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“Late en cada hombre cierta tendencia, cierta
especie de atraccion hacia el Todo. Hay
momentos en que uno quisiera confundirse
con el aire, con el agua, con la brisa, en una
palabra, ser todas la cosas. Y cuando el alma
tiende con mayor pasion hacia el Todo, es

cuando produce sus mejores obras”.

Fernando Gonzélez
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Resumen

Spongospora subterranea f. sp. subterranea es un patégeno obligado que ocasiona la
sarna polvosa y camanduleo de la papa, enfermedades limitantes en la producciéon a
escala global y que no cuentan con practicas de control efectivas. Con el propoésito de
ofrecer una alternativa para el manejo del camanduleo, se evalu6 el efecto de control,
individual y en mezcla de microorganimos y de aditivos orgénicos en el cultivar Diacol
Capiro. Para tal fin, se establecieron ensayos en materas con suelo naturalmente
infestado, evaluando a las ocho semanas el nUmero de agallas por planta. La mayoria de
biocontroladores disminuyeron en alguna proporcién el nimero de agallas, pero solo se
evidencié efecto significativo con Trichoderma koningiopsis Th003 y Bacillus
amyloliquefaciens Bs006 en una réplica de cuatro, con un promedio en la reduccién de
agallas de 43.8 y 43.6 % respectivamente. Teniendo en cuenta la eficacia y avances en
el desarrollo de un bioplaguicida se seleccionaron a Th003, Bs006 y S. misionensis
Ac006, encontrandose que Th003 con Bs006 fue la mezcla que mas redujo el camaduleo
en 30.5 %, resultado que no fue diferente significativamente del producido en la
evaluaciéon individual. Entre los aditivos organicos, el quitosan al 0.5 % disminuy6
significativamente el nimero de agallas en un 62.6 %. Al evaluar la mezcla de T.
koningiopsis Th003 con quitosan se encontrd significativamente la mayor reduccion de
agallas con 63.7 %. El presente trabajo permitié seleccionar tratamientos que evaluados

de manera individual o en mezcla tienen potencial para el manejo de esta enfermedad.

Palabras clave: enfermedad, protozoo, biocontrol e interaccion biol6gica.



X Resumen y abstract

Abstract

Spongospora subterranea f. sp. subterranea is an obligate pathogen which causes
powdery scabies and root galls in potato, which limit global production since there are no
effective control measures. With the aim of offering a control alternative we evaluated the
control efficacy of individual and mixtures of microorganisms and organic additives on the
Diacol Capiro cultivar. Potted plants in naturally infested soil were used to assay control
efficacy by counting the number of root galls after eight week. Most microorganisms
reduced the number of galls but only Trichoderma koningiopsis Th003 and Bacillus
amyloliquefaciens Bs006 showed a significant reduction in one of four replicate (43.8 and
43.6 % respectively). Due to their efficacy and advances in technological developments,
ThOO03, Bs006 and S. misionensis Ac006, were chosen for mixture assays. The mix of
ThOO03 with Bs006 showed the strongest reduction in gall number (30.5 %), which was not
significantly different from the individual microbials. Of the organic additives, 0.5 %
chitosan significantly reduced the number of galls by 62.6 %. Among the mixtures of
microbials and organic additives, the mix of Th0O03 with chitosan had the largest, and
significant effect (63.7 %). This study identified treatments, which either individually, or as

a mixture, have potential in root galls control.

Keywords: disease, protozoan, biocontrol, biological interactions
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Introduccioén

El cultivo de la papa es originaria de la cordillera de los Andes, siendo actualmente base
de la alimentacion humana llegando a ser el cuarto producto agricola sembrado en méas
de 100 paises (MAVDT y Fedepapa, 2004). En Colombia se cultiva en las zonas altas de
las tres cordilleras, siendo los departamentos de Cundinamarca, Boyaca y Narifio los
mayores cultivadores, con el 80 % del &rea sembrada y de la produccion Nacional (ICA,
2011). Sin embargo, las condiciones climaticas prevalecientes en nuestro pais, el manejo
ineficiente del cultivo, entre otros factores ha llevado al aumento de pérdidas de
rendimientos por la alta incidencia de enfermedades tanto foliares como edéficas, siendo
econdmicamente importantes como habitantes naturales del suelo, la sarna polvosa o
camanduleo ocasionada por el protozoario Spongospora subterranea f. sp. subterranea,
Rizoctoniasis o Costra negra de la papa ocasionada por Rhizoctonia solani, Mortaja
blanca o palomillo por Rosellinia sp., pata negra agente causal Pectobacterium
atrosepticum, pudricién blanda del tubérculo ocasionada por Pectobacterium carotovorum

y la sarna comun por Streptomyces scabies (ICA, 2011).

Recientemente se ha identificado que S. subterranea ocasiona tres distintas
enfermedades en las plantas de papa: sarna polvosa en los tubérculos, disfuncion de la
membrana de la raiz e hiperplasia de la raiz conocida cominmente como camanduleo de
la papa (Falloon et al., 2016). La infeccidn en raices por S. subterranea disminuye el area
de intercambio de las raices, lo que afecta el crecimiento de la planta y disminuye el area
foliar efectiva, reduciendo la translocacion de nutrientes hacia los tubérculos y finalmente
reduce la produccién (Fallon et al., 2005; Shah et al., 2011; Falloon et al., 2016).
Ademas, este fitopatdgeno puede servir como vector del virus Potato Mop Top Virus
(PMTV) uno de los problemas virales prevalentes en la region Andina y que presenta
caracter cuarentenario para diferentes paises del mundo (Jones y Harrison, 1969;
Santala et al., 2010). Hasta la fecha S. subterranea se encuentra a nivel global y sigue
habiendo nuevos registros en diferentes paises, por lo cual las enfermedades

ocasionadas por este fitopatdgeno representan un gran impacto econdémico en la
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produccion Mundial de papa (Turka y Bimsteine, 2011; Vakalounakis et al., 2014; Kanetis
et al., 2015; Mallik y Gudmestad, 2015). En Washington, USA, los rendimientos de las
variedades con tubérculos de color rojo se reduce en algunos ciclos del cultivo entre 5-12
t.hal por infecciones en las raices ocasionadas por S. subterranea (Nitzan et al., 2008).
Falloon et al., (2016) evidenciaron reduccion del peso de los tubérculos por planta en un
42 % con la inoculacion e infeccion de S. subterranea en las raices. En Australia las
pérdidas debido a la sarna polvosa se estimaron en $13.4 millones.afio! o
aproximadamente en el 4 % del valor de la produccion bruta (Wilson, 2014). En Colombia
la diseminacion de S. subterranea se viene incrementando, como resultado de la
deficiente calidad de la semilla utilizada (Gil et al.,, 2011), siendo la primer fuente de
diseminacion del patégeno, el cual una vez establecido en el suelo, produce una gran
cantidad de esporosoros, estructuras de resistencia que pueden sobrevivir por varios
afios en el suelo y se convierten en el in6culo primario de la enfermedad en los
siguientes ciclos del cultivo (De Boer, 2000a; Van De Graaf et al., 2005; Merz, 2008).

La interaccién de S. subterranea con el ambiente antes de que llegue el huésped no es
muy conocida y las caracteristicas biologicas del patdégeno como, prolongada
persistencia en el suelo, alto y rapido potencial reproductivo y la habilidad de infectar
hospederos alternos, impiden el desarrollo de medidas eficaces para su manejo (Falloon,
2008). Asi mismo, no se han desarrollado variedades resistentes, no existen fungicidas
de sintesis quimica para su control y no se han establecido practicas culturales eficaces
(Qu y Christ, 2006; Falloon, 2008). Por otra parte, este cultivo presenta la mayor
demanda de fungicidas e insecticidas para el control de sus problemas fitosanitarios, y el
segundo en utilizacion de fertilizantes (ICA, 2011). Sin embargo, cada vez son mayores
las restricciones sobre el uso de compuestos quimicos, debido a sus efectos
toxicolégicos, a los residuos en los tubérculos, a la contaminacién del medio ambiente y a
la aparicién de patdgenos e insectos resistentes, por lo que se requiere del desarrollo de

soluciones efectivas, de bajo costo y amigables con el medio ambiente (ICA, 2011).

El uso de microorganismos biocontroladores y enmiendas organicas ha tenido gran
atencion en los ultimos afios para el manejo de diferentes enfermedades, debido a que
se ha identificado efectos indirectos sobre la enfermedad mediante la induccién de
respuestas de defensa en las plantas contra el ataque del patégeno, ademas los

biocontroladores pueden tener efectos directos sobre el desarrollo de estos mediante
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relaciones antagoOnicas o parasiticas (Benitez et al.,, 2004; Franco et al., 2013;
Chowdhury et al., 2015; Poomthongdee et al., 2015). Es asi como Nielsen y Larsen,
(2004) demostraron el potencial de Trichoderma harzianum para reducir las infecciones
de la raiz de tomate causadas por S. subterranea en condiciones de materas bajo
invernadero, aplicando al suelo las formulaciones del biocontrolador mezcladas con

esporosoros del patégeno.

En Colombia, Hoyos et al. (2008) demostraron que Trichoderma asperellum bajo
condiciones controladas, promovio el crecimiento de plantas de papa y redujo el nimero
de nédulos de S. subterranea en las raices. En condiciones de campo Restrepo et al.,
(2009) evaluaron los efectos de dos biocontroladores potenciales (T. harzianum vy
Pseudomonas fluorescens), un consorcio de micorrizas y viruta de pino sobre el control
de S. subterranea en papa Diacol Capiro que es muy susceptible a la sarna polvosa.
Estos tratamientos redujeron la incidencia en un 27 % en raices y 2.1 % en tubérculos,
sin embargo, no encontraron diferencias significativas de la severidad entre los
tratamientos, tanto en raices como tubérculos. Bastidas (2010) luego de inocular con 10
aislamientos de Pseudomonas spp., obtuvo niveles de control entre el 20 y 76 % en
términos de reduccion de agallas en la raiz, segun la especie hospedera y el aislamiento

bacteriano empleado bajo condiciones de invernadero.

Otras alternativas de control de S. subterranea son las sustancias de origen natural que
actian en forma preventiva, por induccion de resistencia en el huésped, o por
estimulacion de la flora benéfica del suelo, es el caso del biocarb6n (Elad et al., 2010),
quitina (Cohen, 2001) y quitosan (Sanchez et al., 2007; Nunes da Silva et al., 2014).
Ademas, el uso de estas sustancias naturales puede llegar a potenciar la accion de los

microorganismos antagonistas (Tian et al., 2000; Matsubara et al., 2002).

El biocarbon, carbén vegetal producido por combustion de materia organica bajo
condiciones de baja oxigenacion, llamada pirolisis (Sohi et al., 2009), es objeto de mucha
atencion desde los ultimos afios. La quitina es un polimero N-acetil D-glucosamina unido
por enlace B(1,4) que tiene propiedades fisico-quimicas y biol6gicas de gran interés en el
area agricola (Tharanathan y Kittur, 2003). Asi mismo, el quitosan es un polimero de -
1,4-glucosamina, que se encuentra formando parte de la pared de hongos, en especial

de los zigomicetos y se puede producir por desacetilacion de la quitina presente en el
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exoesqueleto de artrépodos (Winterowd y Sandford, 1995). El quitosan es el amino-
polisacarido mas abundante de origen natural, no es téxico, es bioactivo, y ha sido objeto
de estudio debido a sus caracteristicas fisicoquimicas y actividad biolégica (Goy et al.,
2009; Rabea et al., 2003).

Se ha sefialado que no existe un Unico método de control que por si solo sea efectivo
contra este patégeno y permita la reduccion del in6culo o su capacidad de infeccion
(Harrison et al., 1997; De Boer, 2000b; Wale, 2000a) y se concuerda en que la solucion
al problema debe ser abordada de manera integral (Falloon, 2008). Por lo tanto, es
necesario determinar el efecto de la mezclas de biocontroladores y aditivos organicos en
el desarrollo del camanduleo, debido que se ha observado que las cepas difieren en sus
modos de accién segun las especies de plantas, ademas el suelo, la rizésfera y el interior
de las raices representan nichos para organismos funcionalmente diferentes (Van Loon
et al., 1998; Henry et al., 2012; Wiesel et al., 2014; Le Mire et al., 2016).

Teniendo en cuenta los diferentes sintomas y limitantes del camanduleo de la papa
ocasionado por S. subterranea, la presente investigacién pretende determinar el efecto
de diversos microorganismos y de algunos aditivos organicos, tanto individualmente
como en mezcla, sobre la reduccién del camanduleo de la papa en condiciones

semicontroladas.



1. Justificacion

Uno de los principales productos agricolas en el pais es la papa, con un area sembrada
de 165.733 ha, una produccion nacional de 2.582.147 t, y con una participacion del 3.3 %
en el PIB agropecuario. Ademas, la cadena de la papa en Colombia genera anualmente
cerca de 264 mil empleos totales, en donde aproximadamente 100 mil familias se
dedican a este cultivo, en 10 departamentos y 283 municipios (DANE, 2016). Sin
embargo, el evidente cambio climatico, el manejo ineficiente del cultivo, entre otros
factores, ha contribuido a la diseminacibn de plagas y enfermedades, afectando
negativamente la sanidad y productividad de la papa (ICA, 2011). Entre los patégenos
asociados al suelo se encuentra S. subterranea, protozoo que afecta la calidad comercial
de los tubérculos y ocasiona dafios en las raices, disminuyendo signiticativamente el
rendimiento del cultivo (Fallon et al., 2016). Ademas, este fitopatdgeno puede servir como
vector del virus PMTV (Santala et al., 2010).

A pesar de que S. subterranea representa una gran problematica para la produccion de
papa, el manejo de la sarna polvosa y camanduleo de la papa es dificil de lograr debido a
varios factores, entre los que se encuentran: sobrevivencia por varios afios en el suelo
(Falloon, 2008), no existen agroquimicos registrados para su control, el manejo cultural
implica rotaciones de muchos afios con cultivos especificos y no se encuentran
variedades comerciales resistentes (Qu y Christ, 2006). Es importante resaltar que este
cultivo presenta la mayor demanda de fungicidas para el control de sus problemas
fitosanitarios, lo cual representa una fuente importante de contaminantes al medio
ambiente y una alta probabilidad de tener residualidad en los tubérculos, afectando

silenciosamente la salud humana (ICA, 2011).

Debido a la alta complejidad de este patosistema surge la necesidad e importancia de

investigar, desarrollar y generar nuevas estrategias amigables con el medio ambiente y



de bajos costos de produccién, que puedan ser incorporadas en programas de manejo
integrado. En este sentido, varios estudios han identificado efecto de algunos
microorganismos biocontroladores sobre las enfermedades ocasionadas por S.
subterranea (Nielsen y Larsen, 2004; Hoyos et al. 2008; Restrepo et al., 2009; Bastidas,
2010). Sin embargo, la mayoria de los estudios evallan el uso solamente de
Trichoderma spp., exisitendo una gran diversidad de microorganismos para ser
evaluados en el biocontrol de S. subterranea. Asi mismo, existen sustancias de origen
natural que actian en forma preventiva, por induccion de resistencia en el huésped, o por
estimulacion de la flora benéfica del suelo (Sdnchez et al., 2007; Nunes da Silva et al.,
2014). De esta manera, la presente investigacion pretende determinar el efecto de
diversos microorganismos y de algunos aditivos orgénicos, tanto individualmente como

en mezcla, sobre la reduccion del camanduleo de la papa.



2.Hipotesis

Diferentes cepas de microorganismos previamente seleccionadas por su potencial de
biocontrol en diferentes pato-sistemas como Trichoderma spp., Actinomicetos y
Rizobacterias actuaran en la disminucion de agallas ocasionadas por S. subterranea. Asi
mismo, algunos aditivos organicos, como el biocarbdn, quitina y quitosan reduciran de
forma significativa el nimero de las agallas. Por lo tanto, la mezcla de biocontroladores y
un aditivo organico ejercera mayor control del camanduleo de la papa.






3.0bjetivos

3.1 Objetivo General

Generar una alternativa de manejo del camanduleo de la papa ocasionada por el
protozoo S. subterranea, con el uso de microorganismos biocontroladores y aditivos

organicos.

3.2 Objetivos Especificos

-Seleccionar biocontroladores y aditivos organicos que aplicados de forma individual
exhiban el mayor potencial en la reduccién de la enfermedad camanduleo de la papa en
condiciones semicontroladas.

-Determinar el efecto de mezclas de biocontroladores y aditivos organicos en la

disminucion del camanduleo de la papa en condiciones semicontroladas.






4. Marco teorico

4.1 Sarna polvosa y camanduleo de la papa

La papa (Solanum tuberosum L.) se encuentra entre los diez alimentos mas importantes
producidos en los paises en desarrollo. A nivel mundial cerca de 40 enfermedades del
suelo afectan las plantas papa y causan severos dafios especialmente sobre los
tubérculos, 6rgano econdmicamente mas importante de la planta. La ocurrencia y
desarrollo de las enfermedades del suelo dependen de varios factores que afectan ya
sea el patdégeno o la planta, y en la mayoria de los casos las condiciones favorables para
el desarrollo de las enfermedades son las mismas que necesita el cultivo de papa (Fiers
et al., 2011).

