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RESUMEN

La calidad fitosanitaria de la semilla de papa puede comprometerse por la presencia de
microorganismos. El presente trabajo se propuso como objetivo: identificar los agentes causales
de la pudriciéon seca de minitubérculos de papa y evaluar in vitro alternativas de control. En base
a las caracteristicas morfoldgicas y culturales, se identificaron los agentes causales. Asimismo,
se evalud la inhibicion del crecimiento micelial de las especies identificadas, utilizando seis
fungicidas mediante el método de difusién en medio de cultivo semisélido y se determind la
minima concentracién inhibitoria de los productos con mejores resultados mediante el método
de dilucion en medio de cultivo semisoélido. Se determiné el antagonismo in vitro de Trichoderma
viride Pers frente a los agentes causales de la pudricion seca y se evalu6 el porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial, asi como las formas e intensidad del antagonismo. Se
identificaron como agentes causales de la pudriciébn seca de los minitubérculos de papa, las
especies Fusarium oxysporum y Fusarium solani. Todos los fungicidas, a excepcién de
Cuproflow SC 37,75, mostraron actividad inhibitoria in vitro del crecimiento micelial; siendo el
Supreme EW 40 el mas efectivo. T. viride mostrd in vitro antagonismo fisico e hiperparasitico
frente a F. oxysporum y F. solani; asi como una actividad antagénica de intensidad elevada. Los
resultados de este trabajo permitieron identificar las especies asociadas con la pudricién seca
de minitubérculos de papa; lo cual permitird desarrollar alternativas de control mas eficientes

para mejorar la calidad fitosanitaria y lograr una mejor conservacion.

Palabras clave: actividad antifingica, biocontrol, enfermedades de la papa, Fusarium,

postcosecha, Trichoderma viride



ABSTRACT

Phytosanitary quality of potato seed may be affected by microorganisms. The aim of this work
was focused to identify the causal agents of minitubers dry rot and in vitro evaluation of
controlling alternatives. Identification of causal agents was based on morphological and cultural
characteristics. Mycelial growth inhibition of six fungicides against the causal agents was
determined using agar diffusion method and Minimal Inhibitory Concentration was determined
for the best product using dilution method. In vitro antagonism of Trichoderma viride Pers
against dry rot causal agents was determined and percentage of radial growth inhibition was
evaluated. Fusarium oxysporum and Fusarium solani were identified as the causal agents of
potato minitubers dry rot. Except Cuproflow SC 37,75, all fungicides had inhibitory activity of
mycelial growth and Supreme EW 40 was the most effective. T. viride showed in vitro
antagonism (physical and hiperparasitic) against F. oxysporum and F. solani; with high
antagonist intensity. With these results it was possible the identification of the causal agents of
minitubers dry rot and new controlling alternatives may be developed to increase phytosanitary

guality and better conservation.

Keywords: antifungal activity, biocontrol, diseases of Potato, Fusarium, postharvest,

Trichoderma viride



INDICE

RESUMEN L. e et e e 4
A B S T R A CT i e 5
1. INTRODUCCION .....oiuiiitiietecteteet ettt ettt ettt ettt ettt se st s e st et et e st e s b ess st resseseesanas 10
2. REVISION BIBLIOGRAFICA ......cooiiiiiiriececeeeeeeeee e iError! Marcador no definido.
2.1. Generalidades del cultivo de papa..........cccvevvvvviininieeeeeennnns iError! Marcador no definido.
2.1.1. Importancia alimentaria, econémica y social ................ iError! Marcador no definido.
2.2. Métodos de propagacion de papa.........cccceeeevveeeeriiieeeennnne iError! Marcador no definido.
2.2.1. Propagacion por métodos tradicionales........................ iError! Marcador no definido.
2.2.2. Propagacion por métodos biotecnoldgicos.................... iError! Marcador no definido.
2.3. Pudricion seca 0 Fusariosis €n papa .......cccccceeevvvivviveenennn iError! Marcador no definido.
2.3.1. SINtOMALOIOGIA .. ..vvvveeeiieeeiiiiiee e iError! Marcador no definido.
2.3.2. Medidas de Control............ccooevviiiiiiiii e, iError! Marcador no definido.
2.4, AQENTE CAUSAL......euviiiiiieiiiiiiiiiece e iError! Marcador no definido.
2.4.1. Taxonomia del género.............ccccceeeiii . iError! Marcador no definido.
2.4.2. Ciclo de vida del agente causal ...................ccooeeeee. iError! Marcador no definido.

