 163 183 2.00 0.268 0.25
T6J 0.37 1.07 227 287 353 447 527 6.07 6.70 0.799 0.79
T7PVG 0.17 0.60 150 213 277 357 420 4.83 5.37 0.672 0.65
T8PVG 0.27 0.83 183 287 3.73 497 587 663 7.37 0.933 0.89
T9SC 0.10 057 153 250 327 4.70 567 6.30 6.80 0.908 0.85
T10PavVG 0.33 097 200 297 383 517 6.23 693 7.50 0.954 0.90

™ MANDELS, G.R. The Fungi: the fangal cell. Volume I. Edited by: G.C. Ainsworth & Alfred S. Sussman. Academy
Press. Chapter 25: Kinetcs of Fungal Growth. 1965. New York, 1965 p. 599 —611

™ VILLEGASE, Bernardo y CASTANO Z, Jairo. Identificacion de aislamientos promisorios de Trichoderma spp. para

d control de Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) Schrbeter, causante de la pudricién de la coronay raiz del manzano
(Mallus domestica Borkh.) en Caldas. En: Fitopatologia. Caldas. No. 32. (Oct., 1999): p. 7.
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Tabla 6. Promedios de invasién micelial en centimetros/dia y constantes de
crecimiento de los aislamientos de Trichoderma spp. sobr e Phytophthora infestans 63.

Phytophthora infestans 63 Vs. Trichoderma

Trichoderma Dia (cm invasion) Congantede Velocidad
2 3 4 5 6 7 8 9 crecimiento(u) promedio
T1B 023 093 190 317 400 513 6.13 6.83 8.00 0.987 0.96
T2B 0.27 090 193 327 420 520 593 6.57 7.40 0.924 0.90
T3B 0.20 080 190 317 433 547 6.03 650 7.73 0.963 094
T4 0.10 050 147 217 323 430 530 6.03 7.20 0.913 0.89
T5J 0.00 030 093 153 197 240 273 3.23 403 0.490 0.50
T6J 0.23 090 190 297 4.13 533 597 6.70 7.83 0.972 0.95
T7PVG 0.10 050 1.30 210 273 3.63 440 513 590 0.747 0.73
T8PVG 0.17 060 147 247 343 463 570 6.50 8.00 0.994 0.98
T9SC 020 0.90 1.87 3.03 387 4.83 547 580 640 0.808 0.78
T10PaVvVG 023 093 187 250 393 503 6.00 6.97 7.87 0.991 0.95

El aisamiento de Trichoderma spp. que presentd una mayor capacidad de invasion micelial
frente a P. infestans 02 fue el aislado T10PaVG, con una velocidad de 0.954 cm/dia,
proveniente de pajonales del Volcan Galeras. En el caso de P. infestans 63 el aislado con
mayor capacidad fue el T8PVG, con una velocidad de 0.994 cm/dia, proveniente de
praderas del Volcan Gaeras. El aisamiento con menor capacidad de invasién micelia
frente a los dos aislados de P. infestans fue T5J, proveniente de los jardines de la
Universidad de Narifio, sede Torobgjo.

Esto es también posible observarlo en las figuras 16 y 17, en donde los aislados con mayor
capacidad de invasion micelial pueden identificarse por presentar las mayores pendientes.
Caso contrario los aisdamientos menos prometedores presentan curvas con escasa
pendiente. En el anexo J pueden observarse las respectivas ecuaciones lineales para cada
una de las curvas de invasion micelial.
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Figura 15. Antagonismo in vitro de los aidados de P. infestans 02 (izq.) y 63 (der.)
frentea T3B y T4J, respectivamente.

Segun Villegas y Castafio:

Evaluaron en condiciones in vitro la capacidad antagonica de aislamientos de
Trichoderma spp. contra Phytophthora cactorum, reportando 19 aislamientos
promisorios de Trichoderma spp. aislados a partir de muestras de suelo de 50 fincas de
la zona cafetera del departamento de Caldas con diferencias atamente significativas
entre ellos, donde la mayor y menor velocidad de crecimiento registraron los 2.798 y
1.99 cm/dia respectivamente, en comparacion con esta investigacion las velocidades de
crecimiento son mucho mayores, ya que la mayor velocidad solo alcanzd 0.994 cm/dia
en el tratamiento efectuado contra Pi63'2,

2 \pid., p. 7
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Figura 16. Curvas de invasion micdlial para los aisamientos de Trichoderma spp. sobr e Phytophthora infestans 02.
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Figura 17. Curvas de invasion micelial para los aisamientos de Trichoderma spp. sobr e Phytophthora infestans 63
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Andlisis estadistico del tratamiento entre los aislamientos de Trichoderma spp. & P.
infestans 02. Para efectos de comparaciéon entre las diferencias en las velocidades de
invasion micelia se desarrollé un andlisis de varianza (ANDEVA) y cuyos resultados se
muestran a continuacion:

Tabla 7. Promedios para las velocidades de invasion micelial por tratamiento con
intervalos de confianza del 95% Pi02