4.1.1 Origen y distribucion de S. subterranea en el mundo

El centro de origen del patégeno es Sur América, hogar ancestral de sus hospederos las
solanaceas (Lyman y Rogers, 1915). S. subterranea se encuentra en la mayoria de los
paises cultivadores de papa (Figura 1) y hasta la fecha se continGan con nuevos reportes
a nivel mundial (Vakalounakis et al., 2014; Kanetis et al., 2015; Mallik y Gudmestad,
2015). La sarna polvosa de la papa fue observada por primera vez en Alemania
(Wallroth, 1842), mientras que 71 afios después en 1912 Pethybridge sefialo la formacion
de agallas en las raices por la infeccion de S. subterranea (Ledingham, 1935).
Actualmente, Falloon et al., (2016) describen una tercera enfermedad que consiste en la

disfuncién de la membrana de la raiz, diferente al desarrollo de agallas.

4.1.2 Biologia y ciclo de vida de S. subterranea

S. subterranea (Wallr.) Lagerheim f. sp. subterranea TomLinson es un protista de la
familia Plasmodiophoridae (Cavalier, 1993). Este grupo se caracteriza por la formaciéon
de zoosporas biflageladas de desigual tamafio con mastigonemas y posicion opuesta,

gue se liberan de las estructuras de resistencia llamados esporosoros (Braselton, 1995;
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Merz, 1997), los cuales diseminan la infeccién en el campo, son portadoras de virus y es

el principal blanco de medidas de control (Falloon, 2008).
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Figura 1: Distribucion global de S. subterranea. Patégeno detectado en plantas de papa
o tomate. Fuente Balendres et al., 2016.

Segun Merz, (2008) hay dos fases importantes del ciclo de vida de este patégeno, cada
una inicia con la infeccién de las células del hospedero a partir de un plasmodio singular
(Figura 2). En la fase esporangial, numerosas zoosporas secundarias son formadas
dentro de zoosporangios de pared delgada, que se desarrollan a partir de plasmodios
sporangionosos multinucleados en las células epidérmicas de las raices o pelos
radicales. Las zoosporas biflageladas salen del huésped y comienzan nuevos ciclos de
infeccion (Figura 2 circulo interior). Con la fase esporogénica, después de divisiones
nucleares y de la escisién dentro del plamodio esporogenico, se producen esporas de
resistencia (esporosoros) que tienen una pared gruesa lo que las hace altamente
resistentes en el suelo y de cada espora se presenta la liberacion de una zoospora
primaria biflagelada, la cual entra en el sistema radical del huésped (Figura 2 circulo
exterior). Cambios en la planta y condiciones ambientales pueden afectar la liberacion de
compuestos especificos que estimulan la liberacion de las esporas (Balendres et al.,
2016).
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Los estados circulares del ciclo de vida y los estados haploide/diploide alin no son muy
claros. Sin embargo, dentro del grupo de los plasmodiophoridos la historia de vida mejor
conocida es de Plasmodiophora brassicae Woron., a la que se le conoce una fase sexual
y una asexual. Durante la fase sexual dos zoosporas se fusionan y un plasmodio
binucleado infecta las células del hospedero. El plasmodio esporogénico empieza
divisiones nucleares mitdticas y se desarrolla un largo plasmodio multinucleado. A
continuacion, sucede cariogamia y la meiosis se produce antes de la formacién de
esporas en reposo (Fahling et al., 2004). Si una fase sexual también existe en el ciclo de
vida de S. subterranea, se debe esperar dentro de las poblaciones un alto grado de
diversidad. Hasta ahora, las secuencias de ITS de colecciones de campo procedentes de
diferentes continentes se han comparado, y sélo han podido ser identificados dos grupos
genéticamente distintos (Qu y Christ, 2004).
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Figura 2: Ciclo de vida tentativo de Spongospora, fase asexual (circulo interior) y fase
sexual (circulo exterior). Fuente: Merz, 2008
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4.1.3 Sintomas en raices y tubérculos

Se identifican tres distintas enfermedades en las plantas de papa ocasionadas por S.
subterranea: sarna polvosa en los tubérculos, disfuncién de la membrana de la raiz e
hiperplasia de la raiz conocida comunmente como camanduleo de la papa (Falloon et al.,
2016). La sintomatologia ocasionada en los tubérculos consiste en lesiones pulverulentas
sobre el peridermo y deformacién de los mismos en infecciones severas, reduciendo
significativamente la calidad, los rendimientos y su valor comercial. La infecciobn se
presenta a manera de pustulas de color castafio claro, de 0.5 a 2.0 mm de diametro, que
se extienden lateralmente debajo de la peridermis formando lesiones levantadas, el
aumento de tamafio y division de las células parasitadas empuja y rompe el peridermo,
formando proyecciones con apariencia de verrugas (Figura 3). Bajo la lesion se forma
peridermo de cicatrizacion, que se va oscureciendo gradualmente y se deteriora, dejando
una depresion superficial llena de una masa pulverulenta de esporas aglutinadas o

esporosoros de color castafio oscuro (Osborn, 1911; Lawrence y McKenzie, 1980).

subterranea. Fuente: Celsa Garcia

La disfuncion de la membrana de la raiz sucede cuando la zoospora se enquista y
perfora las células de los pelos radicales del hospedero (Figura 4), probablemente
alterando la funcion de la raiz debido al deterioro de las membranas de la epidermis de la

raiz y de las paredes celulares (Fallon et al., 2005; Falloon et al., 2016).
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Figura 4. Pelos radicales de S. tuberosum con Spongospora subterranea. A: pelos
radicales con zoosporangios cada uno con cuatro zoosporas internas. B: pelos radicales
con zoosporangios cuyas zoosporas ya han sido liberadas. Tefiido con azul de tripano;
barra=10 um. Fuente: Falloon et al., 2016.

Por dltimo, el camanduleo ocasionado en las raices por hipertrofia e hiperplasia de las
células radicales, se manifesta en la formacion de agallas alrededor de la raiz (Figura 5)
(Van De Graaf et al., 2007). Las agallas contienen los esporosoros (Merz et al., 2004) a
manera de masas pulverulentas y dentro de ellos se encuentran las estructuras de
descanso. Las nodulaciones generadas inicialmente son de color blanco lechoso y a
medida que maduran se tornan de un color castafio (Balendres et al., 2016). Se ha
observado que algunos hospederos no forman estolones o tubérculos, sino abundantes
agallas, afectando seriamente el rendimiento del cultivo (Nitzan et al., 2008).

Figura 5: Camanduleo de la papa ocasionada por Spongospora subterranea. a) agalla
joven sobre una raiz; barra = 2mm. Fuente: Falloon et al., 2016. b) agallas desarrolladas
en las raices de papa, flecha amarilla: inicio de agalla color blanco lechoso, flecha roja:
agalla madura de color castafo. Fuente: Celsa Garcia.



16 Efecto de microorganismos biocontroladores y aditivos organicos sobre el
camanduleo de la papa ocasionada por Spongospora subterranea

En Colombia se han reportado pérdidas hasta del 50 % de las cosechas y 30 % en la
reduccion del peso de los tubérculos (Gilchrist et al., 2011). Ademas, este patdgeno
puede servir como vector del virus PMTV (Jones y Harrison, 1969; Gallo et al., 2013), y
se estima que este virus puede causar pérdidas hasta del 25 % de este cultivo, lo cual
adicionado al dafio ocasionado por S. subterranea, se pueden estar presentando
disminuciones del 50 — 80 % en la produccién (Jones y Harrison, 1972; Guerrero, 2000).

4.1.4 Factores para el desarrollo de la enfermedad

La temperatura Optima para la expresion de sintomas de la sarna polvosa en los
tubérculos es de 12 °C, mientras que los resultados obtenidos luego de cuantificar la
cantidad de ADN en la piel de los tubérculos determinaron que las cantidades mas altas
se registraron en las plantas que crecieron a 9 °C, lo cual indica que la enfermedad es un
problema para regiones con promedios bajos de temperatura (Van De Graaf et al., 2005).
Estos resultados coinciden con las investigaciones de Boer, (2000a) en un experimento
con papa (cv. Kennebec) en las que encontraron niveles de enfermedad mayores a
temperaturas de 12.5 °C y bajo en temperaturas entre 17.5 y 20 °C. Posteriores ensayos
en donde se evalu6 la formacién de agallas en raices permitieron dilucidar que esta
sintomatologia es mas comun a 17 °C (Van De Graaf et al., 2007), en contraste con la
temperatura 6ptima de 12 °C determinada para lesiones en el tubérculo (Van De Graaf et
al., 2005). Ademas no se observé formacién de nodulaciones a 9 °C, a pesar que fue
detectable la infeccion en raices de acuerdo a la cuantificacion de ADN (Van De Graaf et
al., 2007).

La humedad es otro factor que determina el comportamiento de S. subterranea. Una
aproximacion hecha por de Boer (2000a) mostré el mas alto indice de enfermedad,
determinado por la cantidad de zoosporangios presentes en pelos radicales de plantas
de papa cv. Sebago, en suelos cercanos a saturacion, mientras el indice decrecié de

manera proporcional a medida que la humedad del suelo se redujo.

Por otra parte, pruebas realizadas en plantas crecidas en suelos con humedad constante
mostraron los mas altos niveles de infeccion y enfermedad comparado con plantas que
crecieron bajo un régimen de humedad fluctuante (Van De Graaf et al., 2005, 2007). Esto

fue reportado también por Wale (2000a).
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El pH acido puede resultar en la reduccién de niveles de severidad e incidencia de la
enfermedad (De Boer, 2000b), fendmeno que se puede explicar por la liberacion de zinc
y manganeso que pueden causar efectos toxicos sobre las zoosporas de S. subterranea
(Burnett, 1991; Falloon et al., 2010).

4.2 Manejo de la enfermedad

Las estrategias desarrolladas para el control de S. subterranea estan focalizadas en los
espororosos y en la prevencion de la infeccion causada por las zoosporas en la raiz del
huésped. Estos métodos buscan romper el ciclo del patégeno en uno o en los dos
estados. Los métodos pueden ser aplicados cronolégicamente, desde antes de la
siembra, durante el establecimiento y crecimiento del cultivo. Es necesario integrar varios
métodos para el control de este patégeno, debido a que no existe un Unico método
disponible. Las practicas que se pueden incluir en el manejo integrado son: rotacién de
cultivos, periodos prolongados de descanso del cultivo, seleccién de campos de siembra
libre del patdgeno, seleccién de cultivares resistentes, siembra de semilla libre del
patégeno, control quimico, control biolégico e higiene en las practicas culturales (Falloon,
2008).

Sin embargo, el control de la sarna polvosa y camanduleo de la papa es dificil de lograr
debido a que los esporosoros presentes en el suelo pueden sobrevivir hasta por mas de
50 afios (Falloon, 2008), y no existen agroquimicos registrados para su manejo. Ademas,
el manejo cultural implica rotaciones de muchos afios con cultivos especificos y no se
encuentran variedades comerciales resistentes (Qu y Christ, 2006). De esta manera, en
la primera reunidon europea de trabajo de sarna polvosa, se propuso adelantar
investigacion en el area de control biol6gico mediante la busqueda e identificacion de

antagonistas contra S. subterranea (De Boer, 2000b).

4.2.1 Mejoramiento genético por resistencia al protozoario

Los primeros reportes en la region Andina fueron presentados por Torres et al., (1995)
guienes evaluaron 467 accesiones, encontrando la existencia de 17 genotipos resistentes
y 33 moderadamente resistentes. Por otra parte, Lees, (2000) en Escocia, evalu6 los
niveles de resistencia a S. subterranea de una serie de clones de Solanum phureja,

encontrando que algunos de éstos presentaron un adecuado nivel de resistencia, por lo
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gue esta especie fue propuesta como fuente de genes de resistencia. Merz, (2000) al
evaluar la reaccion de 11 cultivares determiné que existe correlacion entre las pruebas de
invernadero utilizando plantulas provenientes de cultivo de tejidos y la resistencia
presentada en campo. Falloon et al., (2003), realizaron un estudio en Australia con 99
cv.es de papa y 13 lineas de mejoramiento durante 11 afios. Sus resultados indicaron
que 21 % de los materiales evaluados eran resistentes, mientras que el 28 % presenté
una resistencia moderada. Estos autores también reportaron que la expresion de la
resistencia varia entre afios y que los bioensayos realizados en invernadero, no siempre
se correlacionaban con la respuesta presentada en campo, sugiriendo una fuerte

interaccién genotipo ambiente para esta caracteristica.

Nitzan et al., (2010), evaluaron la estabilidad de la resistencia genética de 24 genotipos
de papa a S. subterranea en los estados de Washington e Idaho en Estados Unidos. Se
identificd que la resistencia era estable al camanduleo y se determind dejar una gran
proporcion de la variacion genética. En otro estudio se evaluaron 10 cultivares con
diferentes rangos de susceptibilidad a S. subterranea y a PMTV en diferentes paises de
Europa, para evitar discrepancias en los criterios de evaluacion, se utiliz6 una escala
estandar para los niveles de la sarna polvosa, determinandose que los cultivares se
comportaron como estaba establecido en su caracterizacion inicial (a excepcion de uno
de ellos). Los resultados del ensayo de campo indicaron que los diferentes métodos de
valoracion son el principal factor de discrepancia en las calificaciones de la resistencia y
que las condiciones ambientales y/o el nivel de inéculo del suelo juegan un papel menor
(Merz et al., 2012). En otra investigacion desarrollaron un modelo de varianza genética
para la evaluacion de la resistencia a la sarna polvosa, y evidenciaron que no hubo
mejora genética en la resistencia a S. subterranea en la poblacion estudiada, lo que
sugiere que la presién de seleccion para la resistencia ha sido débil y se debe prestar
mayor atencién a la seleccién de los parentales sobre los valores genéticos empiricos
para mejorar las poblaciones genéticas y por ende la resistencia a la sarna polvosa de la
papa (Paget et al., 2014). Bittara et al., (2016) en condiciones de campo evaluaron
durante dos afios 30 cultivares y 83 clones avanzados, encontrando los genotipos cuya
epidermis era de color rojizo fueron mas resistentes a la sarna polvosa, pero produjeron

niveles similares del camanduleo que los genotipos de color rojo.
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4.2.2 Control quimico de S. subterranea

En un estudio desarrollado en tres regiones productoras de papa en Colombia se evalué
el efecto de Tiabendazol, Tolclofos metil, Benomyl, Carbendazin, Clorotalonil y Mancozeb
aplicados al suelo para el manejo de S. subterranea. Sin embargo, se determind que
ninguno de los fungicidas contribuyd con el control del patégeno en raices y tubérculos
bajo las dosis y condiciones presentes de tres localidades productoras de papa (Garcia y
Navia, 2002). Falloon et al., (2010) indican que niveles elevados de Zinc y Manganeso
disminuyen moderadamente el desarrollo de agallas ocasionadas por S. subterranea. En
otro estudio se evalud el fungicida Mancozeb en condiciones de invernadero y los
fungicidas Fluozanim y Mancozeb en condiciones de cultivo comercial aplicados al suelo
y a la semilla, se evidencié que todos los tratamientos quimicos suprimieron la
multiplicaciéon del patdgeno y la enfermedad en raices y tubérculos, excepto cuando se
aplicé Mancozeb al suelo (Thangavel et al., 2015).

4.2.3 Rotacion de cultivos con plantas trampa

Es una estrategia con alto potencial para el manejo de la enfermedad, ya que reduce el
nivel de estructuras de resistencia de plasmodiophoridos. Por ejemplo, es ampliamente
conocido que la siembra de Raphanus sativus reduce la cantidad de quistes de P.
brassicae Wor. en el suelo (Murakami et al., 2000), mientras que la planta Datura
stramonium L. redujo el nivel de S. subterranea en un 79 % en cultivos de papa de
Australia. En Colombia, la busqueda de herramientas para el manejo de la sarna polvosa
bajo las condiciones de las zonas productoras de papa, se enfocé en la evaluacion de
sistemas de rotacion de variedades comerciales que tradicionalmente se han
considerado altamente susceptibles a la enfermedad (cv. Diacol Capiro) con variedades
mas tolerantes al ataque del patdégeno (cv. ICA Puracé), encontrandose que
efectivamente esta Ultima variedad presenta una menor susceptibilidad a la sarna

polvosa (Jaramillo y Botero, 2007).

4.2.4 Control biolégico de S. subterranea con el uso de
microorganismos

Ante la falta de opciones de manejo de esta enfermedad, algunos investigadores han
dirigido sus esfuerzos hacia el control biolégico, ya que esta alternativa es amigable con

el medio ambiente y no tiene un efecto negativo sobre la salud animal y humana. Es asi
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como Nielsen y Larsen, (2004) demostraron el potencial de T. harzianum para reducir las
infecciones de la raiz de tomate causadas por S. subterranea en condiciones de materas
bajo invernadero, aplicando al suelo las formulaciones del biocontrolador mezcladas con

esporosoros del patdgeno.

