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RESUMEN

El presente trabajo se llevd acabo con plantas de papa (Solanum tuberosum L.) con
la finalidad de evaluar el control que tienen productos biolégicos (Bacillus subtilis y
Trichoderma harzianum) y un producto comercial (Vigold) sobre el hongo Fusarium
sp. La evaluacién se realizé a partir de tubérculos infectados con Fusarium sp. La
aplicacion de los tratamientos se hizo a la siembra, siendo ésta la Unica aplicacion en
el ciclo del cultivo. Posteriormente a la aplicacién se le dio el manejo normal como se
realiza en campo.

Se realizaron dos evaluaciones, la primera a los 80 dias después de la siembra
donde los principales parametros evaluados fueron incidencia y severidad del
patégeno en tallos, en donde no se obtuvieron dafios causados por Fusarium sp, la
segunda evaluacion se realizé en cosecha a los 165 dias después de la siembra y el
parametro mas importante fue porcentaje de control de Fusarium sp en tubérculos
cosechados donde las diferencias entre tratamientos fueron muy visibles en el cual
se demostré que Trichoderma harzianum es la mejor opcion de control de Fusarium
sp en tubérculos de papa aplicado a la semilla.

En comparacion del producto quimico sobre los productos biolégicos se obtuvo como
resultado que Trichoderma harzianum (producto Biologico) su control sobre Fusarium
sp fue durante todo el ciclo del cultivo, mientras que Vigold (producto quimico) su
efecto de control se manifestd por un determinado tiempo.



INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es originaria de América, especificamente de la
regién sur, en donde se ubica la zona andina, que comprende los paises de Perd,
Ecuador, Bolivia y Chile, aunque también se ha podido demostrar, que algunas
variedades silvestres son originarias de México (Comité Nacional Sistema Producto
Papa, 2013). A nivel mundial, la papa es el tercer cultivo mas importante después del
arroz y el trigo (Hancock et al., 2013).

El cultivo de papa a nivel nacional en el afio agricola 2011 se ubicé en el lugar 17 por
la superficie sembrada, del orden de las 54,500 hectareas, con un rendimiento
promedio nacional de 26.2 toneladas por hectarea, lo que representd un volumen de
produccién de 1,433 millones de toneladas. De éstas, 56% se destiné al mercado en
fresco; 29%, a la industria, y 15% como semilla (Neira, 2012).

Aun y cuando la papa se produce casi todo el afio, el consumo per capita es muy
bajo; en el afio 2000 fue de 16.2 kg, para 2007 aumento a 17 kg por habitante y en el
2013 alcanzo 17.1 kg. Este nivel de consumo es insuficiente para estimular la oferta.
Para el 2022 el consumo per capita de papa fresca sera de casi 20 kg por habitante;
de continuar con esa tendencia, para el 2060, México tendria un consumo de casi 36
kg por habitante (Alonso, 2014).

Una de las grandes limitantes en la produccion de papa son los problemas
fitosanitarios 0 de enfermedades, que afectan plantas y tubérculos, generando
pérdidas en los rendimientos y en la calidad del producto final. Los dafios
ocasionados pueden ser totales o parciales, comprometiendo la rentabilidad final del
cultivo. Los problemas de enfermedades pueden originarse principalmente por la
calidad del material semilla a plantar y por condiciones ambientales propicias para el
desarrollo de ciertas enfermedades (Méndez, 2015).

Numerosas enfermedades de las plantas aparecen por la infeccion que llevan las
semillas, las pérdidas acontecen en el periodo de preemergencia y por la muerte de
las plantulas, sin embargo, mas tarde la dispersion de la enfermedad puede causar la
pérdida total o parcial de la cosecha. Fusarium sp. es un patdgeno que afecta el
rendimiento y la calidad del cultivo (Arispe Vazquez, 2014).

El patégeno Fusarium sp es uno de los mas importantes en el cultivo de la papa,
provocando enfermedades que generalmente ocasionan pérdidas econdémicas. La
sintomatologia mas comun se presenta en tubérculos, con pudricion de la semilla en
el campo o pudricion seca en el almacenaje (Méndez, 2015).

Por ello, en el presente trabajo se realiz6 una evaluacién en la cual se pretende
determinar el control de Fusarium sp, en donde se busca determinar la eficacia de
productos de origen biolégico y quimico. Esto con el fin de identificar cuales pueden



ser las mejores alternativas de control de ciertos patdégenos sin poner en riesgos la
salud humana y preservar el medio ambiente.

Una buena aplicacién de los tratamientos y excelente manejo del cultivo, contribuira
a lograr los mejores resultados de control de patégenos, reducir los costos de
produccion y contribuir a la produccion de alimentos que demanda la sociedad.

Objetivo general

Evaluar métodos de control bioldgico de Fusarium sp en papa.

Objetivos especificos

1.- Evaluar el efecto de control de Trichoderma harzianum sobre Fusarium sp. en
tubérculos de papa

2.- Evaluar el efecto de control de Bacillus subtilis sobre Fusarium sp. en tubérculos
de papa

3.- Evaluar el efecto de control de fluoxastrobin (Vigold) sobre Fusarium sp. en
tubérculos de papa.

Hipotesis

La aplicacion de Vigold (fluoxastrobin) es mas efectiva que Bacillus subtilis y
Trichoderma harzianum para el control de Fusarium sp en el cultivo de papa.
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REVISION DE LITERATURA

Cultivo de la Papa (Solanum tuberosum L.)

Origen y distribucién

La papa (Solanum tuberosum L.) es originaria de la regibn montafiosa Andina
en América de Sur. Se han realizado analisis de sitios antiguos y se ha confirmado
gue la papa ha sido cultivada por mas de 8,000 afios. Se conocen unas 2,000
especies del genero botanico Solanum, de los cuales de 160-168 son plantas
productoras de tubérculos y ocho especies con fines alimenticios, pero solo S.
tuberosum es ampliamente cultivada en el mundo (Rowe, 1993).

La papa fue introducida de América del Sur a Espafia en el afio de 1570y fue
distribuida hacia algunos paises de Europa. Posteriormente llegé a Norteamérica por
medio de los migrantes en 1700 (Maiti and Singh, 2002).