Tratamiento Conteo Promedio Er_ror.e.sténdar .Ll'mi_te Limi?e
(individual) inferior superior
T10PaVvVG 24 0.895 0.575714  0.776738 1.01493
T1B 24 0.850 0.0385423  0.770269 0.929731
T2B 24 0.670 0.0401443  0.587788 0.753878
T3B 24 0.925 0.080138  0.759222 1.09078
T4 24 0.704 0.0423406  0.616578 0.791755
T5J 24 0.250 0.0269191  0.194313 0.305687
T6J 24 0.791 0.0300463  0.729511 0.853822
T7PVG 24 0.650 0.0356106  0.576334 0.723666
T8PVG 24 0.845 0.0454364  0.751841 0.939826
TOSC 24 0.837 0.074165  0.684078 0.990922
Total 240 0.742

Tabla 8. Anadliss de varianza para las velocidades de invasiéon micdial por
tratamiento Pi02

Fuente Sumade Grados Cuadrado Prueba—-F Valor-P
cuadrados de promedio
libertad
Entre grupos 8.35704 9 0.92856 15.42 0.0000
Al interior de los grupos 13.8479 230 0.0602083
Total (corregido) 22.205 239

En latabla 7 se observa e promedio de las velocidades de invasion micelia para cada uno
de los aislamientos de Trichoderma spp. sobre P. infestans 02 y los interval os respectivos
con un nivel de confianza del 95%. En la tabla 8 se puede apreciar que € vaor P de la
prueba F es menor de 0.05, asumiendo en consecuencia que existen diferencias
estadisticamente significantes entre las velocidades promedio de invasién micdlial.
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Tabla 9. Test de rangos multiples para velocidades de invasién miceial por
tratamiento Pi02

Nivel del método Conteo Promedio de Grupos
95.0 por centual Duncan Homogéneos
T5J 24 0.25 X
T7PVG 24 0.65 X
T2B 24 0.670833 X
T4 24 0.704167 XX
T6J 24 0.791667 XXX
T9SC 24 0.8375 XX
T8PVG 24 0.845833 XX
T1B 24 0.85 XX
T10PaVv G 24 0.895833 X
T3B 24 0.925 X

El test de rangos multiples (Tabla 9), permitié discriminar a los aislamientos de
Trichoderma spp. en cuatro grupos de acuerdo a su capacidad invasora. El primer grupo
esta conformado por € aisamiento T5J. El segundo grupo por T7PVG, T2B, T4Jy T6J. El
tercer grupo por T4J, T6J, T9SC, T8PVG y T1B. El Ultimo grupo por T6J, T9SC, T8PVG,
TIB, TI0PaVGy T3B.

El grupo menos promisorio es e numero uno conformado Unicamente por un solo
aislamiento, el T5J, con una velocidad de invasion micelial promedio de 0.25 cm/dia. El
grupo mas promisorio fue el numero cuatro con un rango de velocidad de invasion micelia
de 1.09 a 0.68 cm/dia. En la figura 18 y en e anexo | es posible observar en detalle las
agrupaciones y comparaciones antes descritas.

En ambos casos, tanto para Pi02 y Pi63, € aislamiento de Trichoderma spp. menos
promisorio fue T5J. Este aisamiento presentd un tipo particular de crecimiento, en e que
esporulaba mientras crecia. Los demas aislamientos solo esporularon una vez habian
cubierto por completo la caja de cultivo.
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Figura 18. Promedios para las velocidades de invasion micelial para cada uno de los aisdados de Trichoderma spp. sobre
Phytophthora infestans 02 con intervalos de confianza del 95%
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Andlisis estadistico del tratamiento entre los aislamientos de Trichoderma spp. & P.
infestans 63. En este caso se aplicd las mismas pruebas estadisticas efectuadas para P.
infestans 02.

Tabla 10. Promedios para las velocidades de invasion mi~=lial por tratamiento con
intervalos de confianza del 95% Pi63

Tratamiento Conteo Promedio Er.ror.&_sténdar 'Ll’mi.te LimiFe

(individual) inferior superior
T10PaVvG 24 0.954 0.0607857  0.828422 1.07991
T1B 24 0.962 0.0429073  0.873739 1.05126
T2B 24 0.900 0.054507  0.787243 1.01276
T3B 24 0.941 0.0709451  0.794905 1.08843
T4J 24 0.887 0.0617711 0.759716 1.01528
T5J 24 0.504 0.033772  0.434304 0.57403
T6J 24 0.950 0.050361 0.84582 1.05418
T7PVG 24 0.725 0.035227  0.652127 0.797873
T8PVG 24 0.979 0.0616733  0.851586 1.10675
T9SC 24 0.775 0.0665533  0.637324 0.912676

Total 240 0.857

Tabla 11. Analiss de varianza para las velocidades de invasion micelial por
tratamiento Pi63

Grados
Fuente cﬁl;::inriggs de gﬁ;ﬂﬁg Prueba—-F Valor —P
libertad
Entre grupos 4.86537 9  0.540597 7.38 0.0000
Al interior de los grupos 16.8396 230 0.0732156
Total (corregido) 21.705 239