En Colombia, Hoyos et al., (2008) demostraron que T. asperellum bajo condiciones
controladas, promovié el crecimiento de plantas de papa y redujo el nUmero de agallas
de S. subterranea en las raices. De otra parte, Gilchrist et al., (2009) en condiciones de
campo se investig6 la influencia de cuatro aislamientos de T. asperellum sobre la sarna
polvosa en tres tipos de suelo: Andisol, Entisol e Inceptisol. Aunque no se encontraron
diferencias significativas en el crecimiento de las plantas y en su produccion, si se
encontré que dichas variables estuvieron inversamente asociadas con el contenido de Al
en los suelos, sugiriendo que los efectos de la sarna polvosa estan fuertemente
relacionados con las condiciones del suelo (Gilchrist et al., 2009). En un estudio similar
(Gilchrist et al., 2010), evalué la misma cepa de T. asperellum utilizada por Hoyos et al.,
(2008) en condiciones de campo utilizando tres dosis de aplicaciéon del biocontrolador, se
encontré que la aplicacion de T. asperellum T109 redujo en un 64 y 54 % los efectos de

la sarna polvosa sobre la longitud de las plantas y su produccion, respectivamente.

Restrepo et al.,, (2009) evaluaron en un cultivo comercial los efectos de dos
biocontroladores potenciales (T. harzianum y Pseudomonas fluorescens), un consorcio
de micorrizas y viruta de pino sobre el control de S. subterranea en papa Diacol Capiro
gue es muy susceptible a la sarna polvosa. Estos tratamientos redujeron la incidencia en
un 27 % en raices y 2.1 % en tubérculos, sin embargo, no encontraron diferencias
significativas en la severidad observada en los tratamientos, tanto en raices como
tubérculos. Bastidas, (2010) luego de inocular tubérculos semilla con 10 aislamientos de
Pseudomonas spp. obtuvo niveles de control entre el 20 y 76 % en términos de reduccion
de agallas en raiz, seguin la especie hospedera (S. tuberosum o S. phureja) y el

aislamiento bacteriano empleado bajo condiciones de invernadero.

A pesar de ser limitados los trabajos relaciones en control biolégico con S. subterranea,
hay varios reportes de control biologico de enfermedades producidas por patégenos del

suelo, que podrian tener un efecto en la reduccion del camanduleo de la papa. A
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continuaciéon se citaran los microorganimos que han demostrado el mayor potencial en

diferentes patosistemas.

Manejo de fitopatégenos del suelo con el uso de Trichoderma spp.

Este género se encuentran ampliamente distribuido a nivel mundial, siendo el primer
agente de control biolégico identificado (Howell, 2003). Por tal razén, la mayoria de los
estudios mencionados anteriormente en el control de S. subterranea han sido con este
género. Son varios los mecanismos antagoénicos identificados sobre fitopatégenos, tales
como competencia por nutrientes, mico parasitismo, antibiosis y efectos sobre las
plantas, implicando la modificacién de la rizosfera, colonizacion radical, solubilizacion de
nutrientes, promocion del crecimiento, tolerancia a estrés de tipo bidtico y abidtico, e
inducciéon de resistencia (Howell, 2003; Benitez et al., 2004; Ozbay y Newman, 2004;
Anand y Reddy, 2009).

En cuanto a patégenos del suelo, como lo menciona Srivastava et al., (2015)
Trichoderma spp. “es una arma magica”. Evidenciandose biocontrol de este tipo de
fitopatdgenos desde condiciones in vitro con la inhibicién del crecimiento de Acremonium
sp., Alternaria sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Pythium sp., Rhizoctonia sp. y
Verticillium sp. (AL Saeedi y AL Ani, 2014) y de patégenos que ocasionan pudricién en la
raiz, tales como, Phoma herbarum, Fusarium flocciferum, Scytalidium lignicola y
Epicoccum nigrum (Chen et al., 2016). En condiciones in vivo se ha evidenciado control
de Macrophomina phaseolina (Larralde et al., 2008), Fusairum oxysporum f. sp. phaseoli
(Oloo, 2013) y R. solani en el cultivo de frijol (Asad et al., 2014), en plantas de chile de
Phytophtora capsici (Ramirez, 2015), en especies de pasturas de Pythium ultimun,
Sclerotinia trifoliorum y R. solani (Kandula et al., 2015), en solanidceas como la berenjena
de Fusarium solani y Fusarium oxysporum (Jadon, 2009; Balaji y Ahir, 2011), en tomate
de F. oxysporum f. sp. lycopersici, Pythium aphanidermatum, R. solani y Sclerotium rolfsii
(Dutta y Das, 2002; Jayaraj et al., 2006). En el cultivo de papa, especie de interés en la
presente investigacion, se ha identificado que varias cepas de Trichoderma spp. ejercen
actividad de biocontrol sobre los fitopatdgenos M. phaseolina (Kumar y Khare, 1990), R.
solani (Grosch et al., 2006; Wilson et al., 2008; Beltran y Garcés, 2011) y Sclerotinia
rolfsii (Kumar y Khare, 1990).
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Actinomicetos en control de enfermedades de plantas

Entre los microorganismos del suelo con un amplio rango de funciones, como la
estimulacion de los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes, mejoramiento de la salud de
la planta y la calidad estructural del suelo, factores claves de la fertilidad del mismo, se
encuentran algunos hongos y bacterias filamentosas denominadas actinomicetos;
microorganismos que se desarrollan en asociacion con las raices, en la rizésfera y que
ademas estan involucrados en la promocion de crecimiento vegetal y juegan un papel
fundamental en el control de plagas en gran numero de cultivos (Prashith et al., 2010;
Franco, 2011; Poomthongdee et al., 2015). Actualmente, diversas investigaciones se han
centrado en la blsqueda de nuevos compuestos antimicrobianos, principalmente
provenientes de actinomicetos, por su prolifica produccion de antibiéticos naturales, de
otros metabolitos secundarios (Oskay et al., 2005; Prashith et al., 2010). De acuerdo con
Yuan y Crawford, (1995) los actinomicetos ademas de producir un amplio espectro de
antibioticos producen una variedad de enzimas degradadoras de la pared celular de los
hongos, tales como: celulasas, hemicelulasas, quitindsas, amilasas y glucanasas, entre
otras. Dentro de los géneros mas estudiados y mas representativos de este tipo de
microorganismos se destacan: Microbispora spp., Micromonospora spp., Nocardia spp. y
Streptomyces spp. (Fialho de Oliveira et al., 2010). Son varios estudios que han
evidenciado control de patdgenos del suelo, como lo es S. subterranea, por ejemplo en
trigo de Gaeumannomyces graminis var tritici (Coombs et al., 2004), biocontrol de P.
aphanidermatum en pepino (El-Tarabily, 2006) y en plantas de maiz (Costa et al., 2013),
en el cultivo de lirio se evidencié control de Fusarium proliferatum y F. oxysporum f. sp.
lilii y Poomthongdee et al., (2015) observaron actividad antagénica contra tres hongos
patégenos del arroz: Fusarium moniliforme, Helminthosporium oryzae y R. solani. En
cuanto al biocontrol de patégenos en el cultivo de papa se ha observado efecto sobre el
hongo R. solani (Mahmoud et al., 2008; Wilson et al., 2008) y el nematodo Meloidogyne
spp. (Krechel et al., 2002; Hafez y Sundararaj, 2006) observandose una amplia

posibilidad de obtener control de S. subterranea.

Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

Las bacterias rizosféricas promotoras de crecimiento vegetal (PGPRs) ademas de
utilizarse como agentes protectores frente a diversos patdgenos (Lemanceau y
Alabouvette, 1993; Kloepper et al., 2004), pueden actuar como fertilizadoras gracias a su

capacidad para movilizar nutrientes a la planta (Zboinska et al., 1992), y de producir
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fitohormonas, las cuales permiten optimizar los procesos de floracién, germinacién y
establecimiento de la plantula (Gutierrez et al., 1996; Probanza et al., 1996). Muchas
bacterias, y en particular las pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Bacillus, son
capaces de controlar patdgenos, sobre todo hongos, sintetizando moléculas antifingicas
como pirrolnitrina, pioluteorina, tropolona, iturin A y surfactin, entre otras. Asimismo,
existen cepas bacterianas capaces de sintetizar antibioticos activos contra otras bacterias
(Szczech y Shoda, 2004). Este es probablemente el mecanismo alelopatico por
excelencia para reducir las poblaciones de otros microorganismos. Se ha reconocido que
efecto de las rizobacterias en el control de varios hongos patégenos del suelo como F.
oxysporum f. sp. raphani, F. oxysporum f. sp. dianthi (Steijl et al., 1999), F. oxysporum f.
sp. radicis-lycopersici (Dekkers et al., 2000), G. graminis var tritici, M. phaseolina
(Nandakumar et al., 2001), F. oxysporum f. sp. cubense, F. solani, Sclerotinia
sclerotorium y R. solani (Yuan et al., 2012; Li et al., 2015). También se ha observado
actividad supresiva de los nematodos Meloidogyne javanica en tomate (Siddiqui et al.,
2006) y M. incognita (Burkett et al., 2008) y de las bacterias Xanthomonas oryzae pv
oryzae (Siddiqui et al., 2006) y Ralstonia solanacearum en tomate (Singh et al., 2016).
Por otro lado, se ha identificado actividad de biocontrol de hongos fitopatégenos que
afectan el cultivo de papa como Helminthosporium solani (Elson et al., 1997), M.
phaseolina (Gupta et al., 1999), Phytophtora erythroseptica (Schisler et al., 2009),
Pythium ultimum var. ultimum (Bardin et al., 2004) y R. solani (Krechel et al., 2002;
Grosch et al., 2005; Mahmoud et al., 2008; Wilson et al., 2008).

4.2.5 Otras alternativas en el control de S. subterranea

Varios compuestos de origen natural se han evaluado en el control de S. subterranea. En
un ensayo desarrollado en campo se realizaron biofumigaciones con mostaza de la India,
colza y canola y se observé una reduccion de la enfermedad entre el 15-40 %, siendo la
mostaza de la India el tratamiento mas eficaz (Larkin y Griffin, 2007). Arias, (2011) realiz6
un analisis y comparacion de glucosinolatos presentes en diferentes accesiones de cubio
(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.) para evaluar su uso potencial en el control de S.
subterranea, se estandarizaron los procedimientos de extraccion del compuesto y las
diferentes formulaciones fueron probadas como biofumigante en el suelo, donde
posteriormente se sembraron tubérculos de papa criolla. Sin embargo, los resultados

obtenidos no permitieron establecer un posible potencial biofumigante de estos
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compuestos. En otro estudio realizado con Solanum andigena y S. phureja, se evaluaron
tres extractos vegetales en la liberacién de zoosporas y evidenciaron que de la parte
aérea de las plantas D. stramonium L. y Lippia alba L. en concentraciones de 1y 1.5 %
mostraron diferencias significativas en la liberacion de zoosporas comparados con los

demds extractos y el testigo susceptible (Fajardo et al., 2015).

Otras alternativas de control de S. subterranea son las sustancias de origen natural que
actian en forma preventiva, por induccion de resistencia en el huésped, o por
estimulacion de la flora benéfica del suelo, es el caso del biocarbén (Elad et al., 2010), la
guitina (Cohen, 2001) y el quitosan (Sanchez et al., 2007; Nunes da Silva et al., 2014).
Ademas, el uso de estas sustancias naturales puede llegar a potenciar la accion de los

microorganismos antagonistas (Tian et al., 2000; Matsubara et al., 2002).

El biocarbdn, carb6n vegetal producido por pirdlisis

El biocarbon, carbén vegetal producido por combustion de materia organica bajo
condiciones de baja oxigenacién, llamada pirolisis (Sohi et al., 2009), es objeto de mucha
atencion desde los ultimos afios. Elad et al., (2010) estudiaron el efecto de la aplicacion
de biocarbon sobre la induccién de resistencia sistémica de plantas de tomate y chile
dulce contra dos patdgenos fungicos Botrytis cinerea y Leveillula taurica y contra el &caro
Polyphagotarsonemus latus Bank, encontrando disminucion importante en la severidad
de estas enfermedades y de los sintomas provocados por P. latus. Matsubara et al.,
(2002) observaron que la aplicacion de biocarbén combinado a la inoculacion de
micorrizas arbusculares (Glomus sp.) indujeron una tolerancia creciente a F. oxysporum
en funcion de la cantidad de enmiendas utilizadas. Otros trabajos enfocados en los
subproductos de la pirdlisis (chikusaku-eki, mokusaku-eki o vinagre de madera)
demostraron las propiedades de estos como fungicida, bactericida o repelente contra las
enfermedades ocasionadas por Penicillium griseofulvum, R. solani, Sclerotium oryzae,
Helminthosporium maydis, Pythium sp. y Colletrotichum gloeosporioides (Baimark y
Niamsa, 2009).

Quitinay quitosan
El uso de la quitina y el quitosan ha demostrado varios efectos en el control de
enfermedades, uno de ellos es la estimulacion de las defensas de las plantas. Estas

respuestas incluyen lignificacion (Barber et al., 1989), variaciones en el flujo de iones,
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acidificacion citoplasmatica, despolarizacion de la membrana y fosforilacion de proteinas
(Barber et al.,, 1989; Felix et al., 1998, 1993; Kikuyama et al., 1997), activacién de
glucanasas y quitinasas (Roby et al., 1987; Kaku et al., 1997), biosintesis de fitoalexinas
(Ren y West, 1992; Yamada et al., 1993), generacion de especies reactivas de oxigeno
(Kuchitsu et al., 1995) biosintesis de &cido jasmadnico (Nojiri et al., 1996), y la expresion
temprana de respuesta de genes relacionados con la defensa (Minami et al., 1996;
Nishizawa et al., 1999; Takai et al., 2001). Se reporta que el quitosan induce la formacion
calosa (Kohle et al., 1985; Conrath et al., 1989), biosintesis de fitoalexinas e inhibe la
produccion de proteinasas (Walker y Ryan, 1984). Ademas, el uso de estas sustancias
naturales pueden tener efectos fungicidas o antimicrobiales (Rabea et al., 2003; Goy et
al., 2009; EL Hadrami et al., 2010; Badawy y Rabea, 2011) y pueden llegar a estimular el
desarrollo de microflora benéfica (Tian et al., 2000; Matsubara et al., 2002; Gryndler et
al., 2003).

La quitina es un polimero N-acetil D-glucosamina unidos por enlace B(1,4) que tiene
propiedades fisico-quimicas y biolégicas de gran interés en el area agricola (Tharanathan
y Kittur, 2003), este compuesto es un biopolimero aminado y componente estructural que
contribuye a la resistencia mecanica de los organismos que la contienen, después de la
celulosa es el polisacarido mas abundante en la naturaleza y el principal componente del
exoesqueleto de insectos y crustaceos, ademas forma parte de las paredes celulares de
los hongos, algas, y de la estructura basica de los huevos de los nematodos (Cohen,
2001; Merzendorfer y Zimoch, 2003; Jin et al., 2005; Gortari y Hours, 2008). El quitosan
es un polimero de B-1,4-glucosamina, que se encuentra formando parte de la pared de
hongos, en especial de los zigomicetos y se puede producir por desacetilacion de la
quitina presente en el exoesqueleto de artrépodos (Winterowd y Sandford, 1995). El
quitosan es el amino-polisacarido mas abundante de origen natural, no es toxico, es
bioactivo, y ha sido objeto de estudio debido a sus caracteristicas fisicoquimicas y
actividad biol6gica (Goy et al., 2009; Rabea et al., 2003).

Debido a estos dos aditivos organicos no se encuentran presente en plantas y
vertebrados, se puede utilizar de manera segura en el control de plagas y enfermedades
(Cohen, 2001). Desde el punto bioldgico el quitosan ha derivado una gran atencién en el
area de la agricultura, ya que ha demostrado efectos fungicidas e inductores de

mecanismos de defensa en tejidos vegetales (Terry, 2004; EL Hadrami et al., 2010).
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Badawy y Rabea, (2011) comentan que el efecto del quitosan en la reduccion de
patégenos del suelo viene del hecho que mejora las respuestas de defensas de las
plantas y estimulan la actividad de microorganimos benéficos del suelo. Asi mismo, la
adicion de quitina al suelo estimula el crecimiento de bacterias, actinomicetos y un gran
namero de especies de hongos con actividad quitinolitica (Tian et al., 2000) que pueden

actuar como biocontroladores.

En el cultivo de papa se evidencié significativamente menor numero de plantas
infectadas con el virus X de la papa después de aplicar en spray las plantas con quitosan
(Chirkov et al., 2001). En tomate y papa se observo disminucion de desarrollo de las
enferemdades ocasionadas por P. infestans y Meloidogyne incognita con el uso de
guitosan aislado de cangrejo (Vasyukova et al., 2001). En otros estudios, el hongo
Alternaria alternata aislado de jitomate se inhibié con una concentracion de quitosan al
2.5 % (Sanchez et al., 2007). Zeng y Shi, (2009) desarrollaron un nuevo tipo de agente
de recubrimiento de semillas de arroz bajo una produccién organica, en donde el
guitosan es la materia prima principal y encontraron que inhibian a R. solani y F.
moliniforme. En un estudio realizado por Nunes da Silva et al., (2014) encontraron que
aplicaciones de quitosan al suelo redujeron significativamente la poblacién del nematodo
Bursaphelenchus xylophilus en plantas de Pinus pinaster y Pinus pinea.