Importancia del cultivo

Es uno de los cultivos de mayor importancia en el planeta, por su alto valor
nutricional (Rhodes, 1982). La produccion anual de este cultivo representa
aproximadamente la mitad de la produccion mundial de todas las raices y tubérculos
(Korschinerk, et al., 1991).

El cultivo de la papa constituye una fuente importante de ingresos para los
agricultores, ademas de generar empleos para los trabajadores agricolas que
abarcan todas las labores de siembra, escardas, riego, aplicacion, etc. Incluyendo
labores de postcosecha como cargadores, transportistas y comerciantes (Rocha,
1985).

Como cultivo, ocupd el quinto lugar en el renglén alimenticio en la dieta de los
mexicanos, después del maiz, frijol, trigo y arroz. Con un consumo per capita de 16.2
kilogramos (FIRA, Ochoa Neira, 2013)

La papa se cultiva en 22 estados de la Republica, concentrandose en la zona
Norte y Noroeste del pais. Seis entidades concentran el 73.5% del volumen y 76.2%
del valor generado: Sonora, Sinaloa, Veracruz, Nuevo Lebén, México y Puebla
(SHCP, 2014).

En la region papera del sur de Coahuila y Nuevo Ledn, el promedio de produccion
por hectarea es de 45 toneladas, sin embrago, algunos productores llegan a obtener
hasta 65 ton /ha. Ademas de generar una buena fuente econdGmica para los
agricultores y proporcionar fuentes de empleo para los campesinos de la regién. Las
variedades que mas se siembran son Fiana y Aghata (Flores, 2017).
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La papa es una hortaliza que tiene diversos usos: en fresco para consumo humano,
en la elaboracion de diversos platillos gastrondmicos, como materia prima en la
elaboracion de forraje para el consumo animal, y en la industria quimica, para la
extraccion de alcohol y fabricacion de licores, esencias, aromas, entre otros (SIAP-
SAGARPA, 2014).

En México, el tubérculo de papa se produce todo el afio, practicamente, desde el
nivel del mar (Sinaloa, Sonora, entre otros), hasta altitudes superiores a los 2,400
metros sobre el nivel del mar (Jalisco, Michoacéan, Veracruz, entre otros), por lo que
su oferta en el mercado en fresco es permanente. Se cultiva todo el afio, tanto en los
ciclos primavera-verano (abril a septiembre), asi como en el de otofio-invierno (de
octubre a marzo), bajo condiciones de temporal y riego. El cultivo de papa en México
alcanza un valor cercano a los 11 mil mdp, cifra que le coloca como el 7°cultivo mas
importante en el pais. Esta actividad se ha estancado en los Ultimos afios, sin
mostrar un crecimiento significativo (SIAP-SAGARPA, 2014).

Variedades

En el mundo se encuentra una gran cantidad de variedades, las cuales se pueden
dividir en industriales, para consumo en fresco y variedades llamada finas. En
nuestro pais existe un gran numero de variedades entre las que destacan la Alpha,
gue participa con el 44% de la superficie nacional cosechada y mas de la mitad de la
produccion total del pais; ademas de que se cuenta con otras como la Atlantic,
Gigant, Mundial, entre otras (FAO, 2008).

Ubicacion taxondmica

De acuerdo a (Montaldo 1984) la ubicacion taxonémica de la papa es la
siguiente:

Reino: Vegetal
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnolipsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: S. tuberosum
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Descripcion botanica

Es una planta suculenta, herbacea y anual por su parte aérea, perenne por
sus tubérculos (tallos subterraneos) que se desarrollan al final de los estolones que
nacen del tallo principal y a veces de varios tallos, segun el nimero de yemas que
hayan brotado del tubérculo (Montaldo, 1984).

Raiz: el sistema radical esta formado por muchas ramificaciones, ya sea de
planta originada de semilla o planta origina de tubérculo. La raiz es gruesa y
pivotante, su mayor aérea de desarrollo se encuentra entre los 60 y 80 cm de
profundidad.

Tallo: son aéreos, gruesos, fuertes y angulados, al principio son erguidos y
con el tiempo se van extendiendo hacia el suelo. Los tallos se originan en la yema
del tubérculo, siendo su altura variable entre 0.5 y 1m son de color verde pardo
debido a los pigmentos asociados a la clorofila, estando presentes en todo el tallo.

Rizomas: son tallos subterraneos de los cuales surgen las raices
adventicias, los rizomas producen unos hinchamientos denominados tubérculos,
siendo éstos ovales o redondeados.

Tubérculos: son los 6rganos comestibles de la panta. Estan formados por
tejido parenquimatoso, donde se acumulan las reservas de almidon. En las axilas de
los tubérculos se situan las yemas de crecimiento llamadas “ojos”, dispuestas en
espiral sobre la superficie del tubérculo.

Hojas: son compuestas, imparipinnadas y con foliolos primarios,
secundarios e intercalares. La nerviacion de las hojas es reticulada, con una
densidad mayor en los nervios y en los bordes del limbo. Cuando la planta empieza a
producir tubérculos la produccion de hojas se reduce ligeramente para concentrarse
en los tubérculos que crecen rapidamente, cuando los tubérculos alcanzan su
maximo desarrollo las hojas se tornan amarillentas.

Inflorescencias: cimosas, situadas en la extremidad del tallo y
sostenidas por un escapo floral. Es una planta autégama; las flores tienen la corola
rotdcea gamopétala de color blanco, rosado, violeta, etc.

Fruto: en forma de baya redondeada de color verde de 1 a 3 cm de
diametro, que se tornan amarillos al madurar. El fruto contiene en sus loculos
abundantes semillas, las cuales son pequefias, lenticulares y blancas (Montaldo,
1984)
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Principales enfermedades que afectan al cultivo de papa

De las principales limitaciones para la produccién de éste tubérculo, se encuentran
los problemas de enfermedades causadas por diferentes organismos los cuales se
presentan a continuacion.

Fitoplasmas: los principales fitoplasmas que afectan el cultivo de papa son, la punta
morada de la papa, escoba de brujas y la bola de hilo.

Nematodos: entre los nematodos se encuentran Globodera pallida, G. rostochiensis,
Meloidogyne spp. y Nacobbusaberrans, que inducen agallas, Pratylenchus spp.
induce lesiones radiculares (Cepeda, 2003).