En latabla 10 se observa el promedio de las velocidades de invasion micelial para cada uno
de los aisamientos de Trichoderma spp. sobre P. infestans 63 y los interval os respectivos
con un nivel de confianza del 95%. En latabla 11 se puede observar que el vaor P de la
prueba F es menor de 0.05 asumiendo en consecuencia que existen diferencias
estadisticamente significantes entre las vel ocidades promedio de invasion micelial.
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Tabla 12. Test de rangos multiples para velocidades de invasién micelial por
tratamiento Pi63

Nivel del método Conteo Promedio de Grupos
95.0 por centual Duncan homogéneos
T5J 24 0.504167 X
T7PVG 24 0.725 X
T9SC 24 0.775 XX
T4 24 0.8875 XX
T2B 24 0.9 XX
T3B 24 0.941667 XX
T6J 24 0.95 X
T10PaVG 24 0.954167 X
T1B 24 0.9625 X
T8PVG 24 0.979167 X

El test de rangos multiples (Tabla 12) permitiéo discriminar a los aislamientos de
Trichoderma spp. en cuatro grupos de acuerdo a su capacidad invasora frente a P. infestans
63. El primer grupo esta conformado por e aislamiento T5J. El segundo grupo por T7PVG
y T9SC. El tercer grupo por T9SC, T4J, T2B y T3B. El ultimo grupo por T4J, T2B, T3B,
T6J, T1I0PaVG, T1B y T8PVG.

El grupo menos promisorio es € numero uno conformado Unicamente por un solo
aislamiento, e T5J, con una velocidad de invasion micelial promedio de 0.50 cm/dia. El
grupo mas promisorio fue el numero cuatro con un rango de velocidad de invasion micelial
de 1.11 a 0.76 cm/dia. En la figura 19 y en € anexo H es posible doservar en detdle las
agrupaciones y comparaciones antes descritas.
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Figura 19. Promedios para las velocidades de invasion micelial para cada uno de los aisados de Trichoderma spp. sobre
Phytophthora infestans 63 con intervalos de confianza del 95%
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4.3.2 Prueba de antibiosis. Iniciamente la prueba de antibiosis se desarroll6 con un
enfoque cuantitativo, en donde el efecto antibidtico habia de ser medido como halo de
inhibicién. Dado que no fue posible medir € halo, a no ser éste simétrico, se recurrio a una
valoracion cualitativa. Se determind con base en controles positivo y negativo la presencia
0 no de inhibicién, reportandose como positivo 0 negativo respectivamente (Figura 20,
anexo G).

En consecuencia, para efectos de andlisis estadistico se recurrio a una tabla de frecuencias y
aun test de Chi — cuadrado para cada uno de los aislados de P. infestans (02 y 63).

Tabla 13. Frecuencias y porcentajes de inhibicion observados en los diez tratamientos
con antibidticos producidos por Trichoderma spp. sobre Pi02

Tratamiento Negativos Positivos Total Fila

T10PaVvG 2 1 3
6.67% 3.33% 10.00%

T1B 3 0 3
10.00% 0.00% 10.00%

T2B 3 0 3
10.00% 0.00% 10.00%

T3B 3 0 3
10.00% 0.00% 10.00%

T4 3 0 3
10.00% 0.00% 10.00%

T5J 2 1 3
6.67% 3.33% 10.00%

T6J 1 2 3
3.33% 6.67% 10.00%

T7TPVG 1 2 3
3.33% 6.67% 10.00%

T8PV 2 1 3
6.67% 3.33% 10.00%

T9SC 2 1 3
6.67% 3.33% 10.00%

Total 22 8 30
Columna 73.33% 26.67% 100.00%

Tabla 14. Test de Chi — cuadrado para Pi02.

Chi - cuadrado Grados de libertad Vaor — P
9.55 9 0.3885
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Figura 20. Distribucion frecuencial de la inhibicion observada para cada uno de los antibidticos extraidos de los diez
aislamientos de Trichoderma spp. sobre Phytophthorainfestans 02.
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Tabla 15. Frecuenciasy porcentajes deinhibicion observados en los diez tratamientos
con antibidticos producidos por Trichoderma spp. sobre Pi63

Tratamiento Negativos Positivos Total Fila

T10PaVvG 3 0 3
10.00% 0.00% 10.00%

T1B 1 2 3
3.33% 6.67% 10.00%

T2B 2 1 3
6.67% 3.33% 10.00%

T3B 3 0 3
10.00% 0.00% 10.00%

T4 3 0 3
10.00% 0.00% 10.00%

T5J 3 0 3
10.00% 0.00% 10.00%

T6J 2 1 3
6.67% 3.33% 10.00%

T7PVG 3 0 3
10.00% 0.00% 10.00%

T8PVG 2 1 3
6.67% 3.33% 10.00%

T9SC 2 1 3
6.67% 3.33% 10.00%

Total 24 6 30
Columna 80.00% 20.00% 100.00%

Tabla 16. Test de Chi — cuadrado para Pi63

Chi - cuadrado Grados delibertad Vaor — P
9.17 9 0.4220
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Figura 21. Distribucién frecuencial de la inhibicién observada para cada uno de los antibioticos extraidos de los diez
aislamientos de Trichoderma spp. sobre Phytophthorainfestans 63.
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Las tablasy figuras de frecuencias muestran que tan a menudo cada uno de los antibiéticos
obtenidos a partir de los 10 aislamientos de Trichoderma spp. presentaron efectos positivos
0 negativos para la inhibicion. El primer nlmero en cada celda de la tabla es € conteo o
frecuencia; el segundo nimero muestra el porcentaje de |a tabla entera representado por esa
celda