2.5. Descripcion de las principales especies de Fusarium asociadas a la Pudricion seca de la

0= 7= R iError! Marcador no definido.
2.5.1. Descripcion cultural..................cc iError! Marcador no definido.
2.5.1.1. F. sambucinum FUCKEl ...........oorieuiiiiiiiiiieii e, iError! Marcador no definido.
2.5.1.2. F. solani (Mart.) SacCC. .........cceeeeieriieiiieiiiiien e iError! Marcador no definido.
2.5.1.3. F. oxysporum Schltdl...........cccovvieiiiiiiiiiee iError! Marcador no definido.
2.5.1.4. F. avenaceum (Fr.) SACC......cccccceeeiiniiiriiiiieeeeeeeeiee iError! Marcador no definido.
2.5.1.5. F. roseum (Lk.) emend. Zinder & Hansen.................. iError! Marcador no definido.
2.5.1.6. F. ventricosum Appel & Wollenw. ...........cccccceevrnnnnnne. iError! Marcador no definido.
2.5.1.7. F. graminearum Schwabe ............ccccccuvriiiiieeerinininnne. iError! Marcador no definido.
2.5.1.8. F. incarnatum (R0oD.) SacCC. ......cc.cccevvirrriiiiiieiiiiie iError! Marcador no definido.
2.5.1.9. F. crookwellense Burgess, Nelson & Toussoun.......... iError! Marcador no definido.



2.5.2. Descripcion morfolOgica..........uuvvvveeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeieee iError! Marcador no definido.

2.5.2.1. F. sambucinum FUCKEl ...........coiveiiiiiiiiiieiieeeeeeeee, iError! Marcador no definido.
2.5.2.2. F. solani (Mart.) SACC. .......c.uvvrrrieeeiiiiiiiieeeeee e iError! Marcador no definido.
2.5.2.3. F. oxysporum Schltdl...........cccceviiiiiiiiiiiiiee iError! Marcador no definido.
2.5.2.4. F. aVeNACEUIM (FT.) SACC. ....uutiiiiiiiieiiiiiiiieiie et e et e e e e e s eaeeeas 20
2.5.2.5. F.roseum (Lk.) emend. Zinder & HaNSEN ..........cccuiiiiiiiiiiiiiiieeee e 20
2.5.2.6. F. ventricosum Appel & Wollenw. ............................ iError! Marcador no definido.
2.5.2.7. F. graminearum Schwabe.........................ccl iError! Marcador no definido.
2.5.2.8. F.incarnatum (Rob.) SaccC. ...........ccceeeeeeel. iError! Marcador no definido.
2.5.2.9. F. crookwellense Burgess, Nelson & Toussoun .......... iError! Marcador no definido.
2.6. Uso de fungicidas para el control de Fusarium spp. en papa ............. iError! Marcador no
definido.

2.6.1. Métodos empleados para la determinacion de la actividad antifiingica in vitro ...iError!
Marcador no definido.

2.6.1.1. DifuSiON €N Agar.........coeeiiiiieeeiiiiiie e iError! Marcador no definido.
2.6.1.2. DiluCION €N AQA .....uvveieeiiiieee e iError! Marcador no definido.

2.7. Uso de Trichoderma como agente biocontrolador de hongos del suelo .. jError! Marcador

no definido.