Virus: al presentarse se han reportado alrededor de 28 virus que infectan al cultivo
de la papa. De éstos, el virus X (PVX), virus Y (PVY), y el virus del enrollamiento de
la hoja (PLRV) de la papa, son los mas importantes a nivel mundial.

Bacterias: Las principales enfermedades bacterianas que afectan a este cultivo son,
Marchitez bacteriana Ralstonia solanacearum, Pierna negra y pudricion blanda
Pectobacterium spp., Pudricion anular Clavibacter michiganensis sub., Sarna comuan
Streptomyces scabies (Thaxter), (Hiltunen et al., 2005).

Hongos: entre las enfermedades fungosas se encuentran la rofla Spongospera
subterranea, Tizon tardio Phytophthora infestans, Pudricion rosada Phytophthora
erythroseptica, Tizén temprano Alternaria solani, Pudricién basal Sclerotium rolfsii,
Rizoctoniosis Rhizoctonia solani, Pudricion seca y marchitez por Fusarium spp
(Reynoso et al., 2011).

De los principales hongos que afectan el cultivo de papa se encuentra Fusarium sp.
gue a continuacion se presenta su descripcion.

Fusarium spp

Dentro de las enfermedades que afectan el cultivo F. oxysporum es un hongo
cosmopolita que existe en muchas formas patogénicas, parasitando mas de 100
especies de plantas Gimnospermas y Angiospermas, gracias a los diversos
mecanismos que tiene el hongo para vencer las defensas de muchas plantas
(Bosland, 1988, citado por Garcés et al., 2001).

Existen mas de 120 formas especiales diferentes, estas han sido identificadas
sobre la base de la especificidad de especie huésped que pertenecen a una amplia
gama de familias de plantas (Di pietro et al., 2003). Entre las formas especiales de
importancia econémica tenemos a: Fusarium oxysporum f.sp. cubense (mal de
Panama del banano); Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (marchitez del tomate);
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli (marchitez del frijol); Fusarium oxysporum f.sp.
pisi (marchitez de la arveja); Fusarium oxysporum f.sp. dianthi (marchitez del clavel);
Fusarium oxysporum f.sp. chrysanthemi (marchitez del crisantemo); Fusarium
oxysporum f.sp. melonis (Agrios, 2005).
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Morfologia

El micelio es incoloro al principio, pero con la edad se vuelve de color crema,
amarillo palido, rosa pélido o violeta (Agrios, 2005). Los macroconidios se forman en
esporodoquios de color naranja palido, generalmente abundantes. Los
macroconidios son cortos a medio en longitud, encorvados a casi rectos y de
paredes delgadas, generalmente con 3 septos. La célula apical es corta y
ligeramente enganchada en algunos aislamientos. La célula basal posee forma de
pie. Los macroconidios se forman a partir de monofialides en conidioforos
ramificados en los esporodoquios y en menor medida de monofialides en hifas. Los
microconidios generalmente sin septos, pueden ser de forma oval, eliptica o
reniforme (en forma de rifién) y se forman abundantemente en falsas cabezas en
cortos monofialides. Las clamidosporas se forman abundantemente en hifas en la
superficie del agar en la mayoria de 16 los aislados, especialmente en clones
saprofitos del suelo, pero pueden formarse lentamente (4-6 semanas) en algunos
aislamientos (Leslie et al., 2006). Los tres tipos de esporas se producen en los
cultivos del hongo y probablemente en el suelo, aunque solo las clamidosporas
puede sobrevivir en el suelo durante mucho tiempo (Agrios, 2005).

Sintomas

Fusarium oxysporum. Se ha caracterizado por causar sintomas que causan dafio en
el sistema vascular ocasionando dafios en los marchitamientos, coloracion amarilla, y
putrefaccion de la raiz, dentro de los dafios el que cobra mayor importancia es el de
marchitamiento vascular que generalmente Fusarium oxysporum es el que lo
ocasiona en mayor grado (Agrios, 1988).

El ataque con frecuencia se inicia en el sistema radicular, especialmente en aquellas
raices mas finas, de ahi el dafio avanza hacia el tallo. Los sintomas de la marchitez
fusarica, se observan principalmente en las hojas mas viejas, muestran estas una
clorosis seguida de una marchitez; dichos sintomas progresan posteriormente a las
hojas jovenes iniciandose al mismo tiempo una invasion del sistema vascular por el
hongo (Smith et al., 1992).

(Roberts et al., Boothroyd 1978), indicaron que los sintomas de la marchitez causada
por el hongo puede desarrollarse con mayor rapidez durante la floracion y la
fructificacion. En los cultivos generalmente dichos marchitamientos van a observarse
en forma de manchones que se extiende en forma gradual hasta cubrir todo el cultivo
causando la muerte prematura de las plantas. Los sintomas de la marchitez se ven
mas acentuados durante el dia o durante las horas intensas de calor y durante las
noches hay una aparente recuperacion de la planta.
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Ubicacion TaxonGmica
Clasificacion taxonémica de Fusarium oxysporum (Michielse y Rep, 2009).
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Order: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium

Especie: oxysporum

Manejo en Fusarium
(Agrios 2008) sefialé que algunas alternativas de manejo para esta enfermedad son:

[0 Usar variedades resistentes, es el unico método practico para controlar la
enfermedad en el campo (actualmente se dispone de varias, en ciertos cultivos).

[ Esterilizar los almacigos en invernaderos.

[J Usar semilla y trasplantes sanos es un hecho que resulta obligatorio, y debe
efectuarse el tratamiento con agua caliente de las semillas sospechosas antes de
gue se siembren.

[0 El usar hongos antagonistas como Trichoderma y bacterias del género
Pseudomonas han dado buenos resultados.

[ Usar plasticos transparentes durante el verano disminuye la incidencia de la
enfermedad.

Mendoza (1983) citado por Uh (2007), agrega para el control de esta enfermedad se
puede recurrir a:

[J Tratar la semilla con agua caliente por 20 min a 50°C, para matar al patégeno.

1 No fertilizar con demasiado Nitrogeno y evitar deficiencias de Potasio.
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Control quimico de Fusarium sp

El control de los patégenos que causan las enfermedades de las plantas hasta la
fecha se realizan con productos quimicos, los cuales se aplican al follaje, a las
semillas y al suelo (Arispe Vazquez, 2014).