En & caso de Pi02 se present6 un 73.33% de casos negativos, frente al 80.00% en e caso
de Pi63. Pi02 fue inhibida con mayor frecuencia (6.67%) por los aidlamientos T6J y
T7PVG. Para Pi63 la mayor frecuencia de inhibicién se presenta con e aislamiento T1B
(6.67%). En ningun caso en las tres repeticiones se presentaron inhibiciones positivas, y
esto se vio reflgjado en € test de Chi - cuadrado.

El test de Chi — cuadrado Ileva a cabo una prueba de hip6tesis para determinar si se rechaza
o no laidea de que las clasificaciones en filas y columnas son independientes. Dado que €

valor de P, en las pruebas con Pi02 y Pi63, tuvo un valor superior a 0.10, no se puede
descartar la hipétesis de que filas y columnas son independientes. En consecuencia, €l valor
observado para cada antibiotico puede no tener ninguna relacién con su capacidad
inhibitoria. La observacion de las figuras 21 y 22 degja entrever que los positivos y los
negativos estan distribuidos aleatoriamente, 1o que implica que ninguno de |os tratamientos
fue totalmente positivo o negativo.

Figura 22. Efecto inhibitorio de los antibidticos extraidos de los aislamientos de
Trichoderma spp. sobre Phytophthora infestans 02 (izg.) y 63 (der.).
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Muchos aislamientos de Trichoderma spp. producen antibiéticos volétiles y no volétiles.
Howell y Stipanovic en’® aislaron y descubrieron un antibiético, la glovirina a partir de
Gliocladium (Trichoderma) virens que produjo una fuerte inhibicion sobre Pythium
ultimum y a especies de Phytophthora. Sivan et al”. reportaron que € crecimiento de
Trichoderma cultivado sobre una membrana de celofan colocada sobre € agar,
posteriormente la membrana fue removida y € agar inoculado con Pythium, demostraron
gue € crecimiento del patdégeno fue parcialmente inhibido.

Petolaet al., afirman que. “Trichoderma harzianum es una de las especies fungicas mas
estudiadas con propositos de biocontrol, se sabe que produce compuestos volétiles y no
voldatiles efectivos contra fitopatdgenos. Se asume que retarda la produccion de moléculas
de peptaibol, las cuales combinadas con la produccién de enzimas hidroliticas inhiben

fuertemente el crecimiento de patégenos vegetales” .

No obstante, Ozbay & Newman, reportan que:L a mayoria de los intentos para correlacionar
in vitro la antibiosis producida por Trichoderma en contra de fitopatdgenos con lo que
realmente sucede en sistemas naturales han fallado. Larevision de literatura ha demostrado
que las especies de Trichoderma secretan un nimero de antibidticos incluyendo: pironas,
isocianatos, péptidos, peptaibols y trichotenos, ya sea 0 no que estos metabolitos
antifungicos son relativos a biocontrol bajo condiciones de campo

® HOWELL, C.R. and STIPANOVIC, RD. Gliovirin, a new antibiotic from Gliocladium virens and its role in the
biologcal control of Pythium ultimum. Canada : Canadian. J. Microbiology, 1983. p. 29.

™ SIVAN, A., ELAD, Y. and CHET, I. 1984. Biologica control effects of a new isolate of Trichoderma harzianum on
Pythium aphanidermatum. Phytopathology. USA : s.n., 1984p. 74

™ PELTOLA, Joanna et. al. Biological effects of Trichoderma harzianum peptaibols on mammalian cells. In: Applied
and environmental microbiology. (Aug. 2004);. p. 4996-5004
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5. CONCLUSIONES

? De los diez aidamientos de Trichoderma spp., T5J, proveniente de suelo de jardin,

mostré una baja capacidad de invasion micelial, presentando a su vez una menor pendiente
en las curvas de crecimiento observadas en los tratamientos tanto para Pi02 como para
Pi63.

? Los aidamientos T10PaVG y T8PVG presentaron los mas atos promedios de invasion
micelia y por ende las mayores pendientes en las curvas de crecimiento; con valores de
0.954 y 0.994 paralos tratamientos entre Pi02 y Pi63 respectivamente.

? El andlisis de varianza para las velocidades de invasion micelia de los tratamientos
Pi02 y Pi63 arroj6 un valor P de la prueba F menos de 0.05; asumiendo en consecuencia,
gue existen diferencias atamente significativas entre |as vel ocidades promedio.

? Entre los grupos mas promisorios que se destacaron por su gran capacidad invasora
frente a Pi02 son los conformados por: T7PVG, T2B, T4Jy T6J, T4J, T6J, T9SC, T8PVG
y T1B; T6J, T9SC, T8PVG, T1B, T10PaVG y T3B.