2.7.1. El género Trichoderma...........cccccceeeiiniiiiiiiiieeee e iError! Marcador no definido.
2.7.2. Mecanismos de accion de Trichoderma ....................... iError! Marcador no definido.
2.7.2.1. COMPELENCIA .. .uvvviieiieeeiiiiiiiiieeee e iError! Marcador no definido.
2.7.2.2. MIiCOPAraSItISMO ....cceiieeiiiiiiiiiiiiee e iError! Marcador no definido.
2.7.2.3. Crecimiento quimiotrofico............ccccoe iError! Marcador no definido.
2.7.2.4. RECONOCIMIENTO ....ovveiiiiiiieieie e iError! Marcador no definido.
2.7.2.5. Adhesion y enroollamiento .........ooiiiiiii e 28
2.7.2.6. Actividad [ItiCa ..o 28
2.7.2.7. ANtIDIOSIS ... e e .29
3. MATERIALES Y METODOS ..ot ittt et iError! Marcador no definido.

3.1. Aislamiento, caracterizacién e identificacién de especies de hongos filamentosos
asociadas a la pudricion secade lapapa ............ceeeeeeeeee. iError! Marcador no definido.
3.1.1. Caracterizacion cultural de especies de hongos filamentosos asociadas a la pudricién

S1eTor= W o (=N F= W o F= T o F- U iError! Marcador no definido.

7



3.1.2. Caracterizacion morfoldgica de las especies de hongos filamentosos asociadas a la

pudricion seca de la Papa .........cccvvvrieiireeeeiiieeee e iError! Marcador no definido.

3.2. Evaluacion in vitro de la accion de fungicidas frente a los agentes causales de la

pudricion seca de la Papa ........ccvvveeeieeeeiiiiiiiee e iError! Marcador no definido.

3.3. Evaluacion del antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los agentes causales

de la pudricién seca de lapapa.......ccccccceeeeeiiiiii iError! Marcador no definido.
3.3.1. Determinacién de las formas de antagonismo de Trichoderma viride frente a los
agentes causales de la pudricion seca de la papa ................. iError! Marcador no definido.
3.3.2. Intensidad del antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los agentes

causales de la pudricién seca de lapapa...........c.ccceeeeeeee... iError! Marcador no definido.

4, RESULTADOS ... iError! Marcador no definido.
4.1. Aislamiento, caracterizacion e identificacion de especies de hongos filamentosos
asociadas a la pudricion secade lapapa ............ccoeeeeeeeeen. iError! Marcador no definido.

4.1.1. Caracterizacion cultural de especies de hongos filamentosos asociadas a la pudricion
SECA U 18 PAPA. .. eeeeieeeeiiiiiiiie et iError! Marcador no definido.

4.1.2. Caracterizacion morfolégica de las especies de hongos filamentosos asociadas a la

pudricion seca de 1a Papa ........ccoocvveeeeriiiiiieiniiee e iError! Marcador no definido.

4.2. Evaluacion in vitro de la accién de fungicidas frente a los agentes causales de la

pudricion seca de la Papa ........ccvvveeeiieeeiiiiiee e iError! Marcador no definido.

4.3. Evaluacion del antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los agentes causales

de la pudricién seca de lapapa........cccccceeeeiieii iError! Marcador no definido.
4.3.1. Determinacion de las formas de antagonismo de Trichoderma viride frente a los
agentes causales de la pudricion seca de la papa ................. iError! Marcador no definido.
4.3.2. Intensidad del antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los agentes

causales de la pudricion secade lapapa...........cccccceeeeeeee.... iError! Marcador no definido.

5. DISCUSION ... .ottt iError! Marcador no definido.
5.1. Aislamiento, caracterizacién e identificacion de especies de hongos filamentosos

asociadas a la pudricion seca de la papa .......ccccceeeeeviiiiiinennnnnn. iError! Marcador no definido.



5.1.1. Caracterizacion cultural de especies de hongos filamentosos asociadas a la pudricién
S1eTor= W o (=N F= W o F= T o F- U iError! Marcador no definido.
5.1.2. Caracterizacion morfol6gica de las especies de hongos filamentosos asociadas

a la pudricion seca de la papa .........cccvevveeeiiiiiiiiiiiieeee e iError! Marcador no definido.

5.2. Evaluacion in vitro de la accion de fungicidas frente a los agentes causales de la

pudricion seca de la Papa ........ccuvveeeieeeeiiiiii e iError! Marcador no definido.