Aparte de estos beneficios, cabe destacar los efectos favorables sobre el medio
ambiente, derivados del reciclaje de subproductos de industrias agricolas y pesquera,
gue pueden ser muy contaminantes (Borrego, 2014). Estas enmiendas de suelo podrian
reducir considerablemente la dependencia de plaguicidas quimicos y fertilizantes
inorganicos de sintesis para lograr sistemas agricolas sostenibles. Concomitantemente,

podria obtenerse una mejora en los rendimientos de estos cultivos.



5.Materiales y Métodos

A continuacién se presenta de manera general el flujograma de trabajo, el cual
comprende los diferentes bioensayos para la seleccién de los microorganimos y aditivos
que fueron evaluados de forma individual y combinada para el control del esta
enfermedad (Figura 6).

Objetivo 1
Objetivo 2

2. Matriz de 3. Efecto de la

:): Efec'io cliedocho - C:ECIS_IIOT‘;’ ‘ mezcla entre
iocontroladores Seleccion de e [ et

biocontroladores

4. Efecto de tres 5. Efecto de la mezcla
aditivos organicos en de biocontroladores y
diferentes aditivos organicos

concentraciones

Figura 6: Flujograma general de trabajo para evaluar el efecto individual y en mezcla de
microorganimos y aditivos en el camanduleo de la papa

5.1 Caracteristicas generales de los ensayos

En el presente estudio se utilizé suelo proveniente del Municipio de Subachoque, Finca
California (4°57'0.05"N; 74° 9'18.72"0), el cual tiene un largo historial de la presencia del
camanduleo de la papa. Con el fin de realizar una estimacion de la concentracion de
esporosoros en este suelo, las muestras se pasaron por tamices de 425 pm y 250 um, se
peso 0.1 g del tamizado y se adicioné a un tubo Falcon con 10 mL de agua destilada
estéril (ADE). Enseguida el tubo se agité en un vortex a 300 rpm durante 3 min y dos

veces manualmente, posteriormente se tomo6 10 pl de la muestra y se trasladdé a una
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camara de Neubauer, segun los resultados el suelo contenia en promedio de 1x10°
esporosoros.gde suelo.

Los ensayos se desarrollaron en el Municipio de Subachoque, Finca Tibagota
(4°54'19.09"N; 74°12'8.40"0) con el suelo descrito anteriormente. En general se
establecio un Disefio Completamente al azar (DCA) con 10 repeticiones, siendo la unidad
experimental una planta de papa en materas con 600 g de suelo.

5.2 Bioensayos con los microorganismos

Se evalud la actividad biocontroladora de diferentes cepas provenientes del Banco de
microorganismos con interés en control bioloégico del Centro de Investigacion Tibatata-
Corpoica, los microorganismos fueron seleccionados por su demostrada actividad
biocontroladora en otros patosistemas (Anexo A). Las cepas evaluadas fueron tres cepas
del género Trichoderma, Trichoderma koningiopsis ThO03 (Jaimes et al., 2009; Moreno et
al., 2009), Trichoderma asperellum Th034 (Beltran y Garcés, 2011) y Trichoderma
brevicompactum Th0201 (Smith et al., 2012), dos cepas de Rizobacterias Pseudomonas
fluorescens Ps006 (Ruiz et al.,, 2013) y Bacillus amyloliguefaciens Bs006 (Caviedes,
2010) y tres cepas de los actinomicetos, Streptomyces misionensis Ac001, Streptomyces
sp. Ac002 y Streptomyces misionensis Ac006 (Sastoque et al., 2010). El disefio fue un
arreglo factorial completo en DCA con 8 biocontroladores y un testigo. Se establecieron

cuatro réplicas en el tiempo con el cv. Diacol Capiro.

El in6culo de las cepas de Trichoderma spp. se preparé en Papa Dextrosa Agar (PDA)
con crecimiento durante siete dias a 25 °C y se ajustd la concentracion a 1x10°
conidios.mL™. El in6culo de las cepas rizobacterias se prepard en caldo Luria Bertani
(LB) durante 48 horas a 28 °C en agitacién continua a 125 rpm y se utiliz6 1x108
UFC.mL™. Dado que la concentracién de in6culo de los actinomicetes no fue constante
en varios ensayos previos para estas bacterias se utiliz6 una dilucion 1:100 en agua
crecidos en caldo Papa Dextrosa (PD) durante siete dias a 28 °C en agitacion continua a
125 rpm. La inoculacién con todos los microorganismos se realizé por inmersion de los
tubérculos durante 10 min y se realizé una aplicacién de 50 mL al suelo alrededor de la
planta 30 dds.
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5.3 Matriz de decision para seleccionar biocontroladores

Con el fin de evaluar el efecto de biocontrol de las mezclas de microorganismos, se
seleccionaron los mas promisorios mediante una matriz de decisidon. Se consideraron
criterios de eficacia en la disminucion de agallas en la evaluacion individual y de
desarrollo tecnologico, para lo cual se tuvieron en cuenta trabajos previos de evaluacion
en control biolégico en diferentes patosistemas y avances en el desarrollo de la
formulacion. Se asigné una clasificacion de 1 a 100 segun el avance logrado con cada
cepa. Para escoger los microorganismos que tuvieran la mayor opcién de uso en la
reduccion del camanduleo de la papa, se dieron diferentes pesos relativos, asignando un
80 % del valor a la eficacia obtenida en los ensayos establecidos para el control de S.

subterranea en el cv. Diacol Capiro y 20 % al desarrollo tecnolégico de cada cepa.

5.4 Bioensayos de mezcla entre los microorganismos

Los biocontroladores seleccionados en la matriz de decision se evaluaron de forma
combinada. Esto con el propésito de determinar si habia un aumento en el control de S.
subterranea. El disefio fue un arreglo factorial completo en DCA con cuatro tipos de
mezcla con los microorganismos seleccionados S. misionensis Ac006, T. koningiopsis
Th003 y B. amyloliquefaciens Bs006, y un testigo. Tres de las cuatro mezclas
consistieron en grupos de dos microorganismos y la cuarta mezcla se realizé con los tres

biocontroladores. Se establecieron tres réplicas en el tiempo con el cv. Diacol Capiro.

La produccién de los biocontroladores y la concentracion de estos fueron iguales a lo
descrito anteriormente (5.2). Las mezclas de dos cepas se realizaron en relacion 1:1,
utilizando la mitad del volumen de cada una y la mezcla de los tres biocontroladores se
logré usando un tercio del volumen de cada microorganismo. La inoculacion de la semilla

y aplicacién al suelo se hicieron de la misma manera descrita anteriormente (5.2).

5.5 Ensayos con los aditivos organicos

Se seleccionaron los aditivos que estuvieran disponibles. El biocarbon donado por
Cenipalma, proveniente del mesocarpo de semillas de palma, el quitosédn (C3646 Sigma)
con 85 % minimo de acetilacién y la quitina (C9213 Sigma) ambos provenientes de

concha de cangrejo. Se utiliz6 un arreglo factorial incompleto en DCA con cinco
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tratamientos (aditivos organicos con sus respectivas concentraciones), un testigo y diez

repeticiones. Se establecieron tres réplicas en el tiempo con el cv. Diacol Capiro.

Los tres aditivos se maceraron en un molino eléctrico, con el fin de disminuir el tamafio
de particula y aumentar dispersion. La quitina se pasd por un tamiz de 150 pum, el
quitosan por un tamiz de 300 um y el biocarbén por un tamiz de 500 um. Se utilizo la
quitina y el quitoséan al 0.1 y 0.5 % diluido en agua y la aplicacion se realizé por inmersion
de las semillas de papa durante 10 min. El biocarb6on se aplicé en mezcla con suelo

1:100 p:p en el momento de la siembra.

5.6 Ensayos con los microorganismos Yy aditivos
organicos en mezcla

Los biocontroladores seleccionados en la matriz de decision se combinaron con quitina y
guitosan al 0.5 %. Para tal fin, se estableci6 un disefio factorial completo en DCA con 11
tratamientos, S. misionensis Ac006, T. koningiopsis Th003, B. amyloliquefaciens Bs006,
quitina y quitosan de forma individual, y la mezcla de un biocontrolador con un aditivo
organico. Se cont6 con un testigo patdégeno y un testigo quimico (Mancozeb) que
demostré control del camanduleo en el trabajo reportado por Thangavel et al., (2015). Se

establecieron tres réplicas en el tiempo con el cv. Diacol Capiro

Para las mezclas de cada uno de los biocontroladores con un aditivo organico, al igual
gque en el caso anterior, se utilizaron las mismas concentraciones evaluadas
individualmente, pero en la mitad del volumen. La inoculacion de la semilla se hizo con
esta mezcla y la aplicacion al suelo 30 dds con cada uno de los microorganimos

individuales, segun correspondiera.

5.7 Matriz de decision para seleccionar las mezclas

Con el fin de realizar una seleccion objetiva de las mezclas mas promisorias en la
disminucion del camanduleo, se realizdé una matriz de decision que incluyé la reduccién
de agallas, resultados de la interaccion de los microorganimos dentro de la mezcla y
consistencia entre los diferentes ensayos. Para evaluar la consistencia se tuvo en cuenta
la desviacién estandar en cada ensayo, se sac6é un promedio de las dos réplicas de cada

tratamiento y a ese valor se le restd 100. Finalmente se asigné un valor del 35 % a la
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eficacia en la reduccion del camanduleo, del 35 % a la interaccién y del 30 % a la
consistencia de la actividad biocontroladora en los diferentes réplicas, para un total del
100 %.

5.8 Evaluacion del camanduleo vy variables de
crecimiento vegetal

La evaluacion de los ensayos se realizé ocho semanas después de la siembra, esta fue
de tipo destructivo de todas las plantas. Las raices se lavaron por inmersion en tazas
con agua de grifo y se conté de numero de agallas por plantas. Ademas, con el fin de
identificar algun tipo de promocién de crecimiento vegetal o toxicidad por parte de los
tratamientos, se midieron las variables de crecimiento vegetal como longitud foliar y de

raiz, peso fresco foliar y de raiz.

5.9 Analisis de resultados

En los bioensayos de control, se determind la relacion porcentual entre el tratamiento y el
testigo (ecuacion 1).

Numero de agallas por planta en los tratamientos "

Ag/Pl =

100 1)

Numero promedio de agallas en el testigo patégeno

Se presenta la eficacia en la reduccién de agallas por cada tratamiento, teniendo en
cuenta que la relaciébn porcentual en el testigo es del 100 % se restd la relaciéon

porcentual obtenida en cada tratamiento.

Para evaluar la interacciéon y determinar sinergismo, antagonismo o adiciéon entre las
mezclas (de microorganimos y de microorganimos con aditivos) se utilizé la formula de
Abbott’s (Levy et al., 1986) (ecuacion 2).

E(esp) = (a+b) —(a*b)/100) y SF =E(osb)/E(esp) 2

Donde a = control de eficacia por el biocontrolador 1; b = control de eficacia por el
biocontrolador 2; E(esp) = control de eficacia esperada por la mezcla; E(obs) = control de
eficacia observada en la mezcla. Cuando el Factor de Sinergia (SF) = 1, la interaccion es

aditiva; SF<1, la interaccion es antagbnica y SF>1, la interaccion es sinérgica.
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5.10 Analisis estadistico

Se realizaron diagramas de caja y bigotes para cada uno de los bioensayos establecidos
donde cada caja representa dos cuartiles de datos. Asi, la linea horizontal superior
corresponde al percentil 75, mientras la linea horizontal inferior corresponde al percentil
25. La linea horizontal interior representa la mediana. Los bigotes que se extienden
desde la caja hasta el dltimo punto se da a una distancia de 1.5 veces la distancia
intercuartilica desde los cuartiles. La distancia abarcada por los bigotes incluye el 95 %
de los datos. Los datos externos que se presentan ocurren por encima de 3 distancias
intercuartilicas a partir de los percentiles y son indicados por un circulo. Si los intervalos
de confianza alrededor de dos medias no se sobrelapan, las dos medias son

significativamente diferentes al 5 %.

A las variables de crecimiento vegetal se les realiz6 andlisis normalidad y homogeneidad
de varianzas multivariado y se sometieron los datos a MANOVA. A la eficacia en la
reduccion de agallas se realiz6 normalidad y homogeneidad de varianza univariado y los
datos analizaron en ANOVA. Para los ensayos que contaron con réplicas en el tiempo se
les realiz6 un andlisis combinado, considerando un modelo mixto con dos factores
(tratamiento y réplica en el tiempo). El grupo de datos que presentaron diferencias
significativas se compararon los promedios de los tratamientos con la prueba de Tukey.
Se trabaj6 con los paquetes estadisticos SAS V.9, R y Statistix implementando pruebas
no paramétricas (Kruskal Wallis por pares) a un valor de P<0.05.



6. Resultados

En los diferentes ensayos establecidos con los biocontroladores y aditivos organicos en
el andlisis combinado de las réplicas, se detectaron diferencias significativas (P<0.05)
entre las réplicas y no se evidenciaron diferencias significativas en la interaccion
tratamiento*réplica (Anexo B). Por esta razén, los resultados se presentan de forma
independiente para cada réplica. Ninguno de los microorganimos biocontroladores
(Anexo C) ni de los aditivos organicos (Anexo D) tuvieron efecto en el crecimiento vegetal
(P<0.05).

6.1 Actividad biocontroladora de ocho microorganismos

El nimero de agallas fue diferente en las cuatro réplicas (Figura 7), en la primera réplica
se evidencié efecto de los biocontroladores (P>0.05) en la reduccion de agallas con
relacion al testigo (Tabla 1). Sin embargo, este efecto no se apreciod en las otras tres
réplicas. No obstante, la tendencia de la mayoria de los biocontroladores fue la reduccién
en alguna proporcién las agallas, siendo las plantas inoculadas con T. koningiopsis
Th003 y B. amyloliquefaciens Bs006 las que presentaron la mayor reduccion de agallas

con 43.83 y 43.61 % respectivamente, en promedio de las cuatro réplicas.

En la primera réplica el 75 % de las plantas en el testigo desarrollaron 57 agallas/planta,
las plantas que menos agallas presentaron fueron las tratadas con T. koningiosis Th003,
B. amyloliquefaciens Bs006 y P. fluorescens Ps006, ya que el 75 % de las raices
desarrollaron 15, 19 y 27 agallas/planta (Figura 7A), con una reduccion significativa de
agallas (P>0.05) del 71.3, 73 y 48.26 % respectivamente (Tabla 1). El nUmero de agallas
fue abundante y se apreciaron agallas desde 1 a 10 mm de diametro. Con T.
brevicompactum Th201 se puede concluir que no hubo actividad pues la diferencia con el

patégeno fue minima (Figura 7B).
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Figura 7: Efecto de biocontroladores en el nUmero de agallas en plantas de Solanum tuberosum
cv. Diacol Capiro a la intemperie en Subachoque. A, C, E y G: Diagrama de cajas; B, D, F y H:
Fotografias de los tratamientos mas representativos. Ac001: S. misionensis; Ac002: Streptomyces
sp.; Ac006: S. misionensis; Bs006: B. amyloliquefaciens; Ps006: P. fluorescens; Th003: T.
koningiopsis; Th034. T. asperellum; Th201: T. brevicompactum.

En la segunda réplica el 75 % de las plantas en el testigo desarrollaron 23 agallas/planta,
y las plantas tratadas con B. amyloliquefaciens Bs006, S. misionensis Ac006 y T.
koningiopsis Th003 desarrollaron 14, 15 y 15 agallas/planta con una reduccion de agallas
del 28.3, 29.9 y 27.3 % respectivamente (Figura 7C). En esta réplica se observaron
desde 1 hasta 35 agallas, con un tamafio que oscil6 entre 1 a 10 mm de diametro.
Ademas, se pudo evidenciar que las plantas inoculadas con P. fluorescens Ps006
present6 mayor nimero de agallas que el testigo, debido a que el 75 % de las plantas

desarrollaron 31 agallas (Figura 7D).

El 75 % de las plantas en el testigo en la tercera réplica present6 100 agallas/planta,
mientras que las plantas tratadas con B. amyloliquefaciens Bs006 y S. misionensis Ac001
expresaron el menor nimero de agallas con el 75 % de las raices con 63 y 66
agallas/planta (Figura 7E), lo que representd una reduccion del 37.64 y 36.77 %
respectivamente. En esta réplica las plantas expresaron el mayor numero de agallas en

comparacion con las otras tres réplicas, con un tamafio menor a 4 mm (Figura 7F).

En la cuarta réplica el 75 % de las plantas en el testigo desarrollaron 19 agallas/planta, y
las plantas tratadas con T. koningiopsis Th0O03 y B. amyloliquefaciens Bs006

desarrollaron 16 agallas/planta con una reduccion de agallas del 44.6 y 354 %
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respectivamente (Figura 7C). Esta réplica presentd el menor numero de agallas
desarrolladas entre las cuatro réplicas, con un tamafio que oscil6 entre 1 a 10 mm de
diametro. Ademas se pudo evidenciar en las plantas inoculadas con T. asperellum una

reduccion de agallas negativa con -14.42 % (Figura 7H).