Existen diversas técnicas de control quimico de Fusarium sp. (Gutiérrez 1991)
menciona que en una cama de produccion con sintomas de esta enfermedad deben
hacerse aplicaciones de formaldehido 50% para evitar contagio.

El mismo autor menciona otros tratamientos a base de dazomet, Methan sodio, metil
isotiocianato, ademas de la aplicacion de fungicidas sistémicos como benomyl,
Thiabendazol, Carbendazim y metilthiofanato.

Entre los productos quimicos que mas se utilizan actualmente para el control de
Fusarium sp se encuentran: Vigold (Fluoxastrobin) y Tecto 60 (Thiabendazol).

Vigold (Fluoxastrobin)

Las estrobilurinas sintéticas derivadas de la estructura basica de plomo de
Strobilurin. Son la clase quimica de fungicidas agricolas descubiertos en la segunda
mitad de los afios ochenta y a lo largo de los afios noventa.

La estructura de la fluoxastrobin combina un innovador toxéforo, con una respuesta
optima, cadena lateral ajustada con un Fltor en el anillo de pirimidina como elemento
esencial.

La fluoxastrobina, representa una clase novedosa de estrobilurinas con un valor
biologico de rendimiento. Es el primer fungicida comercial de estrobilurina de
sistémica foliar distinta. Ha sido desarrollado como un fungicida para aplicaciones en
cultivos de cereales, papas, verduras y otros cultivos (U. Heinemann, J. Benet-
Buchholz, W. Etzel and M. Schindler).

Tecto 60 (Thiabendazol)

Identificacion:
Nombre quimico: 2-(tiazol-4-il) bencimidazol, o bien 2-(4-tiazolil)-1H-benzimidazo

Thiabendazol producto sistémico con actividad fungicida preventiva y curativa por
contacto, de amplio campo de accion. Se absorbe por raices y hojas e impide la
mitosis al unirse a la tubulina por lo que se altera el crecimiento del hongo. También
actlia sobre algunos nematodos.
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En el suelo, su vida media puede oscilar de 33 y 120 dias segun condiciones de
humedad y temperatura. Se considera altamente persistente: 403 dias.

Campo de actividad: entre las numerosas enfermedades de origen fangico que
previene aplicado en presiembra, precosecha, postcosecha y tratamiento de semillas
destaca Fusarium sp en el cultivo de papa (Terralia, 2017).

La principal ventaja del control bioldgico sobre el control quimico esta en la ausencia
de residuos quimicos sobre las partes comestibles de los cultivos, asi mismo aminora
el dafio al medio ambiente por la falta de quimicos persistentes (Zulia, 2009).

Control biolégico

La utilizacion de microorganismos antagonistas constituye una alternativa para
disminuir la incidencia de enfermedades, mejorar la nutricion y la resistencia de las
plantas (Pocasangre, 2000). Investigaciones han demostrado que existen varios
mecanismos de accion de estos antagonistas para controlar el desarrollo de
patdgenos, que involucran generalmente antibiosis, competencia por espacio o por
nutrientes, interacciones directas con el patégeno (micoparasitismo y lisis enzimatica)
e induccion de resistencia (Fernandez, 2001; Berg y Hallmann, 2006).

El control biologico se refiere a la utilizacion intencionada de organismos vivos
introducidos o nativos, para suprimir las actividades y poblaciones de uno o0 mas
fitopatogenos (Pal et al., McSpadden, 2006).

Los fitopatdgenos son los factores mas importantes que causan pérdidas a los
productos agricolas cada afio. Para minimizar estas pérdidas, los agricultores utilizan
fungicidas que causan efectos toxicos a la salud humana. Por lo tanto, la necesidad
de una agricultura sostenible dependera cada vez mas en la integracion de la
biotecnologia con las practicas agricolas tradicionales. EI método de control
sostenible y ambientalmente mas aceptable, puede conseguirse utilizando el control
bioldgico, debido al esfuerzo para reducir el uso de agroquimicos y sus residuos en
el medio ambiente y en los alimentos. Para mejorar la produccion de cultivos es
necesario, identificar, entender y utilizar microorganismos o productos microbianos
para el control de fitopatogenos, estos puntos son partes integrales de la agricultura
sostenible (Khokhar et al., 2012).
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Bacillus subtilis

B. subtilis es un microorganismo autoctono de suelo que prospera en la naturaleza,
donde se encuentra ampliamente distribuido en muy diversos habitats y los cuales ha
colonizado eficientemente debido a sus cualidades, entre las cuales podemos
mencionar; el tener un programa genético que le permite formar esporas, crecer en
un amplio rango de temperaturas, la capacidad de moverse, mostrar velocidades de
crecimiento altas, producir enzimas hidroliticas que le permiten formar esporas
extracelulares y una variedad de antibiéticos. Es una de las 40 especies reconocidas
del Género Bacillus, su identificacion es sencilla: forma esporas termo resistentes, es
catalasa Voges- Proskauer positivo, su crecimiento es agar anaerobico (agar
nutritivo) es negativo y la hidrolisis del almidon es positiva (Slepecky y Hemphill,
1992). Este microorganismo son bacilos moviles, células individuales o pequefias
cadenas, temperatura de crecimiento de 15 a 55°C, reduce el nitrato a nitrilo, e
hidrolizan almidén y caseina. (Nakamura, et al., 1999) en medios complejos con
glucosa o nitrato se observa un crecimiento anaerobico restringido (Sallé, 1968).

Morfologia colonial

Todas las caracteristicas de Bacillus subtilis pueden ser observadas durante el
crecimiento de la bacteria en una superficie de agar. La colonia es tradicionalmente
circular, con bordes definidos, de color crema o blanco. Las bacterias se extienden
desde el centro, manteniendo limitada la forma circular de la colonia. Se puede ver el
movimiento de este organismo de manera individual bajo la observacion de un
microscopio. Las bacterias individuales viajan en bandas, moviendo a la colonia en
conjunto. Bacillus subtilis s6lo se puede mover en una direccion: hacia delante
(Ferreira, et al., 1991).