? En € tratamiento frente a Pi63, 10s grupos mas homogéneos son los conformados por
losaidados T7PVGy T9SC; T9SC, T4J, T2B y T3B; T4J, T2B, T3B, T6J, T10PaVG, T1B
y T8PVG; presentando una buena capacidad parasitica invasora.

? En d andlisis de Frecuencias de la prueba de antibiosis, Pi02 presenté un 73.33% de
casos negativos, frente a 80.00% en el caso de Pi63

? Pi02 fue inhibida con mayor frecuencia 6.67%) por los aislamientos T6Jy T7PVG.
Para Pi63 la mayor frecuencia de inhibicion se present6 con el aislamiento T1B (6.67%).

? No existe ninguna relacion entre el antibidtico producido por cada uno de los diez

aislamientos de Trichoderma spp. con su capacidad inhibitoria frente a los aisados de
Phytophthora infestans (02, 63); debido a que |os resultados obtenidos estan distribuidos de
una manera aleatoria dentro de |os tratamiento realizados.
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6. RECOMENDACIONES

? Se debe comprobar la capacidad parasitica e invasora de los aislamientos de
Trichoderma spp., llevando a cabo un ensayo in vivo.

? Se sugiere desarrollar mejores méodos para la extraccion y concentracion de
antibiéticos e implementar diversas técnicas para determinar €l efecto inhibitorio sobre €
patogeno.

? Esconveniente utilizar esporas de Trichoderma producidas en sistemas de fermentacion
solidos, para evaluar la efectividad antagdnica en campo.

? Debe de evauarse la sensibilidad de los aislados de Trichoderma spp. frente a los
fungicidas actualmente utilizados en e manejo quimico del tizén tardio en papa.

? Serecomienda realizar un antagonismo in vitro entre los aisados de Trichoderma spp.
sobre aislamientos de Phytophthora infestans procedentes de otros hospederos como
tomate de mesa (Lycopersicon esculentum) y tomate de arbol (Cyphomandra betacea).
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ANEXQOS
Anexo A. Composicion medios de cultivo
? CALDO ARVEJA —SACAROSA

Composicion

1 Litro de agua destilada
30 gramos de sacarosa

40 gramos de arveja seca 0
60 gramos de arveja fresca

Preparacion: se degja hervir las arvejas en un litro de agua destilada durante 20 minutos; se
filtra a través de gasa y en € liquido recibido se disuelve la sacarosa, se homogeniza la
solucion y se envasa en botellas de vidrio de 250 ml. Se esteriliza en autoclave durante 15
minutos a 15 atmosferas de presion. Se guardan en nevera por un tiempo no mayor a 15
dias.

? AGAR VS

Composicion

850 ml de agua destilada

150 ml de Jugo V8*

1.50 gramos de Carbonato de Calcio
20 gramos de agar bacteriol 6gico

Preparacion: se diluye el Carbonato de Calcio en 100 o 250 ml del agua destilada que se
utilizara para preparar el medio, con ayuda de una plancha de agitacion durante 15 minutos,
se agrega € jugo V8'y se completa con € resto de agua destilada requerida; se disuelve €

agar y se hierve la solucion para permitir una mejor disolucion. Se esteriliza en autoclave,
se dgjaenfriar (soportable a contacto con lamejilla, aproximadamente 50° C) y se sirve en
cajas petri estériles. Se guardan en nevera envueltas en cristaflex por un tiempo no mayor a
20 dias.

*JUGO V8: producto importado por fedco SA. Jugo vegeta utilizado basicamente en la
alimentacion de deportistas. Ingredientes: jugo de tomate, jugo de vegetales (zanahoria,

apio, espinaca, pergil), agua, vitamina C.

Después de abrir la lata se debe envasar € contenido en una botella de vidrio, tapar
herméticamente y guardar en congelacion.
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? AGAR PEPTONA GLUCOSA

Composicién

Aguadestilada  1Litro

- Peptona 6 gramos
- Glucosa 10 gramos
- Agar 20 gramos

Preparacion: se disuelven en un litro de agua destilada € agar, la peptona y la glucosa; se
hierve la solucion y se esteriliza en autoclave. Para acidificar se agrega H,SO4 (0.5 N), 1 ml
por cada 100 ml de medio, después de la esterilizacién y cuando la temperatura es
aproximadamente de 50° C. Se sirve en cajas petri estériles, se recubren con papel cristaflex
y se guardan en refrigeracion por un periodo no mayor a 20 dias.