Tabla 1: Efecto de biocontroladores sobre la formacion de agallas en raiz por Spongospora
subterranea en plantas de Solanum tuberosum cv. Diacol Capiro en dos réplicas establecidas en
materas a la intemperie en Subachoque.

Reduccion de agallas (%)

Tratamiento Réplica | Réplica Il Réplica Il Réplica IV Promedio
Testigo Oa 0 0 0 0
Th0O03 71.30b 27.27 32.14 44.62 43.83
Th034 31.30 ab 19.83 29.32 -14.42 16.51
Th201 10.00 ab 0.83 33.98 16.00 15.20
Ac001 28.26 ab 19.01 36.77 4.42 22.12
Ac002 19.13 ab - 19.95 23.35 2.31 6.21
Ac006 40.00 ab 29.92 25.61 23.54 29.77
Bs006 73.04 b 28.37 37.64 35.38 43.61
Ps006 48.26 ab - 63.97 24.61 4.15 3.27

Ac001: S. misionensis; Ac002: Streptomyces sp.; Ac006: S. misionensis; Bs006: B. amyloliquefaciens; Ps006: P.
fluorescens; Th003: T. koningiopsis; Th034. T. asperellum; Th201: T. brevicompactum. Valores seguidos por la misma letra
no son estadisticamente diferentes por Tukey por pares (P<0.05) (Anexo E).

6.2 Seleccion de biocontroladores — matriz de decisiéon

Al considerar la eficacia en la reduccion de agallas y el desarrollo tecnolégico de los
diferentes biocontroladores, se seleccionaron los aislamientos T. koningiopsis Th003, B.
amyloliquefaciens Bs006 y S. misionensis Ac006 por presentar los indicadores mas altos
entre 25.3 y 55.1 (Tabla 2).

La eficacia de estas tres cepas estuvo en un rango de 23.8 y 35 %, sin embargo, el
desarrollo tecnoldgico de estas tres cepas difiere notablemente. T. koningiopsis Th003 es
la cepa que presenta la mayoria de articulos publicados y es la Unica que se encuentra
formulada y registrada comercialmente como un polvo mojable (WP) bajo el nombre
comercial de Tricotec. B. amilolyquefaciens Bs006 ha demostrado resultados promisorios
en otros patosistemas por lo tanto presenta avances en el desarrollo de una formulacion.
Por dltimo, los actinomicetos presentan los valores mas bajos en cuanto al desarrollo

tecnoldgico, ya que con estas cepas se han realizado muy pocos estudios y no se tienen
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avances en su formulacién (Tabla 2), sin embargo S. misionensis Ac006 estuvo dentro de

las tres cepas seleccionadas por presentar una alta eficacia en la reduccion de agallas.

Tabla 2: Matriz de decision para seleccionar los biocontroladores que deben pasar a la siguiente
etapa de investigacion.

Cepa | Eficacial Aspectos Tecnolégicos Total
% Control biolégico Desarrollo de Puntaje?
formulacién
Cotes et al.,, 1994, 1996; | 100 | Santosetal., | 100 20
Th0O03 35.07 | Clavijo y Cotes, 1998; 2012
Rodriguez, 1998; Moreno, Registro ICA
2003; Beltran, 2004; Cotes N°10150
et al., 2007; Jaimes et al., 551
2009; Moreno et al., 2009; '
Beltran y Garcés, 2011;
Smith et al., 2012; Diaz et
al., 2013; Mesa et al., 2014
Moreno, 2003; Beltran, 45 Santos etal., | 60 10.5
Th034 13.21 2004; Beltran y Garcés, 2012 13.2
2011; Smith et al., 2012 :
Smith et al., 2012; Botero 30 0 3
Th201 12.16 et al., 2015 12.2
Ac001 17.69 Sastoque et al., 2010 10 0 1
17.7
Ac002 4.97 Sastoque et al., 2010 10 0 1
5.0
Ac006 23.81 Sastoque et al., 2010 10 0 1
23.8
Caviedes, 2010; Diaz, et| 45 Diaz et al., 60 10.5
Bs006 34.89 al.,, 2013; Moreno et al., 2015
2016a; Moreno et al., 34.9
2016b
Cotes et al., 2012 10 Ruiz et al., 60 7
Ps006 2.61 2013 2.6

1 Es el 80 % de la eficacia promedio en la reduccion de agallas en las réplicas en Diacol Capiro. ? Es el 20 % del promedio
obtenido en los indicadores de los aspectos tecnolédgicos. Ac001: S. misionensis; Ac002: Streptomyces sp.; Ac006: S.
misionensis; Bs006: B. amyloliquefaciens; Ps006: P. fluorescens; Th003: T. koningiopsis; Th034. T. asperellum; Th201: T.
brevicompactum.

6.3 Actividad biocontroladora de I|la mezcla de
microorganimos

En las dos réplicas del ensayo el nimero de agallas fue diferente, observandose mayor
efecto de los biocontroladores en la segunda réplica (Figura 8). Aunque no se
encontraron diferencias significativas, en el promedio de las dos réplicas las plantas
tratadas con T. koningiopsis ThO03 y con la mezcla dual de T. koningiopsis Th003 con B.
amyloliquefaciens Bs006 presentd la mayor reduccion de agallas con 30.8 y 30.5 %

respectivamente (Tabla 3).
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En la primera réplica el 75 % de las plantas del testigo desarrollé6 23 agallas/planta,
mientras que las plantas inoculadas con la mezcla dual de T. koningiopsis Th003 y B.
amyloliquefaciens Bs006 expresaron el menor numero de agallas ya que el 75 % de las
raices presentaron 14 agallas/planta (Figura 8 A) con una reduccion del 24 %. Sin
embargo, con la inoculacién de T. koningiopsis Th003 se observé la mayor reduccion de
agallas (32 %) (Tabla 3). En dicha réplica se desarrollaron entre 1 y 32 agallas con un
tamafio entre 1 y 8 mm, en la mezcla dual que contenian S. misionensis Ac006 con T.
koningiopsis las raices desarrollaron mayor nimero de agallas que el testigo, ya que el

75 % de las plantas tuvo 29 agallas/planta (Figura 8 B).

A

) ‘igﬁ

=
c
8
T —_
8 ©
K L
oD —
< Q.
‘O
0 d
0 T T T T T T T T
Testigo Th003 Ac006 BsO06 Th003  Ac006 Bs006 Th0O3
Ac006 Bs006 Th003 Bs006
| Ac006
Cepas-microorganismo
200
0 7
©
e
K]
o
3 07 —
© —
< g
= =3
‘O
o
0

Testigo Th003 Ac006  Bs006 Th00Z  Ac006
AcOD6  Bs008  Th0O3 Bs008
AcDO0B

Cepas-microorganismo

Figura 8: Efecto de la mezcla de biocontroladores sobre el numero de agallas en plantas de
Solanum tuberosum cv. Diacol Capiro a la intemperie en Subachoque. A y C: Diagrama de cajas;
B y D: Fotografias de los tratamientos méas representativos. Ac001l: S. misionensis; Ac002:
Streptomyces sp.; Ac006: S. misionensis; Bs006: B. amyloliquefaciens; Ps006: P. fluorescens;
Th0O03: T. koningiopsis; Th034. T. asperellum; Th201: T. brevicompactum.
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En la segunda réplica las plantas del testigo tuvieron el mayor nimero de agallas con el
75 % de las plantas con 168 agallas/planta. Al igual que en la primera réplica, las plantas
inoculadas con la mezcla dual de T. koningiopsis Th0O03 y B. amyloliqguefaciens Bs006
expresaron reducido numero de agallas, ya que el 75 % de las raices presentaron 97
agallas/planta (Figura 8 C) con una reduccion del 37 %. S. misionensis Ac006, fue el
biocontrolador individual que en esta réplica disminuyé en mayor proporcion las agallas
con 42 % (Tabla 3). Las agallas desarrolladas en los diferentes tatamientos de esta
réplica fueron abundantes, con un rago de 25 a 175 agallas/planta; y un tamafio entre 1y
10 mm de didmetro (Figura 8 D).

Tabla 3: Efecto de la mezcla de biocontroladores sobre la formacion de agallas en la raiz por

Spongospora subterranea en plantas de Solanum tuberosum cv. Diacol Capiro en dos réplicas
establecidas en materas a la intemperie en Subachoque.

Reduccion de agallas (%)

Tratamiento Réplica | Réplica ll Promedio

Testigo 0 0 0
Th0oO3 32.00 29.64 30.82
Ac006 6.12 42.31 24.21
Bs006 19.56 31.79 25.68
Th003-Ac006 - 28.10 41.00 6.45
Ac006-Bs006 - 12.40 36.32 11.96
Th003-Bs006 23.97 37.02 30.49
Th003-Ac006-Bs006 12.16 41.43 26.79

Ac006: S. misionensis; Bs006: B. amyloliquefaciens; Th003: T. koningiopsis. (Anexo F).

Las mezclas realizadas usando la mitad o un tercio de la concetracion de cada uno de los
microorganimos, cuando se trataba de mezclas de dos o tres biocontroladores
respectivamente, tuvieron una interaccién antagénica (Tabla 4). Sin embargo, la mezcla
dual que contenia T. koningiopsis Th003 y B. amyloliquefaciens Bs006 presentaron el
mayor valor de interaccion en promedio de las dos réplicas (0.62), seguido de la mezcla
realizada con los tres microorganimos (0.24). Por el contrario, se observé una interaccién
negativa (-0.04) en la mezcla realizada con S. misionensis Ac006 y T. koningiopsis
Th003, debido al mayor numero de agallas desarrolladas con esta mezcla que el testigo

en la primera réplica.
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Tabla 4: Interacciones microbianas en la formacion de agallas en la raiz por Spongospora
subterranea en plantas de Solanum tuberosum cv. Diacol Capiro en dos réplicas establecidas en
materas a la intemperie en Subachoque.

Interaccion microbiana*
Tratamiento Réplica | | Réplica Il | promedio
Th003-Ac006 -0.8 0.7 -0.04
Ac006-Bs006 -0.5 0.6 0.05
Th003-Bs006 0.5 0.7 0.62
Th003-Ac006-Bs006 0.6 0.1 0.24

*Cuando el resultado es igual a uno la interaccién es aditiva, mayor a uno es sinérgica y menor a uno es antagonica.

6.4 Efecto de tres aditivos organicos a diferentes
concentraciones

Los aditivos orgéanicos redujeron (P<0.05) las agallas con respecto al testigo en las dos
réplicas, sin embargo, hubo diferencias en el comportamiento del patégeno (Figura 9) y
en el porcentaje de control obtenido por un mismo tratamiento entre réplicas (Tabla 5).
Las semillas de papa tratadas con quitosan al 0.5 % expresaron la mayor reduccion de

agallas con un promedio del 64.8 % en las dos réplicas.

En la primera réplica el 75 % de las plantas en el testigo desarrollaron 8 agallas/planta,
mientras que las plantas tratadas con quitosan al 0.5 % presentaron la menor cantidad de
agallas con 3 agallas/planta (Figura 9 A), con una reduccién de agallas del 64.7 %
seguido de quitina al 0.1 % con 41.8 %. Entre los aditivos evaluados el quitosan 0.1 %
present6 la menor reduccion de agallas (Tabla 5). Esta réplica presenté la menor
cantidad de agallas entre los ensayos evaluados con un rango de 1 a 12 agallas/planta,

con un tamafio de agallas menor a 5 mm de diametro (Figura 9 B).
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Figura 9: Efecto de tres aditivos organicos en diferentes concentraciones sobre el niumero de
agallas en materas a la intemperie-Subachoque en plantas de Solanum tuberosum cv. Diacol
Capiro. Ay C: Diagrama de cajas; B y D: Fotografias de los tratamientos mas representativos.

En la segunda réplica el 75 % de las raices del testigo present6 48 agallas/planta,
mientras que las plantas tratadas con quitosan y quitina al 0.5 % desarrollaron 20 y 26
agallas/planta (Figura 9 C), con una reduccién del camanduleo del 64 y 58 %
respectivamente. La quitina al 0.1 % presentd la menor reduccién de agallas, lo cual
difiere con la primera réplica en donde fue el segundo aditivo en reducir el camanduleo.
Las agallas desarrolladas en esta réplica estuvieron entre 1 y 64 agallas/planta con un

tamafio que oscilo entre 2 y 10 mm de diametro (Figura 9 D).

Tabla 5: Efecto de aditivos organicos sobre la formacién de agallas en la raiz por Spongospora
subterranea en plantas de Solanum tuberosum cv. Diacol Capiro en las dos réplicas establecidas
en materas a la intemperie en Subachoque

Reduccion de agallas

Tratamiento Réplica | | Réplica Il | Promedio
Testigo Oa Oa -
Biocarbdn 20.00 ab | 48.26 ab 34.13

Quitina 0.1% 41.82 ab | 44.03 ab 42.93
Quitina 0.5% 23.64ab | 58.18 b 40.91
Quitosan 0.1% | 4.42a 53.23 ab 28.82
Quitosan 0.5% | 64.68 b 64.85 b 64.76

Valores seguidos por la misma letra no son estadisticamente diferentes por Tukey por pares (P<0.05) (Anexo G).
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6.5 Actividad biocontroladora de la mezcla de
microorganimos y aditivos organicos

El desarrollo de agallas difirié entre las dos réplicas y se evidencio efecto (P<0.05) de los
biocontroladores, aditivos y mezclas so6lo en la réplica Il (Figura 10). Las plantas tratadas
con la mezcla dual de quitosdn con ThOO3 y soélo quitosan presentaron la mayor
reduccion de agallas con un promedio de las dos réplicas de 63.8 y 62.6 %
respectivamente (Tabla 6).
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Figura 10: Efecto de la mezcla de biocontroladores y aditivos organicos sobre el nimero de
agallas en plantas de Solanum tuberosum cv. Diacol Capiro a la intemperie en Subachoque. A 'y
C: Diagrama de cajas; B y D: Fotografias de los tratamientos mas representativos. Th003: T.
koningiopsis; Bs006: B. amyloliquefaciens; Ac006: S. misionensis.
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En la primera réplica el 75 % de las plantas en el testigo desarrollé 77 agallas/planta. Las
plantas que presentaron menor desarrollo de agallas provenian de tubérculos tratados
con la mezcla de quitina y Bs006 con el 75 % de las raices con 27 agallas/planta (Figura
10 A) lo que representd una reduccién del camanduleo del 66 %, seguido de las plantas
tratadas con quitosdn y ThOO3 con 59.9 % de reduccion (Tabla 6). El desarrollo de
agallas fue abundante con un rango de 1 a 89 agallas/planta y su tamafio oscil6 entre 2 y
10 mm de didmetro. Las plantas inoculadas con S. misionensis Ac006 presentd el mayor
numero de agallas entre los tratamientos con 66 agallas/planta (Figura 10 B).

En la segunda réplica el 75 % de las plantas en el testigo fue de 32 agallas/planta. La
comparacion de medias detectd diferencias entre el testigo y las plantas inoculadas con
guitosan y las mezclas con los biocontroladores, con el 75 % de las plantas en un rango
de 9 a 13 agallas/planta (Figura 10 B), representando una reduccion de agallas entre
60.3 a 67.6 % (Tabla 6). El nimero de agallas desarrolladas estuvo entre 2 y 41
agallas/planta con un tamafio que no superd 5 mm. Al igual que en la primera réplica, las
plantas inoculadas con S. misionensis AcO06 presentaron el mayor niumero de agallas
entre los tratamientos evaluados (Figura 10 D).

Tabla 6: Efecto de la mezcla de biocontroladores y aditivos organicos sobre la formacién de

agallas en la raiz por Spongospora subterranea en plantas de Solanum tuberosum cv. Diacol
Capiro en dos réplicas establecidas en materas a la intemperie en Subachoque.

Tratamiento Reduccion de agallas (%)
Réplica | | Réplica Il | Promedio

Testigo 0 Oa 0
Th003 31.30 | 29.05 ab 30.17
Bs006 42.30 30.73 ab 36.51
Ac006 20.98 20.11 ab 20.54
Quitina 37.16 42.46 ab 39.81
Quitoséan 59.79 65.36 b 62.58

Quitina-Th003 59.32 47.49 ab 53.40
Quitina-Bs006 66.16 41.34 ab 53.75
Quitina-Ac006 52.08 43.02 ab 47.55
Quitosan-Th003 | 59.90 67.60 b 63.75
Quitosan-Bs006 | 58.53 61.45b 59.99
Quitosan-Ac006 | 53.93 60.34 b 57.13
Quimico 36.04 28.49 ab 32.27

Ac006: S. misionensis; Bs006: B. amyloliquefaciens; Th003: T. koningiopsis. Valores seguidos por la misma
letra no son estadisticamente diferentes por Tukey por pares (P<0.05) (Anexo H).
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Las mezclas realizadas con la mitad de la concentracién de los biocontroladores, la
quitina o el quitosan tuvieron en promedio de las dos réplicas un efecto antagonico en la
reduccion del camanduleo de la papa (Tabla 7). No obstante, se presentaron mayores
valores que los obtenidos en las mezclas de los biocontroladores (Tabla 4). Se idenitifica
gue la mezcla de Th003 con el quitosan o la quitina presentaron en promedio de las dos
réplicas los mayores valores de interaccion (0.82).