Ubicacion Taxondmica

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus
Especie: subtilis

(Ehrenberg, 1835; Cohn 1872)
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Modo de accion de B. subtilis
Antibiosis

Produce enzimas hidrofilicas extracelulares que descomponen polisacéridos, acidos
nucleicos permitiendo que el organismo emplee estos productos como fuente de
carbono y electrones. Producen antibiéticos como la bacitricina, polimixina,
gramicidina y circulina, reduciendo la incidencia de enfermedades (Cuervo 2010).

(Cuervo 2010) menciona que B. subtilis segrega una proteina llamada subtilina que
actla sobre la pared celular de los hongos, minimizando su tamafo, también
demostrd que induce resistencia sistematica natural de la planta contra el patégeno
fungoso, propiedad llamada Resistencia Sistematica Adquirida (SAR).

Estudios demuestran que B. subtilis colabora activamente en la degradacion de
diversos sustratos celulésicos gracias a la enzima que este aporta (Utkhede et al.,
Smith 1991).

Trichoderma harzianum

Trichoderma forma una colonia que se desarrolla rapidamente, al inicio el micelio es
sumergido y eventualmente es aéreo hialino muy variable en su forma, puede ser
enmarafado, flocoso, lanoso o aracnoideo, dependiendo de la cepa y del medio de
cultivo. El color de la colonia es variable, puede ser amarillo, ambar, rojizo opaco o
amarillo-verde. Produce un olor principalmente pronunciado o débil, caracteristico del
género, lo que sugiere el olor a coco o alcanfor. La produccion de conidios es
abundante en pustulas o formando mechones compactos, normalmente en tonos
verdes y con menos frecuencia blanco, gris o marrones. El conidiéforo en la mayoria
de las especies posee un eje principal ampliamente ramificado a intervalos regulares,
con ramas sucesivas apicalmente, las distales son mas cortas y estrechas; la
ramificacion del conidiéforo es mas o menos divergente, solitario, emparejados o0 en
verticilos; las ramificaciones verticiladas en forma consecutiva pueden dar como
resultado una estructura piramidal altamente ramificada, en otras especies la
ramificacion es menor, regularmente con ramas solitarias 0 en parejas. La
anastomosis puede ocurrir entre conidioforos adyacentes. Presenta células
conidiogénicas, conocidas como fialides, por lo general dispuestas en verticilos
divergentes, terminales en las ramas del conidi6foro o directamente debajo de los
septos a lo largo de los conidioforos y ramas, de lo contrario son emparejadas o
solitarias 'y dispuestas irregularmente; cilindricas, subuladas, lageniformes,
ampuliformes o subglobosas; generalmente atenuadas a un conidi6foro estrecho,
teniendo el cuello corto y cilindrico. Los conidios son unicelulares, tipicamente
verdes, grisaceos o parduscos o incoloros; las paredes son lisas a claramente
rugosas o con proyecciones sinuosas, ampollosas o en forma de ala de la pared
exterior; subglobosos, ovoides, elipsoides, oblongos o cilindricos. Las clamidosporas
generalmente estdn presentes y son abundantes, especialmente en el micelio
sumergido; son intercalares o terminales en cortas ramas laterales de las hifas
vegetativas; de apariencia globosa a elipsoide, incoloras o de color amarillento a
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verdoso, lisas y a veces de paredes gruesas (4 pm). Las hifas vegetativas
generalmente son hialinas de paredes lisas de 1 -10 ym de ancho, con menos
frecuencia (o en el micelio sumergido) de color amarillo pélido, con un engrosamiento
de pared irregular de hasta 16 ym de anchura (Gams y bissett, 1998).

Sistematica de Trichoderma

La taxonomia del género Trichoderma ha sido debatida fuertemente y no ha sido sino
hasta épocas recientes que se ha podido realizar una identificacion taxonémica
confiable (Druzhinina y Kubicek, 2005). Los andlisis filogenéticos muestran que
Trichoderma e Hypocrea son congéneres (Samuels, 2006). Otros andlisis revelan
gue especies de Hypocrea con ascosporas verdes y anamorfos de Trichoderma son
derivados desde dentro de Hypocrea, pero no forman un grupo monofilético. Los
caracteres fenotipicos por si solos no son generalmente Utiles en la comprension de
relaciones filogenéticas en este grupo de organismos, ya que los caracteres
teleomorfos son generalmente muy conservados y caracteres anamorfos tienden a
ser morfologicamente divergentes dentro de los linajes monofiléticos o clados
(Cheverriy Samuels, 2003).

Mohiddin et al., (2010) ubican al género Trichoderma como sigue
Reino: Fungi
Divisién: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma

Especie: harzianum
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Habitat

La temperatura 6ptima de crecimiento para la mayoria de Trichoderma spp., esta en
el rango de 25-30 °C Segun estudios de laboratorio (Klein y Eveleigh, 1998). Daved
(1983) demostro que Trichoderma harzianum introducido en un suelo de campo fue
capaz de sobrevivir saprofiticamente por 3 afos.

Trichoderma se considera generalmente como un género de hongos del suelo de
vida libre, pero la evidencia sugiere que las especies de Trichoderma pueden ser
simbiontes oportunistas de plantas, no virulentas, asi como pardsitos de otros
hongos. Los miembros del género Trichoderma estan universalmente presentes en
casi todos los suelos del mundo, aunque algunas especies pueden ser cosmopolitas
(por ejemplo, T. harzianum) o limitadas (por ejemplo, T. viride) en su distribucion
geogréfica (Samuels, 2006).

Las especies de Hypocrea se encuentran con mayor frecuencia en la corteza o en la
madera descortezada de arboles, pero muchas especies crecen en hongos de repisa
(por ejemplo H. pulvinata), exidia (H. sulphurea), nidos de péjaro (H. latizonata) o en
agaricos (H. avellanea) (Cheverri y Samuels, 2013).

Mecanismos de accion de Trichoderma

En la accion biocontroladora de Trichoderma se han descrito diferentes mecanismos
de accion que regulan el desarrollo de los hongos fitopatégenos. Entre estos, los
principales son la competencia por espacio y nutrientes, el micoparasitismo y la
antibiosis, los que tienen una accion directa frente al hongo fitopatégeno, (Leal 2000
et al., Lorenzo 2001). Estos mecanismos se ven favorecidos por la habilidad de los
aislamientos de Trichoderma para colonizar la rizosfera de las plantas. Otros autores
han sugerido distintos mecanismos responsables de su actividad biocontroladora,
gue incluyen, ademas de los mencionados, la secrecion de enzimas y la produccion
de compuestos inhibidores (Haram 1996 et al., Zimand 1996).