? AGAR PAPA DEXTROSA

Formula (gramos por Litro)

Extractodepapa 4.0

- Glucosa 20.0
- Agar 15.0
- pH 56+0.2

Preparacion: se disuelven 39 gramos de PDA en un litro de agua destilada, se hierve la
solucion y se esteriliza en autoclave. Posteriormente se sirve en cgjas petri estériles 'y se
guardan en refrigeracion envueltas en papdl cristaflex por un tiempo no superior a 30 dias.
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Anexo B. Técnica del microcultivo
Materialesy reactivos

- Agua destilada estéril

- Asadepunta

- Azul de Lactofenol

- Cagjapetri con medio de cultivo (PDA)
- Cajasde petri estériles

- Cubreobjetos

- Pinzas metdicas

- Portaobjetos

- Tubo de ensayo estéril

- Vaillas de vidrio en formade V

Procedimiento: en un area correctamente limpia y cerca de un mechero tome € tubo de
ensayo estéril e imprimalo sobre €l agar. Tome € circulo de agar y cologquelo encima de la
|&mina portaobjetos, tome la colonia del hongo y siembre alos lados del mismo, coloque el
cubreobjetos en alcohol y flameé a mechero, espere que se enfrie. Una vez frio €
cubreobjetos col6quel o sobre €l disco de agar y agregue agua destilada sin inundar la caja.

Incubar a temperatura ambiente de 3 — 4 dias. Después de la incubacion, levante el

cubreobjetos, coléquelo sobre el portaobjetos con una gota de azul de lactofenol y observe
al microscopio en 40X.
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Anexo C. Concentraciones de hipoclorito de sodio utilizadas en laboratorio

Superficies, mesasy equipos 500 p.p.m

Pisos (rutinario) 1.000 p.p.m
Materia devidrio 5.000 p.p.m
Derrames 10.000 p.p.m

Fuente: Saludcoop, E.P.S. 2001.

Para preparar la concentracion de hipoclorito de sodio requerida, se utiliza la siguiente
ecuacion:

Concentracion Hipoclorito = volumen en Litros a preparar x p.p.m. requerida
concentracion del producto x 10
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Anexo D. Concentracion del fungicida fosetil —aluminio utilizado como contr ol
positivo en la prueba de antibiosis

La muestra presenta una pureza cdl 80%, por lo tanto lo primero que se rediza es una
correccién de pureza:

2 p.pm. (100%) =2 mg
L

2mg 100%
X 80%

X=2mgx100% = 25mg _19 = 0.00259g
80% 1000 mg

2 p.p.m. (80%) = 2.5 mg
L

Para mayor comodidad, es aconsegjable preparar una solucion a 500 p.p.m y luego diluirla
hasta la concentracion requerida, en este caso a2 p.p.m.

500 p.p.m. =500 mg X 1g = 05¢g
L 1000 mg

500 p.p.m. xV = 2 p.p.m. x 1000 ml
V=4ml

Entonces: 4 ml + 996 ml de agua destilada estéril.
CONSIDERACIONES GENERALES

Nombre comun: Fosetil de Alumnio
(Fosetil — Al o Efosite — Al)

Nombre quimico:  (IUPAC CAYS)
Aluminio tris-o-ethylphosphonato

Grupo quimico: Alcoyl — fosfonatos

Formula empirica: CgHigAlOgP3
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Formula estructural:

Presion de vapor: menosde 107 Pa
Solubilidad: 111.3 g/L en agua (pH: 6.0).

El Fosetil — Al tiene la caracteristica de activar ciertos mecanismos de defensa que existen
en las plantas atacadas por patdgenos estimulando la produccion de sustancias fungitoxicas
y/o fungistéticas. El Fosetil — Al una vez aplicado es absorbido por las plantas y se
trandoca en forma ascendente y descendente, controlando la enfermedad en raiz, talos,
rebrotes y hojas de plantas af ectadas.
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Anexo E. Invasién micelial en cm/dia pi63

Phytophthora infestans 63 Vs. Trichoderma

Trichoderma spp.