Tabla 7: Interacciones sobre la formacion de agallas en la raiz por Spogospora subterranea en

plantas de Solanum tuberosum cv. Diacol Capiro en dos réplicas establecidas en materas a la
intemperie en Subachoque.

Tratamiento Interaccion*
Réplica | Réplica Il Promedio
Quitina-Th003 0.93 0.80 0.82
Quitina-Bs006 0.92 0.69 0.76
Quitina-Ac006 0.91 0.80 0.81
Quitosan-Th003 0.83 0.90 0.82
Quitosan-Bs006 0.76 0.81 0.74
Quitosan-Ac006 0.79 0.83 0.77

*Cuando el resultado es igual a uno la interaccién es aditiva, mayor a uno es sinérgica y menor a uno es antagoénica.

6.6 Matriz de decisidon para seleccionar las mezclas

Al considerar la eficacia en la reduccion de agallas, interaccion de las mezclas y
consistencia de la actividad biocontroladora entre réplicas de un ensayo, se pudo
identificar que las mezclas realizadas con los biocontroladores, T. koningiopsis Th003 y
B. amyloliqguefaciens Bs006 presenté el mayor puntaje (32.54). Asi mismo, en las
mezclas que incluyeron aditivos mas biocontroladores, fué la que contenia quitosan y
ThOO3 la de mayor puntaje (43.43). Cabe destacar que las mezclas realizadas con el
quitosan presentaron los mayores valores entre las mezclas realizadas, seguido por

aquellas que contenian quitina (Tabla 8).



Resultados

Tabla 8: Matriz de decisidn para seleccionar las mezclas de biocontroladores y de los aditivos

organicos con los biocontroladores.

Eficacia® | Interaccion? | Consistencia® | Total
Tratamiento %
Th003-Ac006 2.26 -0.03 15.65 17.88
Ac006-Bs006 4.19 0.00 17.72 21.91
Th003-Bs006 10.67 0.20 21.67 32.54
Th003-Ac006-Bs006 9.38 0.07 21.76 31.21
Quitina-Th003 18.69 0.29 20.73 39.71
Quitina-Bs006 18.81 0.27 20.62 39.70
Quitina-Ac006 16.64 0.28 17.59 34.51
Quitosan-Th003 22.31 0.29 20.83 43.43
Quitosan-Bs006 21.00 0.26 19.91 41.16
Quitosan-Ac006 20.00 0.27 20.11 40.37

! Representa el 35 % del promedio de la eficacia en las dos réplicas; ? Representa el 35 % del promedio de la interaccion
en las dos réplicas; * Representa el 30 % de 100 menos el promedio de la desviacién estandar del promedio de las dos

réplicas.







7.Discusion

Los resultados confirmaron la actividad biocontroladora de algunos de los
microorganimos evaluados en el presente trabajo. No obstante, la reduccién de agallas
por los microorganimos solo fue significativa (P<0.05) en una de cuatro réplicas, ademas
se identificé una alta variabilidad de biocontrol en los diferentes ensayos. Es importante
resaltar que el ensayo se desarroll6 en suelo naturalmente infestado y en varios estudios
se ha indicado que la actividad biocontroladora de los microorganismos puede ser
desestabilizada por las relaciones entre las diferentes especies habitantes del suelo; se
pueden presentar tipos de competencias entre especies de microorganismos
relacionados taxonémicamente, como de especies lejanas (Campbell, 1983; Walker et
al., 2003; Bacilio et al., 2003; Bais et al., 2006; Neuhauser y Fargione, 2004; Zhang et al.,
2014). Ademas, existen otros factores que afectan la eficacia de control, como la
colonizacién en las raices, la formacion de biofilms y la competencia por espacio y
nutrientes (Bais et al., 2004; Reva et al., 2004; Sun et al., 2012). Bae y Knudsen, (2005)
mencionan que el crecimiento de hifas y la eficacia de biocontrol de T. harzianum puede
depender de su interaccion con los componentes biéticos del medio ambiente y del suelo.
Sin embargo, en las cuatro réplicas establecidas con el cv. Diacol Capiro, se observé
consistencia en la disminucion del camanduleo con la cepas T. koningiopsis Th003 y B.
amyloliquefaciens Bs006, reportando la mayor reduccion de agallas con un promedio de

43.8 y 43.6 % respectivamente.

En P. brassicae se ha identificado que la pared celular de las esporas contiene
principalmente proteina y quitina (Buczacki y Moxham, 1983). Es muy probable que la
pared de tres capas de las esporas de S. subterranea esté compuesta por los mismos
componentes y que la actividad endoquitinasa encontrada en T. koningiopsis Th003
(Cotes et al., 1996) pudo inducir a la descomposicién microbiana de las esporas. La cepa
Bs006 es productora de lipopéptidos ciclicos tales como iturinas y fengicinas (Moreno et

al., 2016b) que pudo ejercer actividad sobre los esporosoros, asi mismo, otras cepas de
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B. amyloliquefaciens se ha encontrado produccion de subtilisin (Guleria et al., 2016) una
proteasa que podria haber ejercido degradacion de la capa protectora de proteina de las
esporas. Sin embargo, no hay que descartar la induccién de resistencia en las plantas de
papa, mecanismo identificado en la interaccion F. oxysporum — tomate - T. koningiopsis y
relacionado con la expresién de genes que hacen parte de la ruta del &cido jasménico
(Jaimes et al., 2009; Moreno et al., 2009). Asi mismo, en el caso de B. amyloliquefaciens
Bs006 este fendmeno se podria relacionar con la produccion de surfactina y de
fengicinas, lipopéptidos relacionados con la induccion de resistencia en plantas contra
fitopatdgenos (Moreno et al., 2016b). Los organismos mejor caracterizados inductores de
resistencia sistémica inducida (ISR) son las PGPRs, en este caso B. amyloliquefaciens
Bs006 (Henry et al., 2012). También se ha identificado en Trichoderma sp. un tipo de
respuesta ISR dependiente del genotipo de la planta (Tucci et al., 2011; Banani et al.,
2014), resulta interesante evaluar estas cepas en otros cultivares e identificar si hay un

tipo de induccién de resistencia de acuerdo al cultivar de papa.

Los porcentajes de biocontrol obtenidos con ThOO3 en el presente estudio (43.8 % en
promedio) se encuentran en el rango de eficacia de biocontrol registrados en varios
patosistemas. No obstante, en el control de otras enfermedades se ha evidenciado
porcentajes de eficacia mas altos. En relacién a patdégenos del suelo en el cultivo de
papa se evidencio efecto de biocontrol sobre R. solani disminuyendo la incidencia de la
enfermedad en un 70 % (Beltran et al., 2007) y en semilla de papa almacenada y tratada
con esta cepa redujo la incidencia en un 80 % (Beltran et al., 2011); asi mismo, en el
cultivo de tomate se registré una eficacia de control del 71 % de R. solani (Cotes et al.,
2001). En Pythium sp., ThO03 present6 un 66 % de eficacia de biocontrol en plantas de
frijol (Cotes et al., 1992, 1994); de F. oxysporum en el cultivo de tomate registr6 una
eficacia de control del 67 % (Cotes et al., 2001); la incidencia de la enfermedad
ocasionada por S. sclerotiorum en lechuga fue reducida en un 80 % (Cotes et al., 2007),
en este mismo hospedero disminuyé en un 90 % la incidencia de Olpidium virulentus
(Smith et al., 2013). En protozoarios como S. subterranea se ha identificado que esta
cepa disminuye en un 58 % la severidad de la hernia de las cruciferas ocasionado por P.
brassicae Woronin (Botero et al., 2015). En el control de patégenos foliares, ThO03
disminuy6 la incidencia del moho gris causado por B. cinerea en un 49 y 60 % en el

cultivo de tomate y mora respectivamente (Moreno et al., 2007; Zapata y Cotes, 2013); y
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de Oidium lycopersicum en plantas de tomate se evidencié una reduccién de la
incidencia (28 %) y de la severidad (66 %) (Moreno y Cotes, 2007).

Otras cepas de T. koningiopsis han evidenciado biocontrol de diferentes fitopatégenos
como, hiperparasitismo de M. phaseolina aislado de frijol comun (Larralde et al., 2008),
inhibié en un 27.42% a Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli en frijol (Oloo, 2013), redujo
en un 95 % la produccion de esporangios de P. capsici en chile (Ramirez, 2015), y
mostrd inhibir el crecimiento de cuatro patdégenos que ocasionan pudricién en la raiz P.
herbarum, F. flocciferum, S. lignicola y E. nigrum (Chen et al., 2016). En otros estudios se
ha identificado el uso potencial de otras especies de Trichoderma spp. con rangos en la
reduccion de agallas similares al obtenido con Th003. En condiciones de invernadero T.
harzianum disminuy6 en un 51.5 % la infeccidn en las raices (Nielsen y Larsen, 2004), T.
asperellum redujo el nimero de agallas en un rango del 55 al 66.7 % (Hoyos et al., 2008)
y en condiciones de campo T. harzianum disminuyé la incidencia de esta enfermedad en

un 27 % en raices (Restrepo et al., 2009).

B. amyloliquefaciens Bs006 ha demostrado inhibicién de F. oxysporum en condiciones in
vitro (Caviedes, 2010) y reduccion de la incidencia y severidad de F. oxysporum en un 57
y 73 % respectivamente en plantas de uchuva (Moreno et al.,, 2016a). En el presente
trabajo Bs006 fue la segunda cepa en disminuir en mayor proporcion las agallas en las
raices del cv. Diacol Capiro. En otros patosistemas, otras cepas de B. amyloliquefaciens
han demostrado actividad de control sobre patégenos del suelo, en condiciones in vitro
se demostrd una inhibicién de R. solani (Yu et al., 2002), de F. oxysporum f. sp. cubense
(Yuan et al.,, 2012) y de S. sclerotiorum (Ji et al., 2013), también presenté actividad
supresiva del nematodo M. incognita (Burkett et al., 2008), supresion de la pudricién de la
raiz en ginseng ocasionado por Cylindrocarpon destructans (Kim et al., 2016) y demostré
una eficacia de biocontrol del 68.1 % de la bacteria R. solanacearum en tomate (Singh et
al., 2016).

El actinomiceto S. misionensis Ac006 estuvo dentro de los tres microorganimos que
redujo en mayor proporcion las agallas, con un promedio de las cuatro réplicas de 29.7
%. De acuerdo con Yuan y Crawford, (1995) los actinomicetos producen una variedad de
enzimas degradadoras de la pared celular de los hongos, como las quitinasas que

probablemente tuvieron un efecto sobre las esporas de resistencia de S. subterranea.
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Otras cepas de S. misionensis han demostrado actividad biocontroladora del tizén de las
plantulas ocasionado por F. proliferatum y de la pudricibn basal causada por F.
oxysporum f. sp. lilii (Chung et al., 2011) y actividad antagdnica contra tres hongos
patdgenos del arroz: F. moniliforme, H. oryzae y R. solani (Poomthongdee et al., 2015).

Mediante una matriz de decision en la que se incluyd la eficacia en la reduccion de
agallas, actividad de los biocontroladores contra diferentes fitopatégenos y sus
caracteristicas relacionadas con el avance tecnoldgico (produccion masiva, formulacion y
registro productor). Se seleccionaron a T. koningiopsis Th003, B. amyloliqguefaciens
Bs006 y S. misionensis Ac006 con el objeto de establecer el tipo de interaccién en la
reduccion del camanduleo. En diferentes patosistemas se ha reportado que las mezclas
realizadas entre diferentes microorganismos o la mezcla de biocontroladores y aditivos
organicos puede tener relaciones sinérgicas, aditivas o antagoénicas (Whipps, 2001;
Nawar, 2005; Prevost et al., 2006; Lowe et al., 2012; Sarma et al., 2015; Waewthongrak
et al., 2015; Bakeer et al., 2016; Nitu et al., 2016).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo se observé que las
diferentes mezclas realizadas usando la mitad o un tercio de la concentracién de cada
microorganismo cuando se utlizaban mezclas de dos o de tres respectivamente,
registraban interacciones antagonicas en cuanto a la eficacia en la reduccién de agallas
en las plantas. No obstante, es importante resaltar que la mezcla de T. koningiopsis
Th003 y B. amyloliquefaciens Bs006 presentd el mayor valor de interaccion, ademas de
tener un efecto de biocontrol consistente en los diferentes ensayos. De esta manera, se
identifica un uso promisorio de estos dos microorganismos, si se tiene en cuenta que solo
se usO la mitad de la concentracion de cada uno de ellos. Lo cual permitiria reducir la
variabilidad de biocontrol en condiciones de campo como lo demostrd6 Guetsky et al.,
(2002). Teniendo en cuenta los diferentes mecanismos de accién reportados para cada
uno de los microorganimos en dicha mezcla, se podria esperar una complementariedad
de estos en el efecto biocontrolador, fenémeno identificado en los consorcios
microbianos en que las PGPR con diferentes mecanismos de accion pueden reducir la
probabilidad de desarrollo de resistencia por los fitopatégenos y puede ser eficaz en una
amplia gama de condiciones ambientales (Jetiyanon y Kloepper, 2002; Sarma et al.,
2015). En particular, las mezclas de hongos y bacterias pueden proporcionar proteccion

en diferentes momentos debido a sus requisitos diferenciales y mecanismos de accion, lo
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gue puede ayudar a superar las inconsistencias en el comportamiento de las cepas
individuales (Klein et al., 2013).

Sin embargo, una gran parte de las mezclas evaluadas en diferentes trabajos han
demostrado ser antagonicas, como lo evidencia el hecho de que sélo el 2 % de 465
tratamientos publicados han evidenciado sinergismo en las mezclas de microorganimos
(Xu et al., 2011b), lo cual es coherente con una investigacion, en donde por medio de un
modelo genérico concluyeron que el uso de un solo microorganismo con dos
mecanismos de accion presenta mayor biocontrol de la enfermedad que el uso de dos
microorganimos en mezcla cada uno con un mecanismo de accion diferente (Xu et al.,
2011a). Asi mismo, se ha observado que este efecto antagbnico con la mezcla de
microorganimos de debe a la incompatibilidad entre estos, pues al evaluarse
individualmente disminuyeron la enfermedad o poblacién del fitopatégeno (Oyekanmi et
al., 2007).

En relacién a patégenos del suelo, Aphanomyces euteiches f. sp. pisi en guisante, la
inoculacion individual de T. harzianum ThzID1 y P. fluorescens 2-79 R Nio, a la semilla,
demostrd reducir significativamente la enfermedad, lo que no sucedi6 con la evaluacion
de la mezcla (Dandurand y Knudsen, 1993). En plantas de papa se evalu6 el efecto de
10 cepas de bacterias en el control de Fusarium sambucinum Fuckel, solo 16 de 90
mezclas, evaluadas a la mitad de la concentracion, tuvieron mejor respuesta de
biocontrol que las cepas evaluadas individualmente, los autores concluyen que factores
como la dosis y compatibilidad entre las bacterias pueden influir en la respuesta de
control a la enfermedad (Schisler et al., 1997). En tomate se evaluaron mezclas de cepas
no patogénicas de Fusarium spp. y los biocontroladores Trichoderma spp., Gliocladium
virens, P. fluorescens y Burkholderia cepacia en el control de fusariosis, pero no
proporciond significativamente una mejor respuesta a la enfermedad que cuando se
inocula la cepa no patogénica de Fusarium spp. (Larkin y Fravel, 1998). De Boer et al.,
(1999) y Georgakopoulos et al., (2002) evaluaron la mezcla en dio de varias cepas de
Pseudomonas spp. y de bacterias, en el control de F. oxysporum y Pythium spp., en
ambos estudios encontraron que las mezclas no aumentaban la eficacia de control que

cuando se evaluaban individualmente.
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Estudios relacionados en el biocontrol de M. incognita causante del nudo de la raiz,
similar al dafio ocasionado por S. subterranea, han demostrado que las mezclas de
microorganismo no aumentan la eficacia de control de este nematodo. Por ejemplo, en
pimiento con dos cepas de Burkholderia cepacia y una cepa de T. virens (Rafferty-
McArdle et al., 2001) y en genotipos de soya con los biocontroladores Glomus mosseae,
Bradyrhizobium japonicum y Trichoderma pseudokoningii (Oyekanmi et al., 2007) las
poblaciones del nematodo disminuyeron en igual proporcion, cuando se inocularon los

microorganimos individual o en mezcla.

A nivel molecular la produccién de 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG) por cepas de P.
fluorescens, y la produccién de quitinasas como la endoquitinasa ECH42 y la NAG1 N-
acetyl-B-d-glucosaminidase por T. atroviride, evidenci6 que la DAPG mejoran la
expresion de nagl pero no de ech42, y una sustancia desconocida desde P. fluorescens
CHADO reprimi6 la expresion de ambas quitinasas de T. atroviride (Lutz et al., 2004). En
plantas de maiz se evidencid que la inoculacion de las mezclas de Glomus, Azospirillum
y Pseudomonas no incrementd la produccion de metabolitos secundarios en las raices de

las plantas, siendo comparable con la inoculacién de solo Glomus (Walker et al., 2011).