Ademas, se conoce que Trichoderma presenta otros mecanismos, cuya accion
biorreguladora es de forma indirecta. Entre estos se pueden mencionar los que
elicitan o inducen mecanismos de defensa fisiolégicos y bioquimicos como es la
activacion en la planta de compuestos relacionados con la resistencia (Induccion de
Resistencia), (Harman 2004) con la detoxificacion de toxinas excretadas por
patégenos y la desactivacion de enzimas de estos durante el proceso de infeccion; la
solubilizacion de elementos nutritivos, que en su forma original no son accesibles
para las plantas. Tienen la capacidad, ademas, de crear un ambiente favorable al
desarrollo radical lo que aumenta la tolerancia de la planta al estrés (Harman 2003).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

El estudio se realiz6 en el periodo de marzo - agosto del afio 2016, bajo condiciones
de invernadero del Departamento de Parasitologia ubicado en la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAA), (Figura 1).

Figura 1. Toma aérea de la UAAAN, donde se ubica el invernadero de Parasitologia
#x Invernadero Forestal

¥2 Invernadero Parasitologia
¥k Rectoria

Fuente: Google Maps
Obtencion de material biolégico

La variedad utilizada de papa fue Fiana, los tubérculos infectados se obtuvieron de
un productor de papa de los Mochis, Sinaloa, México. También se obtuvieron
tubérculos sanos obtenidos de la misma region.

Cabe mencionar que los tubérculos que se utilizaron como semilla tenian un dafio
muy severo por el hongo Fusarium sp (Figura 2) por lo que ya no seria necesaria una
inoculacion del mismo.

Figura 2. Tubérculos con dafio por Fusarium sp (semilla utilizada).
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Establecimiento del ensayo

El presente experimento se establecié en condiciones de invernadero. Se utilizo el
disefio experimental de bloques al azar con cinco tratamientos (Tabla 1). Las plantas
se establecieron en una cama de 8 metros de largo por 1 metro de ancho con
condiciones de suelo normales, ademas, se utilizé cintilla de goteo para facilitar el
riego.

En el experimento se utilizaron ocho repeticiones por tratamiento, un tubérculo por
repeticién, por tanto, se utilizaron 40 tubérculos, en el testigo absoluto se utilizaron
tubérculos que carecian de dafio por Fusarium sp.

Al momento de la siembra, al fondo del surco se aplicé una mezcla de fertilizante con
la dosis (150-300-150+gallinaza), seguidamente se colocaron los tubérculos con una
distancia entre ellos de 12 cm.

Todos los tratamientos se aplicaron al momento de la siembra (Figura 3) con su
respectivas dosis y cantidad de agua (400 cc).

Figura 3. Aplicaciéon de tratamientos al momento de la siembra
Tratamientos evaluados y Concentracion de tratamientos

Cuadro 1. Se muestran los tratamientos evaluados, concentracion y la cantidad
utilizada en el experimento.

Tratamiento Concentracion de Cantidad aplicada
los productos

Testigo absoluto - -

Testigo + Fusarium - -

Fusarium + Trichoderma harzianum 1 x 10° ufc/gr 0.248 gr/400cc agua
Fusarium + Bacillus subtilis 1 x 10° ufc/ml 3 cc/400cc agua
Fusarium + Vigold 40.3 % 0.8 cc/400cc agua
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Modelo estadistico del analisis

El efecto de los tratamientos se analiz6 a través del programa InfoStat y por la
prueba de comparacién de medias de LSD Fisher.
Para la realizacion de graficas se utilizé el programa SigmaPlot 10.0.

Evaluacién

El experimento se establecié en un disefio de bloques al azar en 5 tratamientos, la
evaluacién se dividié en dos etapas. la primera evaluacion se realizé a los 80 dias
después de la siembra (DDS) y la segunda evaluacién se hizo en cosecha a los 165
dias después de la siembra.

Variable y parametros evaluados
Los parametros evaluados para identificar Fusarium sp en plantas de papa en el
experimento fueron: Incidencia y severidad en base a niveles de dafio de tallos en

desarrollo. La variable evaluada fue control de la enfermedad en tubérculos
cosechados.

Parametros tomados en cuenta en la primera evaluacion

(80 Dias después de la siembra)

Se utilizaron 2 repeticiones de cada tratamiento completamente al azar para realizar
la primera evaluacion.

Longitud de tallo.
Se realiz6 utilizando cinta métrica y con exactitud se midié en centimetros.

Longitud de raiz.
Se realiz6 utilizando cinta métrica y con exactitud se midié en centimetros.

Numero de tubérculos. Contabilizados por planta en cada tratamiento.
Numero de tallos. Contabilizados por planta en cada tratamiento.
Diametro de tallo a base.

Se realiz6 utilizando un vernier y se midié en milimetros exactamente en la base del
tallo.
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Incidenciay Severidad en tallos.

Una vez que se realizaron todos los parametros antes mencionados, se procedi6 a la
evaluacion destructiva que consistia en hacer un corte longitudinal en los tallos de las
plantas evaluadas (Figura 4), esto se hizo con el fin de observar los sintomas de la
enfermedad. Sintoma comun, taponamiento de haces vasculares.

E

oSS

-

Figura 4. Corte longitudinal en tallo de planta de papa.

La segunda evaluacion se realiz6 en la cosecha a los 165 dias después de la
siembra, donde se tomaron en cuenta los siguientes parametros.

Numero de tubérculos. Contabilizados por planta en cada tratamiento.

Diametro de Tubérculos. Se realizo utilizando un vernier y medidos en milimetros.
Peso total de tubérculos. Se utilizo bascula digital.

Incidencia de Fusarium en Tubérculos.

Una vez que se realizaron todos los parametros antes mencionados, se procedio a la

evaluacion destructiva que consistia en hacer un corte transversal en tubérculos
(Figura 5), esto se hizo con el fin de observar la incidencia del patégeno.