Dia (cm invasion)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Promedio

T1B

0.20
0.20
0.30

1.00
0.90
0.90

1.90
1.90
1.90

3.20
3.20
3.10

4.00
4.00
4.00

5.10
5.20
5.10

6.10
6.20
6.10

6.90
6.80
6.80

8.10
7.90
8.00

8.00

T2B

0.30
0.30
0.20

1.00
1.00
0.70

2.00
2.00
1.80

3.40
3.40
3.00

4.40
4.40
3.80

5.50
5.50
4.60

6.30
6.30
5.20

6.90
6.90
5.90

7.90
7.90
6.40

7.40

T3B

0.20
0.20
0.20

0.90
0.70
0.80

2.00
1.80
1.90

3.10
3.30
3.10

4.20
4.50
4.30

5.00
5.80
5.60

5.60
6.50
6.00

6.20
6.80
6.50

7.30
8.20
7.70

7.73

T4

0.10
0.10
0.10

0.60
0.50
0.40

1.40
1.50
1.50

2.00
2.20
2.30

2.90
3.40
3.40

3.80
4.60
4.50

4.80
5.60
5.50

5.70
6.20
6.20

6.40
7.90
7.30

7.20

T5J

0.00
0.00
0.00

0.30
0.30
0.30

1.00
0.90
0.90

1.60
1.50
1.50

2.00
1.90
2.00

2.50
2.30
2.40

2.80
2.70
2.70

3.30
3.20
3.20

4.00
4.00
4.10

4.03

T6J

0.30
0.20
0.20

1.00
0.80
0.90

1.90
1.80
2.00

2.90
3.00
3.00

3.90
4.20
4.30

5.00
5.50
5.50

5.60
6.10
6.20

6.40
6.80
6.90

7.80
7.80
7.90

7.83

T7PVG

0.10
0.10
0.10

0.50
0.50
0.50

1.30
1.30
1.30

2.10
2.10
2.10

2.80
2.60
2.80

3.80
3.50
3.60

4.70
4.00
4.50

5.50
4.60
5.30

6.20
5.50
6.00

5.90

T8PVG

0.20
0.10
0.20

0.70
0.50
0.60

1.50
1.40
1.50

2.50
2.40
2.50

3.50
3.40
3.40

4.70
4.60
4.60

5.70
5.80
5.60

6.40
6.60
6.50

8.00
8.00
8.00

8.00

T9SC

0.20
0.20
0.20

0.90
0.90
0.90

1.80
1.80
2.00

2.70
3.20
3.20

3.90
3.70
4.00

5.20
4.50
4.80

6.20
5.20
5.00

6.40
5.50
5.50

6.80
6.20
6.20

6.40

T10PavG

W N P [WON P [N PP [N P [N P 0N PP 0ODN PP WOODN PP DN RPN

0.20
0.30
0.20

0.90
1.00
0.90

1.80
1.90
1.90

2.50
2.50
2.50

3.80
4.00
4.00

4.80
5.00
5.30

5.70
6.20
6.10

6.20
7.30
7.40

7.50
8.00
8.10

7.87
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Anexo F. Invasion micdial en cm/dia pi02

Phytophthora infestans 02 Vs. Trichoderma

Trichoderma

Dia (cm invasion)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Promedio

T1B

0.20
0.30
0.30

0.90
1.00
1.00

1.60
1.80
1.70

2.60
3.00
2.80

3.20
3.80
3.50

4.00
5.10
4.50

4.90
6.00
5.40

5.50
7.00
6.40

6.40
7.80
7.00

7.07

T2B

0.30
0.20
0.30

0.70
0.80
0.80

1.20
1.50
1.50

2.00
2.50
2.50

2.40
3.00
2.90

3.00
3.80
3.70

3.50
4.50
4.50

3.90
5.40
5.50

4.60
6.00
6.30

5.63

8T3B

0.00
0.00
0.00

0.40
0.60
0.50

1.10
1.60
1.40

2.00
2.80
2.40

2.70
4.00
3.30

3.30
5.40
4.70

4.00
6.30
5.40

4.50
7.00
6.00

5.50
7.80
6.90

6.73

T4

0.00
0.00
0.00

0.40
0.40
0.40

1.00
1.10
0.90

1.70
1.80
1.60

2.60
2.50
2.40

3.80
3.40
3.30

4.70
4.00
3.70

5.60
4.50
4.60

6.20
5.30
5.40

5.63

T5J

0.00
0.00
0.00

0.10
0.10
0.10

0.50
0.40
0.50

1.00
0.70
0.90

1.50
1.00
1.20

1.50
1.20
1.60

1.70
1.40
1.80

1.90
1.60
2.00

2.00
1.80
2.20

2.00

T6J

0.40
0.30
0.40

1.10
0.90
1.20

2.00
1.70
3.10

2.90
2.50
3.20

3.40
3.30
3.90

4.20
4.30
4.90

5.00
5.20
5.60

5.80
5.90
6.50

6.30
6.60
7.20

6.70

T7PVG

0.20
0.10
0.20

0.60
0.50
0.70

1.40
1.60
1.50

1.90
2.40
2.10

2.50
3.10
2.70

3.20
4.00
3.50

3.70
4.90
4.00

4.40
5.50
4.60

4.90
6.00
5.20

5.37

T8PVG

0.30
0.30
0.20

0.80
0.90
0.80

1.70
2.00
1.80

2.60
3.20
2.80

3.30
4.20
3.70

4.30
5.70
4.90

5.50
6.30
5.80

6.30
6.90
6.70

7.20
7.50
7.40

7.37

T9SC

0.10
0.00
0.20

0.60
0.50
0.60

1.70
1.30
1.60

2.90
2.00
2.60

3.90
2.70
3.20

5.20
3.70
5.20

6.30
4.40
6.30

6.90
5.10
6.90

7.40
5.70
7.30

6.80

T10PavG

w NP JON RPN RPN PP [WON P [0ON PP [W0ON PP [N PP NN

0.30
0.30
0.40

0.90
1.00
1.00

2.00
2.10
1.90

3.10
3.10
2.70

4.00
4.00
3.50

5.20
5.50
4.80

6.40
6.80
5.50

7.00
7.40
6.40

7.70
7.80
7.00

7.50
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Anexo G. Prueba de Antibiosis entre Phytophthora infestans 63 - 02 vy los diez
aislamientos de Trichoderma spp.

Pi63 Vs. Trichoderma spp.

Trichoderma T1B T2B T3B T4J T5) T6J T7PVG T8PVG T9SC T10PavG

1 N N N N N N P N P P
Replica > N N N N P P P P N N
3__ N N N N N N N N N N

Pi02 Vs. Trichoderma spp.