En relacion con los aditivos organicos, se evidencié disminucion significativa (P<0.05) de
agallas con el quitosan al 0.5 % en las dos réplicas. El efecto de este aditivo sobre el
patosistema S. subterraena-papa, pudo ser debido a uno o varios de los mecanismos de
accion reportados para este aditivo, entre los que se encuentran: efectos directos contra
patégenos (Rabea et al., 2003; Hassni et al., 2004; Kulikov et al., 2006); desarrollo de
barreras fisicas alrededor de los sitios de penetracion del patégeno (Hirano et al., 1999;
El-Hadrami et al., 2009), tales como la induccion de depdsitos de calosa (Conrath et al.,
1989; Kohle et al., 1985; Iriti et al., 2006); quelacion de nutrientes y minerales (Bornet y
Teissedre, 2008); efecto sobre la H*-ATPasa y despolarizacibn de la membrana
(Benhamou et al., 1998; Amborabé et al., 2008); modulaciéon de las respuestas de
defensa de las plantas (Kohle et al., 1985; Conrath et al., 1989; Benhamou et al., 1998;
Hirano et al., 1999; El-Ghaouth et al., 2000; Rabea et al., 2003; Terry, 2004; Hassni et al.,
2004; EL Hadrami et al.,, 2010); efectos en la distorsion nuclear y muerte celular
programada (Iriti et al., 2006; Vasil'ev et al., 2009); activacion de especies reactivas de
oxigeno y actividad antioxidante (Sun et al., 2008; Lu et al., 2014) . Badawy y Rabea,

(2011) sugieren que el efecto del quitosan en la reduccién de patégenos del suelo viene
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del hecho que mejora las respuestas de defensas de las plantas y estimulan la actividad

de microorganimos benéficos del suelo.

Este aditivo ha demostrado tener efecto en otros patdgenos del suelo; en condiciones
controladas se evidencié disminucién in vitro en un 75 % del micelio de F. oxysporum f.
sp. albedinis (Hassni et al., 2004). Zeng y Shi, (2009) evidenciaron en semillas
recubiertas con este aditivo, inhibicion del crecimiento y colonizacion de R. solani y F.
moliniforme en un 85.7 y 93 % respectivamente. En un estudio realizado por Nunes da
Silva et al., (2014) encontraron que aplicaciones de quitosan al suelo redujo en un 82.7 %
la poblacion del nematodo Bursaphelenchus xylophilus en plantas de P. pinaster y P.
pinea. En el cultivo de papa se ha evidenciado efecto del quitosan en la reduccion de
varios fitopatdogenos, Chirkov et al. (2001) encontré significativamente menor nimero de
plantas infectadas con el virus X de la papa, teniendo a los ocho dias de la inoculacién un
62 % de tolerancia al virus. También se observé disminucion de los sintomas de las
enfermedades ocasionadas por P. infestans (10 %) y M. incognita (69 %) (Vasyukova et
al., 2001).

Es importante resaltar que la actividad del quitosan depende del grado de deacetilacion,
peso molecular, hospedero, composicién quimica y/o nutrientes del sustrato (Goy et al.,
2009; EL Hadrami et al.,, 2010). En el presente estudio se trabajé con un quitosan
oligomérico, lo cual presentdé una ventaja ya que en una investigacion realizada por
Rabea y colaboradores (2003) encontraron mayor actividad antifingica de un quitosan
oligomérico que de aquel con largas unidades de cadena. De otra parte, se ha
demostrado que un grado de deacetilacion bajo es mas efectivo que un grado mayor
(Andres et al., 2010), a pesar de que el quitosan utilizado en el presente trabajo tenia un

85 % de desacetilacion (alto grado), fue efectivo en la disminucion del camanduleo.

En esta investigacion se evidencié disminucion de agallas cuando el quitosan se aplicé a
la mayor concentracion (0.5 %), lo cual estd en concordancia con lo reportado por
Sanchez et al., (2007) quienes evaluaron el quitosan en un rango de 0.5 al 25 % y
observaron que las concentraciones mas altas de quitosan inhibieron el crecimiento del
micelio y afectd la esporulacion de A. alternata. Por el contrario, Chookhongkha et al.,

(2013) no encontraron diferencias significativas en la evaluacion del quitosan en un rango
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de 20 a 100 ppm en el control de Rhizopus sp. Colletotrichum capsici, C. gloeospaorioides,
y Aspergillus niger en semillas de chile.

Las mezclas realizadas con la mitad de la concentracion de los biocontroladores
seleccionados y el quitosan o la quitina, resulto tener una relacion antagonica, similar a lo
obtenido con las mezclas de los biocontroladores. Radwan et al., (2011) evalud los
bioproductos Bacillus megaterium (Bioarc®), Trichoderma album (Biozeid®),
Ascophyllum nodosum (Algaefol®), semillas de Matricaria chamomilla y quitosan, y el
nematicida oxamyl, solos y en mezcla, en el control de M. incognita, de las nueve
mezclas realizadas tres resultaron tener una interaccién antagénica. En otro estudio se
evalud la mezcla de tres especies de Glomus spp., G. mossae, G. galedonium y G.
fasiculatum, Bacillus subtillus y el quitosan en el control de mildeo polvosa en fresa y
todas las mezclas realizadas con B. subtilis presentd mayor severidad que cuando se
evalud individualmente (Lowe et al.,, 2012). A pesar de estos resultados la mezcla de
Th003 y quitosan presentd los mayores valores de interaccion, demostrando su potencial
para ser evaluado en condiciones de campo. Ademas, una ventaja comparativa del
presente estudio, es el hecho de que en las mezclas se trabajé con la mitad de la
concentracion (0.25 %) del quitosan, resultando en valores de control similar a la
concentracion del 0.5 %, lo cual puede conducir a un beneficio costo en la aplicacion de

este aditivo organico.

Investigaciones realizadas por Beauséjour et al., (2003); Rivero, (2008); Melia y
Aryantha, (2010) evidenciaron mayor efecto de control del quitosan que el producido por
los microorganimos, sobre la sarna comudn en papa, hongos que causan el manchado de
grano en arroz y de F. oxysporum en tomate. Al igual que en el presente trabajo, de
cuatro ensayos, tanto en la evaluacién individual como en las mezclas, el quitosan al 0.5
% disminuy6 significativamente las agallas en tres ensayos. Efecto que no se apreci6 en

los ensayos realizados con los biocontroladores.

Comprender los factores, tales como, la alta variabilidad de los datos en los diferentes
ensayos Y la inconsistencia de biocontrol por algunas cepas en las réplicas es muy dificil
de comprender. Por un lado se debe a la gran complejidad del patosistema S.
subterranea papa en donde hay una fuerte interaccion genotipo ambiente (Torres et al.,
1995; Lees, 2000; Merz, 2000; Falloon et al., 2003). Por otro lado, los mecanismos de
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biocontrol empleados por varios microorganismos son diversos y complejos, y dependen
de la cepa del biocontrolador, de la especie de planta y del patégeno involucrados en la
interaccion (Howell, 2003). Como lo mencionan Brimner y Boland, (2003), entender y
comprender el completo funcionamiento de un sistema biolégico es muy dificil, ya que la
complejidad de las interacciones planta-suelo-microorganismos-ambiente son variadas y

una comprension completa de todas las relaciones en cuestion es poco probable.

A pesar que las mezclas de microorganimos y aditivos evaluadas en este trabajo no
mostré sinergismo, es importante continuar con la evaluacion de nuevas mezclas que
puedan conducir a una mayor reduccién del camanduleo, a una actividad estable en
diferentes ambientes y cultivares de papa, y mejorar la sanidad contra otros problemas
fitosanitarios de las plantas.
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8.Conclusiones y recomendaciones

8.1 Conclusiones

Los resultados obtenidos permitieron demostrar una reduccién del camanduleo
ocasionado por S. subterranea con el uso de biocontroladores y de aditivos
organicos utilizados de forma individual, lo cual confirma parte de la hipétesis
planteada. Sin embargo, se rechaza la parte de la hip6tesis en la que se esperaba

encontrar un aumento de biocontrol con las mezclas de estos.

T. koningiopsis fue el microorganimos que al aplicarlo de forma individual
disminuy6 en mayor proporcion la cantidad de agallas con un promedio de las
cuatro réplicas del 43.83 %, seguido de B. amyloliquefaciens con 43.61 %.

En la matriz de decision propuesta permitié seleccionar a los biocontroladores S.
misionensis Ac006, T. koningiopsis Th003 y B. amyloliquefaciens Bs006, para
establecer ensayos de mezclas entre estos microorganimos, el quitosan y la
quitina. Se identificé que la cepa Th003 presenta el mayor desarrollo tecnoldgico

entre las cepas evaluadas.

La mezcla de los biocontroladores T. koningiopsis Th003 y B. amyloliquefaciens
Bs006 presentd la mayor reduccion de agallas entre las mezclas con un promedio
de dos réplicas de 30.5 %. Pero este efecto no fue mayor al producido por solo T.
koningiopsis Th003 en donde se presentd una disminucion del camanduleo del
30.8 % en promedio de las dos réplicas. No obstante, las mezclas de los
microorganimos contenian la mitad de la concentracion que cuando se evaluaron

individualmente.
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8.2

Entre los aditivos evaluados el quitosan al 0.5 % presentd significativamente

mayor reduccién del camanduleo con un 64.7 % en promedio de dos réplicas.

La mezcla de T. koningiopsis ThOO3 y el quitosan 0.5 % fue el tratamiento que
redujo en mayor proporcion el nimero de agallas con promedio de dos réplicas
del 63.8 %.

Mediante la matriz de decision para seleccionar las mezclas se apecia mayor
actividad de control cuando los tubérculos son tratados con los aditivos organicos,

en particular el quitosan, en comparacion con los biocontroladores.

En todas las mezclas evaluadas usando la mitad o un tercio de la concentracion

usada en la evaluacion individual, se presentd una interaccién antagénica.

La informacion generada en este trabajo contribuyé a la seleccién de

componentes tecnoldgicos como alternativas de manejo de S. subterranea.

Recomendaciones

Evaluar otros géneros microbianos, aditivos organicos y enmiendas en este

patosistema.
Evaluar en condiciones de campo los tratamientos seleccionados, en diferentes
zonas productoras, tipos de suelos, otros cultivares y hasta cosecha para

determinar la eficacia de estos.

Determinar formas y frecuencias de aplicacion de los microorganimos y aditivos

organicos seleccionados.

Evaluar otras fuentes de quitosan con diferentes caracteristicas fisicoquimicas

disponibles en el mercado. Asi mismo, evaluar otras concentraciones.

Buscar fuentes alternativas de quitosan de bajo costo y alta eficacia.
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6. Desarrollar prototipos de bioplaguicidas que incluyan quitosan en su composicion
y escalar su produccion.

7. Establecer un plan de manejo integrado de enfermedades que incluya los
componentes techoldgicos seleccionados y evaluar su eficacia contra otros

problemas fitosanitarios limitantes en el cultivo de papa.

8. Estudiar los modos de accién involucrados en la actividad de control del

camanduleo.

8.3 Perspectivas

- Corto plazo: Evaluar otras fuentes de quitosan de bajo costo y alta eficacia, ya que el
evaluado en el presente trabajo es inviable econémicamente. ¢Sera que otra fuente de
guitosan presentard una reduccion de agallas similar al encontrado con el quitosan
(C3646 Sigma)?. En Colombia las fuentes de quitosan para uso agricola son escazas, el
Unico disponible en el mercado local es uno con un 6 % de quitosan. Una vez se tenga
una fuente de quitosan viable econdmicamente se evaluaria el efecto sobre el
camanduleo y la sarna polvosa. Asi mismo, evaluar otros aditivos 0 enmiendas que se

encuentren disponibles en el mercado.

-Mediano plazo: 1) Comprar quitina, que tiene mayores opciones en el mercado que el
guitosan, y desarrollar técnicas de deacetilacién en el laboratorio. ¢ El quitosan producto
de la deacetilacién en el laboratorio tendra un rango de eficacia similar al evaluado en la
presente investigacién?, se evaluaria la viabilidad técnica y econémica de este proceso
en el laboratorio. 2) Identificar los posibles mecanismos de accién en la interaccion papa-
S.subterranea-tratamiento (Quitosan y Th003) ¢ El efecto del quitosan en la reduccion de
las agallas ser& por efectos directos sobre S. subterranea o por induccion de defensas en
las plantas?, desarrollar los protocolos y ensayos para identificar el o los mecanismo(s)
de accién, una opcién para identificar efecto directo, seria el desarrollo de un protocolo

para la liberacion de zoosporas en condiciones de laboratorio.
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A. Anexo: Procedencia de los
microoganimos seleccionados
Microorganimos Material Zona
T. koningiopsis Th003 Larvas muertas de Anopheles | Subachoque-

Cundinamarca

T. asperellum Th034

Suelo

Cucaita-Boyaca

T. brevicompactum Th201

Suelo

Cereté-Cordoba

S. misionensis Ac001

Platas de fique

Totor6-Cauca

Streptomyces sp. Ac002

Platas de fique

Totor6-Cauca

S. misionensis AC006

Platas de fique

Totor6-Cauca

B. amyloliquefaciens Bs006

Riz6sfera Uchuva

Granada-Cundinamarca

P. fluorescens Ps006

Platas de fique

Totor6-Cauca




B. Anexo: Analisis combinado para las
réplicas establecidas en el tiempo.

e Evaluacion individual de biocontroladores

Procedimiento GLM

Variable dependiente: agallas

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr = F
Modelo a5 176710.0552 5048. 8587 11.34 <, 0001
Error 194 86350.9405 445.1079
Total correcto 229 263060. 9957
R-cuadrado Coef var Raiz WSE agallas Media
0.671746 28.59732 21.09758 36.00435

Cuadrado de

Fuente DF Tipo I S8 la media F-valor Pr > F
Tiempo 3 160539.7188 53513.2396 120.23 <, 0001
tto 8 6877.1034 859.6379 1.93 0.0574
tto*tiempo 24 9293.2329 387.2180 0.87 0.6427

e Evaluacion en mezcla de biocontroladores
Procedimiento GLM

Variable dependiente: agallas

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr = F
Modelo 25 27.36930211 1.09477208 5.26 <.0001
Error 162 33.69806385 0.20801274
Total correcto 187 61.06736596
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE AGPL Media
0.648182 32.10898 0.456084 1.420426

Cuadrado de

Fuente DF Tipo I 88 la media F-valor Pr = F
Réplica 1 22.02804867 22.02804867 105.90 <.0001
Tratamiento 12 2.49950718 0.20829227 1.00 0.4501

Réplica*Tratamiento 12 2.84174625 0.23681219 1.14 0.3327
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e Evaluacién individual de aditivos organicos

Variable dependiente: agallas

Fuente

Modelo

Error

Total correcto

R-cuadrado
0.788580
Fuente
Réplica
Tratamiento
Réplica*tratamiento

Procedimiento GLM

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media F-Valor
11 11.02441485 1.00221953 5.08
88 17.34658115 0.19712024
99 28.37099600
Coef Var Raiz MSE agallas Media
28.77854 0.443982 0.910200
Cuadrado de
DF Tipo I S8 la media F-Valor
1 6.43173236 5.43173236 32.63
L7 3.77969827 0.75593965 3.83
& 0.81298422 0.16259684 0.82

Fr = F

«.0001

Fr = F

«.0001
0.0034
0.5353

e Evaluacion en mezcla de biocontroladores y aditivos organicos

Variable dependiente: agallas

Fuente DF
Modelo 18
Error 193
Total correcto 212
R-cuadrado
0.772257
Fuente DF
Réplica 1
Tratamiento 9

Réplica*tratamiento 9

Procedimiento GLM

Suma de Cuadrado de
cuadrados la media F-valor
45928.4524 2417.2870 3.80
122766.5983 636.0964
168695.0516
Coef Var Raiz MSE agallas Media
15.3548 25.22095 21.86385
Cuadrado de
Tipo I 88 la media F-valor
28b84.82253 28584.62253 44.94
12327.20444 1369.68938 2.15
5016.62538 557.40282 0.88

Pr> F

<.0001

Pr > F

<.0001
0.0270
0.5474



C. Anexo: Analisis estadistico variables
de desarrollo vegetal ensayo de
eficacia con los biocontroladores

e Cv. Diacol Capiro réplica |

> #prueba de igualdad de matrices de varianzas y covarianzas
> Tlibrary(biotools)
> bhoxM(biodesb2[3:8],biodesbh2[,1])

Box's M-test for Homogeneity of Covariance Matrices

data: biodesh2[3:6]
Chi-sq (approx.) = 278.21, df = 168, p-value = 1.875e-07

Tibrary (MVN)

#Prueba de Normalidad multivariante
testRoyS<-roystonTest(resp,qqplot=FALSE)
testRoyS

Royston's Multivariate Normality Test

data: resp

VVVYV

H : 9.796357
p-value: 0.1219499

Result: Data are multivariate normal.