Figura 5. Corte transversal en tubérculos de papa cosechada.
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RESULTADOS

El resultado del analisis microbioldgico indico la presencia de Fusarium sp como se
puede observar en la Figura 6.

Figura 6. Hongo Fusarium sp en medio de cultivo y observado a través de microscopio

Para determinar el porciento de control de la enfermedad se tomaron en cuenta
varios parametros ya antes mencionados, divididos en dos evaluaciones.

Evaluacion 1 (80 DDS)

Longitud de tallo
El porcentaje de altura de tallos a los 80 dias se demostro que en el tratamiento 2 se

obtuvo poco desarrollo en comparacion al tratamiento 3 y 4, que presentaron
similitud en crecimiento (Grafical), mientras que el testigo absoluto T1 obtuvo el
valor mas bajo en éste parametro comparado con el tratamiento 5 que fue el que
demostré una mejor altura en plantas.

Longitud de tallo

150 120 129
107 108,5
100 62,5
) '
1 2 3 4 5

Tratamientos

Centimetros

Grafical. Promedios de longitud de tallo de plantas de papa por tratamiento.
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Longitud de raiz
El andlisis de varianza detecté diferencias significativas al P<0.05, el tratamiento

donde se aplicé Vigold (T5) se obtuvo la mayor longitud de raiz (32 cm) en
comparacién con el testigo absoluto (T1) con 19 cm (Grafica 2), esto demuestra un
aumento de 40.62% en relacion al testigo.

Longitud de raiz

35
30

32
23,5 23
25 19 20
2
1
1
1 2 3 4 5

Tratamientos

Centimetros
o U1 O U1 O

Grafica 2. Promedios de longitud de raiz de plantas de papa por tratamiento.

Numero de tubérculos
En la gréfica 3 se observa que a los 80 dias de desarrollo del cultivo no se tiene

produccion de tubérculos, sin embargo, el tratamiento 2 (Testigo +Fusarium) se
distingue por ser el tratamiento que mejores resultados muestra en éste parametro.

Numero de tubérculos

1,5
1,5

0,5

# de tuberculos

0 0 0 0
— _—— _—— _——

1 2 3 4 5

Tratamientos

Grafica 3. Promedios de nimero de tubérculos en plantas de papa por tratamiento.
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Numero de tallos
El analisis de varianza no detecto diferencias significativas al P<0.05, sin embargo,

en los tratamientos 3 y 4 se obtuvo el mayor nimero de tallos en comparacion con el
testigo absoluto (T1) esto demuestra un aumento de 50% en relacion al testigo

(Grafica 4).

Numero de tallos

1,5 1,5
1,5
1 1 1
1
0,5
1 2 3 4 5

Numero de tallos

0

Tratamientos

Grafica 4. Promedios de nimero de tallos en plantas de papa por tratamiento.

Diametro de tallo
En el analisis de varianza no se detectaron diferencias significativas entre los

tratamientos en éste parametro, pero numericamente el tratamiento 2 demostré las
mejores medidas en comparacion con el tratamiento 1 y 4 que tuvieron similitud

(Grafica 5).

Diametro de tallo

14,8 e
15 12,4 13 12,25 :
10
5
1 2 3 4 5

Milimetros

0

Tratamientos

Grafica 5. Promedios de didmetro de tallo a la base en plantas de papa por tratamiento.
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Incidencia 'y Severidad
En las siguientes figuras de la evaluacion, se demuestra si existen dafios causados

por el patbgeno Fusarium sp.

Testigo Absoluto
A los 80 dias de desarrollo del cultivo se observa que no existen dafios causados por

Fusarium sp (Figura 7). La incidencia y severidad en este Tratamiento es de 0%.

Figura 7. Evaluacion de incidencia y severidad en el testigo absoluto.

Testigo con Fusarium sp.
A los 80 dias de desarrollo del cultivo se observa que no existen dafios causado por

Fusarium sp (Figura 8). La incidencia y severidad en este Tratamiento es de 0%.

Figura 8. Evaluacion de incidencia y severidad en el testigo con Fusarium sp
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Fusarium +Trichoderma harzianum

A los 80 dias de desarrollo del cultivo se observa que no existen dafios causado por
Fusarium sp (Figura 9). La incidencia y severidad en este Tratamiento es de 0%.

ATTUTTL
+ Trichoderm

Figura 9. Evaluacién de incidencia y severidad en Fusarium sp + Trichoderma harzianum.

Fusarium + Bacillus subtilis

A los 80 dias de desarrollo del cultivo se observa que no existen dafios causado por
Fusarium sp (Figura 10). La incidencia y severidad en este Tratamiento es de 0%.

S : . F

Figura 10. Evaluacién de incidencia y severidad en Fusarium sp + Bacillus subtilis.
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Fusarium + Tratamiento convencional (Vigold)

A los 80 dias de desarrollo del cultivo se observa que no existen dafios causado por
Fusarium sp. La incidencia y severidad en este Tratamiento es de 0%.

La imagen compara el dafio de Fusarium que se observa en la semilla con la raiz y
tallo sano de la misma planta (Figura 11).

Figura 11. Evaluacion de incidencia y severidad en Fusarium sp + Vigold.

Evaluacion 2 (165 DDS)
NUmero de tubérculos

La grafica muestra que a los 165 dias de desarrollo del cultivo ya se observa un
aumento en la produccion de tubérculos, en el analisis de varianza se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos en éste parametro, obteniendo que el
tratamiento 3 demostré un aumento de 71% sobre el testigo absoluto (Grafica 6).

Numero de tubérculos
13,333

15,000 12,167
10,167
10,000 7,167
3,833
1 2 3 4 5

Numero de tubérculos

0,000

Tratamientos

Grafica 6. Promedios de nimero de tubérculos en plantas de papa por tratamiento.
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Diametro de tubérculos

En el andlisis de varianza se detectaron diferencias significativas entre los

tratamientos de éste parametro, obteniendo el mejor resultado el tratamiento 3 que

sobre sale con un 32.60%, sobre los demas tratamientos. En éste parametro el

tratamiento 5 demostro6 resultados menores a los del testigo absoluto (Grafica 7).
Diametro de tubérculos

47,100

50,000
40,000 30,217
25,750
30,000 20,967 20,417
20,000
10,000
1 2 3 4 5

Mililimetros

0,000

Tratamientos

Grafica 7. Promedios de diametro de tubérculos en plantas de papa por tratamiento.