Trichoderma T1B T2B T3B T4 T5J T6J T7PVG T8PVG T9SC T10PavG

1 P N N N N P N P N N
Replica 2 P P N N N N N N P N
3N N N N N N N N N N
N: Negativo
P: Positivo
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Anexo H. TEST DE RANGOS MULTIPLES PARA LAS VELOCIDADES DE
INVASION MICELIAL POR TRATAMIENTO PI63

CONTRASTE DIFERENCIA
T10PavG—-T1B -0.00833333
T10PavG—-T2B 0.0541667
T10PavG—-T3B 0.0125
T10PaVvVG — T4J 0.0666667
T10PaVvG — T5J *0.45
T10PaVvG — T6J 0.00416667
T10PaVG—-T7PVG  *0.229167
T10PaVvG—-T8PVG  -0.025
T10PavVG - T9SC *0.179167
T1B-T2B 0.0625
T1B-T3B 0.0208333
T1B-T4J 0.075
T1B-T5J *0.458333
T1B-T6J 0.0125
TIB-T7PVG *0.2375
T1B-T8PVG -0.0166667
T1B-T9SC *0.1875
T2B-T3B -0.0416667
T2B -T4J 0.0125
T2B -T5J *0.395833
T2B-T6J -0.05
T2B-T7PVG *0.175
T2B-T8PVG -0.0791667
T2B -T9SC 0.125
T3B-T4J 0.0541667
T3B—-T5J *0.4375
T3B-T6J -0.00833333
T3B-T7PVG *0.216667
T3B-T8PVG -0.0375
T3B-T9SC 0.166667
T4)-T5J *0.383333
T4J-T6J -0.0625
T4AI-T7PVG *0.1625
T4J-T8PVG -0.0916667
T4J-T9SC 0.1125
T5]J-T6J *-0.445833
T5J-T7PVG *-0.220833
T5]J-T8PVG *-0.475
T5J-T9SC *-0.270833
T6J-T7PVG *0.225
T6J-T8PVG -0.0291667
T6J-T9SC *0.175
T7PVG-T8PVG *-0.254167
T7PVG-T9SC -0.05
T8PVG—-T9SC *0.204167

* Denotan un diferencia estadisticamente significativa
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Test de rangos multiples para las velocidades de invasion micelial por
tratamiento pi02

CONTRASTE DIFERENCIA
T10PavG—T1B 0.0458333
T10PavG - T2B *0.225
T10PavG - T3B -0.0291667
T10PavG — T4J *0.191667
T10PavG — TSJ *0.645833
T10PavG — T6J 0.104167
T10PaVG—-T7PVG  *0.245833
T10PaVvG-T8PVG  0.05
T10PaVG — T9SC 0.0583333
T1B-T2B *0.179167
T1B-T3B -0.075
T1B-T4J 0.145833
T1B-T5J *0.6
T1B-T6J 0.0583333
TIB-T7PVG *0.2
T1IB-T8PVG 0.00416667
T1B-T9SC 0.0125
T2B-T3B *-0.254167
T2B -T4J -0.0333333
T2B -T5J *0.420833
T2B -T6J -0.1208333
T2B-T7PVG 0.0208333
T2B-T8PVG *-0.175
T2B-T9SC *-0.166667
T3B-T4J *0.220833
T3B-T5J *0.675
T3B-T6J 0.133333
T3B-T7PVG *0.275
T3B-T8PVG 0.0791667
T3B-T9SC 0.0875
T4J-T5J *0.454167
T4J-T6J -0.0875
T4A-T7PVG 0.0541667
T4J-T8PVG -0.141667
T4J-T9SC -0.133333
T5J-T6J *-0.541667
TSJ-T7PVG *-0.4
T5J-T8PVG *-0.595833
T5J-T9SC *-05875
T6J-T7PVG 0.141667
T6J-T8PVG -0.0541667
T6J-T9SC -0.0458333
T7TPVG-T8PVG *-0.195833
T7TPVG-T9SC *-0.1875
T8PVG—-T9SC 0.00833333

* Denotan un diferencia estadisticamente significativa
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Anexo J. Ecuacioneslineales paralascurvas deinvasion micelial
Pi63 — Pi02 Vs. Trichoderma spp.

Tratamiento Vs. Phytophthora infestans 63

T1B y =0.987x —0.896
T2B y =0.924x — 0.659
T3B y =0.963x — 0.802
T4J y =0.913x — 1.200
T5J y =0.490x — 0.546
T6J y =0.972x — 0.862

TIPVG  y=0.747x — 0.869
T8PVG  y=0.994x — 1.309
T9SC y = 0.808x — 0.445
T10PaVG  y =0.991x — 1.027

Tratamiento Vs. Phytophthora infestans 02

T1B y=0.873x —0.748
T2B y = 0.678x — 0.526
T3B y = 0.879x — 1.076
T4 y =0.735x — 1.034
T5J y = 0.268x — 0.279
T6J y = 0.799x — 0.372

T7/PVG y =0.672x —0.569
T8PVG y =0.933x —0.845
T9SC y =0.908x — 1.046
T10PaVG y=0.954x —0.777
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