> #manova
> fit<-summary((manova(as.matrix(resp)~tto, data=biodesb2)), test="Wilks"

)
> fit

Df Wilks approx F num Df den Df Pr(>F)
tto 8 0.58132 0.70283 48 289.45 0.9303
Residuals 63
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e Cv. Diacol Capiro réplica Il

> #prueba de igualdad de matrices de varianzas y covarianzas
> Tlibrary(biotools)
> bhoxM(biodesb2[3:6],biodesb2[,1])

Box's M-test for Homogeneity of Covariance Matrices

data: biodesb2[3:6]
Chi-sq (approx.) = 189.18, df = 168, p-value = 0.1258

> Tibrary(MvVN)
> #Prueba de Normalidad multivariante
> testRoyS<-roystonTest(resp,qqplot=FALSE)
> testRoysS
Royston's Multivariate Normality Test

data: resp

H : 13.04089
p-value: 0.05219499

Result: Data are multivariate normal.

> #manova
> fit<-summary((manova(as.matrix(resp)~tto, data=biodesb2)), test="wilks"

> fit

Df wilks approx F num Df den Df Pr(>F)
tto 8 0.58132 0.68283 48 289.45 0.19864
Residuals 63

e Cv. Diacol Capiro réplica Il

> #prueba de igualdad de matrices de varianzas y covarianzas
> Tlibrary(biotools)
> hoxM(biodesb2[3:6],biodesb2[,1])

Box's M-test for Homogeneity of Covariance Matrices

data: biodesb2[3:6]
Chi-sq (approx.) = 189.18, df = 168, p-value = 0.05898

> Tibrary (MVN)
> #Prueba de Normalidad multivariante
> testRoyS<-roystonTest(resp,qqplot=FALSE)
> testRoySs
Royston's Multivariate Normality Test

data: resp

H : 13.04089
p-value: 0.219499

Result: Data are multivariate normal.
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> #manova
> fit<-summary((manova(as.matrix(resp)~tto, data=biodesb2)), test="wilks"

)
> fit
Df wilks approx F num Df den Df Pr(>F)

tto 8 0.58132 0.568283 48 289.45 0.08648
Residuals 63

e Cv. Diacol Capiro réplica IV

> #prueba de igualdad de matrices de varianzas y covarianzas
> Tibrary(biotools)
> boxM(biodesb2[3:6],biodesb2[,1])

Box's M-test for Homogeneity of Covariance Matrices

data: biodesb2[3:6]

Chi-Sq (approx.) = 239.18, df = 168, p-value = 0.2898
Tibrary (MvVN)

#Prueba de Normalidad multivariante
testRoyS<-roystonTest(resp, qqplot=FALSE)

testRoysS

Royston's Multivariate Normality Test

data: resp

VVVY

H : 13.04089
p-value: 0.34769

Result: Data are multivariate normal.

#manova
fit<-summary((manova(as.matrix(resp)~tto, data=biodesb2)), test="wilks"

VYV

fit

Df Wilks approx F num Df den Df Pr(>F)
to 8 0.48132 0.798283 48 289.45 0.45648
Residuals 63

'+
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de desarrollo vegetal ensayo de
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e Cv. Diacol Capiro Réplica |

> #prueba de igualdad de matrices de varianzas y covarianzas

> library(biotools)
> boxM(aditdesb1l[3:8],aditdesbl[,1])

Box's M-test for Homogeneity of Covariance Matrices

data: aditdesbl[3:8]
Chi-sq (approx.) = 127.34, df = 105, p-value = 0.06823

Tibrary (MVN)

#Prueba de Normalidad multivariante
testRoyS<-roystonTest(resp,qqplot=FALSE)
testRoOyS

Royston's Multivariate Normality Test

VVVY

H : 8.60872

p-value : 0.1582329

Result : Data are multivariate normal.
_____________________________________________ |
> #manova

> fit<-summary((manova(as.matrix(resp)~tto, data=aditdesbl)), test="Wilks

> fit

Df Wilks approx F num Df den Df Pr(>F)
tto 5 0.5793 0.82867 30 170 0.7219
Residuals 47
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e Cv. Diacol Capiro Réplica Il

> #prueba de igualdad de matrices de varianzas y covarianzas
> Tibrary(biotools)
> boxM(aditdesbl[3:6],aditdesbl[,1])

Box's M-test for Homogeneity of Covariance Matrices

data: aditdesbhl[3:6]
Chi-sq (approx.) = 127.34, df = 105, p-value = 0.12823

Tibrary(MVN)

#Prueba de Normalidad multivariante
testRoyS<-roystonTest(resp,qqplot=FALSE)
testRoyS

Royston's Multivariate Normality Test

VV VY

H : 8.60872

p-value : 0.23295

Result : Data are multivariate normal.
> #manova

> fit<-summary((manova(as.matrix(resp)~tto, data=aditdesbl)), test="wilks

> it

Df Wilks approx F num Df den Df Pr(>F)
tto 5 0.5793 0.7867 30 170 0.09876
Residuals 47



E. Anhexo: Analisis estadistico
desarrollo de agallas ensayo de eficacia
con los biocontroladores

e Relacion porcentual Réplica |

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV

Mean Sample

Variable Rank Size
35.3 10
B 8.4 10
o4 25.5 10
D 31.4 10
E 26.8 10
F 30.0 10
G 23.4 10
H 8.8 10
I 17.4 10
Total 23.0 90
Kruskal-Wallis Statistic 21.4126

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0061

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF 55 MS F P
Between 8 3689.30 46l.162 4.27 0.0011
Within 36 3891.70 108.103

Total 44 7581.00

¢ Relacién porcentual Réplica Il

Puntuaciones de Wilcoxon (Sumas de rango) for variable AG PLBIO2
Classified by Vvariable TTOB2

sum of Expected Std Dev Mean
TTOB2 N Scores Under HO Under HO Score
Patdgeno 8 259.50 240.0 45.116176 32.437500
ThoO3 7 170.00 210.0 42.614058 24.285714
Tho34 8 202.50 240.0 45.116176 25.312500
Th201 5 164.00 150.0 36.701522 32.800000
Ac001 8 216.50 240.0 45.116176 27.062500
Ac002 7 261.50 210.0 42.614058 37.357143
Ac006 5 119.50 150.0 36.701522 23.900000
Bs006 6 143.50 180.0 39.830500 23.916667
Ps006 5 233.00 150.0 36.701522 46.600000

Average scores were used for ties.

Test de Kruskal-Wallis

Chi-cuadrado 9.2575
DF 8
Pr > Chi-cuadrado 0.8210
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e Relacion porcentual Réplica Ill

Procedimeinto NPAR1IWAY

Puntuaciones de Wilcoxon (Sumas de rango) for Variable AG _PLBIO3
Classified by Variable TTOB3

Sum of Expected Std Dev Mean
TTOB3 N Scores Under HO Under HO Score
Patdgeno 8 416.50 276.00 52.523668 52.062500
Tho03 7 224.50 241.50 49.539129 32.071429
ThO34 8 270.50 276.00 52.523668 33.812500
Th201 7 212.50 241.50 49.539129 30.357143
Ac001 8 232.50 276.00 52.523668 29.062500
Ac002 8 285.00 276.00 52.523668 35.625000
Ac006 7 240.50 241.50 49.539129 34.357143
Bs006 8 219.00 276.00 52.523668 27 .375000
Ps006 7 245.00 241.50 49.539129 35.000000

Average scores were used for ties.

Test de Kruskal-Wallis
Chi-cuadrado 8.4116

DF 8
Pr > Chi-cuadrado 0.3943

¢ Relaciéon porcentual Réplica IV

Puntuaciones de Wilcoxon (Sumas de rango) for Variable AG_PLBIO4
Classified by Variable TTOB4

Sum of Expected 5td Dev Mean
TTOB4 N Scores under HO under HO Score
Patégeno 7 230.50 206.50 41.840928 32.928571
Tho03 7 125.50 206.50 41.840928 17.928571
Th034 8 313.00 236.00 44.208662 39.125000
Th201 5 137.00 147.50 36.056498 27.400000
Ac001 8 257.50 236.00 44.208662 32.187500
Ac002 7 235.00 206.50 41.849928 33.571429
Ac006 5 126.00 147.50 36.056498 25.200000
Bs006 6 124.00 177.00 39.123519 20.666667
Ps006 5 162.50 147.50 36.056498 32.500000

Average scores were used for ties.

Test de Kruskal-Wallis

Chi-cuadrado 9.0045
DF 8
Pr > Chi-cuadrado 0.3419



F. Anexo: Analisis estadistico de la
relacion porcentual en la mezcla de
biocontroladores

Anexo F.2: Relacién porcentual réplica |

Procedimeinto NPAR1WAY

Puntuaciones de Wilcoxon (Sumas de rango) for Variable AG_PLR1
Classified by Variable ttol

Sum of Expected §td Dev Mean
ttol N Scores Under HO Under HO Score
1 8 241.50 220.00 41.021274 30.187500
2 7 145.00 192.50 38.786732 20.714286
3 L 146.00 137.50 33.470968 29.200000
4 6 144.00 165.00 36.289541 24.000000
5 8 285.00 220.00 41.021274 35.625000
5] L 163.50 137.50 33.470968 32.700000
T 8 176.50 220.00 41.021274 22.062500
8 7 183.50 192.50 38.786732 26.214286

Average scores were used for ties

Test de Kruskal-Wallis
Chi-cuadrado 5.5866

DF 7
Pr > Chi-cuadrado 0.5888

Anexo F.3: Relacion porcentual réplica Il

Procedimeinto NPAR1WAY

Puntuaciones de Wilcoxon (Sumas de rango) Tor Variable AG_PLR2
Classified by Variable tto2

Sum of Expected Std Dev Mean
tto2 N Scores Under HO Under HO Score
1 8 398.00 256.0 48.435429 49.750000
2 7 236.50 224.0 45.717223 33.785714
3 7 176.50 224.0 45.717223 25.214286
4 8 270.50 256.0 48.435429 33.812500
5 g 243.50 288.0 50.904356 27.055556
6 8 238.50 256.0 48.435429 29.812500
7 7 208.00 224.0 45.717223 29.857143
8 9 243.50 288.0 50.904356 27.055556

Average scores were used for ties.

Test de Kruskal-Wallis

Chi-cuadrado 10.1278
DF 7
Pr > Chi-cuadrado 0.1815



G. Anexo: Analisis estadistico
desarrollo de agallas ensayo de eficacia
con los aditivos organicos

e Relacion porcentual réplica |
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric ACV

Mean Sample

Variable Rank Size
a 28.8 5}
b 23.7 2
c 16.1 6
d 21.9 5}
2 27.1 7
£ 10.8 3
Total 22.0 43
Kruskal-Wallis Statistic 9.9575

P-Value, Using Chi-Sgquared Approximation 0.0364

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 5 1548.75 309.749 2.30 0.0446
Within 37 4983.75 134.696

Total 4z 6532.50

e Relacion porcentual réplica Il

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV

~N O W3
.
O -

otal

Kruskal-Wallis Statistic 9.5460
FP-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0392

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF 58 MS F P
Between 5 2266.5 453.306 2.11 0.0303
Within 47 10080.0 214.4¢7

Total 52 12346.5



H. Anexo: Analisis estadistico de la
relacion porcentual en la mezcla de
biocontroladores y aditivos organicos

¢ Relacién porcentual réplica |

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV

Mean Sample

Variable Rank Size
Testigo 89.3 10
Th003 84.3 10
BOO& 59.6 10
RclO0& 72.5 10
Quitina 60.2 10
Quitcsan 50.2 10
Th003Quitina 57.4 10
BsO00éuitina 52.6 10
Ac00&Quitina 56.9 10
Th003Quitosén 49.5 10
BsO00éQuitosan 48.1 10
AcO0&Quitosan 54.8 10
Quimico 72.1 10
Total 61.5 130
Kruskal-Wallis Statistic 14.9718

P-Value, Using chi-Squared Approximation 0.2430

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF 55 MS F P

Between 1z 18659 1554.90 1.28 0.2391
Within 117 132139 1212.29

Total 129 150798
e Relacion porcentual réplica Il
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV

Mean Sample

Variable Rank Size

a 72.4 7

b 54.2 7

c 53.7 7

d 60.6 7

e 43.5 7

£ 27.6 7

g 43.2 7

h 48.6 7

i 47.3 7

5 24.9 7

k 32.7 7

1 2.3 7

m 56.9 7

Total 46.0 91

Kruskal-Wallis Statistic 23.4416

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0242

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF S5 Ms F P
Between 12 16300.2 1358.35 2.29 0.0149
Within 78 46281.8 593.36

Total 90 62582.0
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XXVII Congreso de la Asociacidn Latinoamericana de la Papa — Panama, 2016
“Sabor y nutrician en un solo lugar”

EFICACIA DE BIOCONTROLADORES Y ADITIVOS ORGANICOS EN EL CONTROL DEL
CAMANDULEO DE LA PAPA OCASIONADA POR Spongospora subterranea f. sp. subterranea!

Mesa-Quijane, P.°, Garcia-Dominguez, C.%, Cotes-Prado, A.M.?

! Investigacian financioda por Fundacidn Ceiba y Corredor Tecnoldgico-Cundinamarca

2 Universidad Nacional de Colombia, Facultod de Ciencias Agrarias. Ciudad Universitaria Carrera 45 Bogota, Colombia. e-
mail: pemesgg@unal.edu.co! cgarcigd@unal. edu. co?

? Corporacion Colombiana de investigacion Agropecuario, Corpoica Tibaitata Km 14 via Mosguera Cundinamarca. e-mail:
gmcotes@corpoico.org.co

Palabras claves: Microorganismos, aditivos organicos, reduccion de agallas.

El cultivo de la papa se ve afectado por diversos fitopatogenos e insectos plagas, destacandose en
los dltimos afios la reemergencia de la enfermedad denominada sarna polvosa y camanduleo
causada por el Protista — Plasmodiophorida obligado Spongospora subterranea (Wallr.) Lagerheim f.
sp. subterranea Tomlinson. El camandulec ocasiona en las raices y en los estolones hipertrofia e
hiperplasia de las células radicales, manifestindose en la formacion de agallas alrededor de estos.
La infeccion en raices por 5. subterranea disminuye el area de intercambio, lo que afecta el
crecimiento de la planta y disminuye el area foliar efectiva, reduciendo |a translocacion de nutrientes
hacia los tubérculos y disminuyendo por ende |la produccion.

Objetivos: Seleccionar biocontroladores y aditivos organicos que exhiban el mayor potencial en la
reduccion de la enfermedad camanduleo de la papa en condiciones de semicontroladas.
Materiales y Métodos: En una primera etapa se establecié un protocolo para el desarrollo del
camanduleo con dos concentraciones de indculo, 8.8x10%y 1x10” esporosoros.g” de suelo en tres
condiciones ambientales. Una vez definidas las condiciones para la reproduccion de la enfermedad,
se evalud en los cultivares Parda Pastusa y Diacol Capiro ocho microrganismos potencialmente
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biocontroladores: tres cepas de Trichoderma spp. a 1x10° conidios.mL*, dos rizobacterias a 1x10®
UFC. mL™ y tres actinomicetos en dilucién 1:100. La inoculacién se realizé por inmersién del
tubérculo durante 10 min y aplicacion de 50 mL al suelo 30 dias después de siembra. Adicionalmente
se evaluaron tres aditivos orgdnicos, quitina y quitosan al 0.1 % y 0.5 % aplicados por inmersion del
tubérculo durante 10 min y biocarbon en mezcla con el suelo al 1 %. A las & semanas de establecido
el ensayo se evaluo la incidencia y la severidad expresada como nimero de agallas y se determing
la relacion porcentual entre el nimero de agallas por planta respecto a la media del testigo. Se
realizaron diagramas de caja y bigotes para cada uno de los bioensayos establecidos, donde cada
caja representa dos cuartiles de datos. A la relacion porcentual se le analizd normalidad y
homogeneidad de varianzas y los datos se sometieron a ANOVA y se establecieron diferencias
significativas mediante la prueba de Bonferroni.

Resultados y Conclusiones: En |la primera etapa, se logrd reproducir la enfermedad encontrandose
diferencias significativas (P<0.001) entre los ambientes evaluados, pero no entre las concentraciones
de inoculo del patogeno. El 75% de las plantas sembradas en el municipio de Subachogque en suelo
naturalmente infestado con el patogeno presentaron la enfermedad, con 142 agallas promedio por
planta, mientras que en el invernadero del Centro de Investigacion ubicado en el municipio de
Mosquera solo el 50% de las plantas sembradas en el suelo infestado, proveniente de Subachoque,
tuvo menos de 16 agallas en promedio y en Mosquera a la intemperie, las plantas sembradas en
dicho suelo no presentaron la enfermedad. Por lo que los ensayos subsiguientes se establecieron en
Subachoque. Al aplicar los biocontroladores, se observd disminucidon del desarrollo del camanduleo
en el cultivar Parda Pastusa con el uso de Streptomyces misionensis AcD06 con un 49.03 % de eficacia,
seguido de Pseudomonas fluorescens Ps006 con 40.34 %. En Diacol Capiro la comparacion de medias
Bonferroni (P<0.005) indico que Trichoderma koningiopsis ThOO3 es significativamente diferente al
testigo patogeno, con una reduccion de agallas del 74.22%. A pesar de no ser diferente al patogeno,
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