Peso total de tubérculos

El andlisis de varianza detecté diferencias significativas al P<0.05, el tratamiento
donde se aplicé Trichoderma harzianum T3, se obtuvo el mayor peso de tubérculos
esto se debe a que también fue el tratamiento con mayor numero de tubérculos
(Grafica 6). En comparacion con el testigo absoluto (T1), todos los tratamientos
mostraron mayores resultados (Grafica 8).

Peso total de tubérculos

479,10

500,00

400,00 268,82 300,13

300,00

200,00 140,00

e U
2 3 4 5

Gramos

0,00
1

Tratamientos

Grafica 8. Promedios de peso total de tubérculos en plantas de papa por tratamiento.
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Incidencia de Fusarium en tubérculos.

Con respecto al numero de tubérculos (Grafica 6) se identific6 cuantos de éstos
contaban con la incidencia de Fusarium sp y el andlisis de varianza detectd
diferencias significativas en éste pardmetro, obteniendo como resultado que en el
tratamiento 2 de todos los tubérculos obtenidos, el 100% tenia incidencia de
Fusarium, mientras que el Tratamiento 1 fue el que mostro menos porcentaje de
tubérculos con incidencia (Grafica 9).

Incidencia de fusarium en tubérculos

100,000
100,000 80290 77,849
80,000 62,818
60,000 20,556
N

40,000
20,000

0,000

1 2 3 4 5

Tratamientos

Grafica 9. Incidencia de Fusarium sp en tubérculos de papa por tratamiento, con respecto a la gréfica 6

Porcentaje de control de Fusarium sp reflejado en los tubérculos de cada uno
de los tratamientos.

El control de Fusarium sp en tubérculos cosechados a los 165 dias, se demostro que
en el tratamiento T2 no hubo control del patdgeno en comparacion a los demas
tratamientos (Grafica 10), mientras que el testigo absoluto (T1) obtuvo el valor mas
alto en éste parametro.

Para poder obtener los datos de control, se utilizé la férmula de Abbot:

Dato del testigo — Dato del tratamiento

% d trol = 100
e Dato del testigo x

Utilizando como testigo el T2 (Testigo con Fusarium), esto debido a que éste
tratamiento mostré el 100% de incidencia de la enfermedad incluso sobre el testigo
absoluto (T1) (Grafica 9).
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% de control de Fusarium

49,445

50,000 37182
40,000
30,000 19710 22,151
20,000
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%

0,000
3

Tratamientos

Grafica 10. Porcentaje de control de Fusarium sp sobre los tubérculos en plantas de papa por
tratamiento.

DISCUSION

A continuacion, se presentan y discuten los resultados de este trabajo, donde se
evaluaron métodos de control de Fusarium sp en el cultivo de papa, entre los
métodos de control se utilizaron dos productos bioldgicos (Trichoderma harzianum,
Bacillus subtilis) y un producto quimico Vigold (Fluoxastrobin).

Los datos obtenidos en el presente trabajo mostraron resultados positivos, a pesar
del dafio tan severo de Fusarium sp que presentaban los tubérculos utilizados como
semilla.

Todos los parametros que se tomaron en cuenta fueron con la finalidad de identificar
si Fusarium sp estaba interviniendo en el desarrollo de las plantas, sin embargo, el
parametro con mayor importancia es, incidencia de Fusarium sp en tubérculos esto
se debe a que los tubérculos son la parte comercial de la planta de papa.

Con respecto a la incidencia de Fusarium sp en tubérculos cosechados, el
tratamiento T3 (Trichoderma harzianum) obtiene los mejores resultados de control,
demostrandose asi los efectos que puede tener un producto de origen biolégico
comparado con los efectos de productos quimicos como es el caso de Vigold.

No obstante, el tratamiento 5 (Vigold) mostro buenos resultados en los parametros
de longitud de tallos, longitud de raiz y diametro de tallo, ademas de no presentar
incidencia y severidad de la enfermedad. Demostrando la proteccion que tiene en
material vegetal durante cierto periodo de tiempo. Podria considerarse una segunda
aplicacién con otro ingrediente activo para mas dias de proteccion.
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En el caso de Bacillus subtilis, no mostré resultados favorables en el control de
Fusarium sp, ninguno de los parametros evaluados fue favorable para éste
tratamiento.

El tratamiento T2 (testigo + Fusarium sp) mostré resultados positivos en cuanto a
numero de tubérculos y diametro de éstos mismos; demostrando que Fusarium sp
sin productos con accién fungica estimula la produccion de tubérculos en la planta de
papa, sin embargo, el 100% de los tubérculos tuvieron incidencia de Fusarium sp.

Tomando en cuenta el nimero de tubérculos y el promedio de diametro, el tamafio
de los tubérculos obtenidos en el experimento no fue el mas dptimo (X 28.89 mm)
comparado con el promedio de tubérculos comercializados de 60 mm. El principal
factor que pudo haber intervenido en el desarrollo de los tubérculos fue la nutricion
de las plantas.
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CONCLUSIONES

Los productos biolégicos como es el caso de Trichoderma harzianum tiene
resultados favorables al utilizarlo como medio de control de Fusarium sp incluso al
compararlos con productos quimicos.

Con respecto a la hipétesis planteada, ésta se rechaza debido a que con los datos
obtenidos se demuestra que el mejor tratamiento para el control de Fusarium sp sin
tomar en cuenta el testigo absoluto T1 fue, Trichoderma harzianum demostrando
menor incidencia de Fusarium en tubérculos.

Es indispensable conocer la especie del patégeno con el que se trabaja, esto para
saber como es el ataque del mismo a la planta y asi tener el conocimiento de lo que
puede ocasionar.

Considerar la aplicacion de Trichoderma harzianum directamente a la semilla, pude
proteger el cultivo de papa de infecciones de Fusarium sp.

El producto Vigold (Fluoxastrobin) tienen control sobre Fusarium sp, pero solo por un
lapso de tiempo determinado.

La incidencia y severidad de Fusarium sp en el cultivo de papa se presenta con
mayor grado en los tubérculos, sin embargo, en la parte foliar de la planta es menos
el dafio causado.
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