5.3. Evaluacion del antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los agentes causales

de la pudricién seca de lapapa........cccccceeeeiiieiii iError! Marcador no definido.
5.3.1. Determinacién de las formas de antagonismo de Trichoderma viride frente a los
agentes causales de la pudricion seca de la papa ................. iError! Marcador no definido.

5.3.2. Intensidad del antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los agentes

causales de la pudricion secade lapapa...........cccccceeeeeeen.... iError! Marcador no definido.
6. CONCLUSIONES. . ....cci i ittt e e e e e e s e e e e e e e e e s nssee et e e e eeeesannssteeeeaaeens 59
7. RECOMENDACIONES ... iError! Marcador no definido.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS



1. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.), es uno de los cultivos alimenticios mas importantes tanto en
paises desarrollados como en vias de desarrollo. La produccién mundial supera los 300
millones de toneladas (FAOSTAT, 2010); ocupa el cuarto lugar, después del trigo (Triticum
aestivum L.), el arroz (Oryza sativa L.) y el maiz (Zea mays L.) (Qasim, 2013). La papa produce
gran cantidad de sustancias alimenticias por unidad de superficie; la cual es tres veces mayor

que los cereales (Coleman et al., 2001).

Por su valor nutritivo, se coloca como uno de los cultivos estratégicos mas importantes para
contribuir a solucionar los problemas del hambre y mal nutricion en el mundo (FAO, 2008). Con
un impacto positivo en el bienestar social de la personas (Sarkar, 2008).

La papa se propaga basicamente mediante tubérculos. Por ello numerosos microorganismos
fitopatdgenos pueden causar dafios y disminuir su calidad. Esto provoca afectaciones en los
rendimientos, la calidad comercial de los tubérculos y el intercambio de germoplasma sano.
Entre los microorganismos causantes de pudriciones de los tubérculos de papa encontramos
bacterias y hongos. En este ultimo grupo se encuentra un complejo de especies del género
Fusarium, algunas de las cuales causan la “Pudricion seca de los tubérculos”, con pérdidas que

han sido superiores al 30 % de la cosecha (Martinez y Aleman, 2005).

En los programas de produccion de semilla, la aplicacion de técnicas de cultivo in vitro,
combinadas con el diagnostico y el saneamiento de los principales patégenos, ha contribuido a
incrementar su eficiencia y productividad (lgarza et al., 2012). En este sentido, el Instituto de
Biotecnologia de las Plantas (IBP) de Villa Clara, conjuntamente con otras instituciones
cientificas, han desarrollado una tecnologia para producciéon de Semilla Original de papa

utilizando métodos biotecnoldgicos (Miranda, 1997).

Sin embargo, a pesar de los avances en el uso de la semilla de papa utilizando métodos

biotecnoldgicos, han ocurrido pérdidas de minitubérculos en la cosecha y en la conservacion
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causados por dafios o por la presencia de microorganismos patégenos del suelo (Jiménez-Terry
et al., 2001).

Una de las principales limitantes en la conservacion de los minitubérculos obtenidos por
métodos biotecnoldgicos, radica en que no se conocen las especies de hongos asociadas a las
pudriciones secas de los minitubérculos, pues no se han realizado estudios sobre sus

caracteres morfolégicos y culturales, lo cual limita el uso de alternativas de control eficientes.

Tomando en consideracion la problemética anterior, el presente trabajo propone la siguiente
hipétesis:

“Mediante la caracterizacién e identificacion de las especies de hongos asociadas a la pudricion
seca de minitubérculos de papa obtenidos por métodos biotecnolédgicos; es posible establecer
una coleccion de microorganismos, que permita evaluar in vitro alternativas de control”.

Para dar cumplimiento a la misma se propone como objetivo general: Identificar los agentes

causales de la pudriciébn seca de minitubérculos de papa y evaluar in vitro alternativas de

control, y como obijetivos especificos:

1. Identificar las especies de hongos asociadas con la pudricibn seca de minitubérculos de
papa.

2. Determinar la actividad in vitro de fungicidas sobre el crecimiento micelial de hongos
asociados con la pudricion seca de minitubérculos de papa.

3. Determinar el antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los hongos asociados con

la pudricion seca de minitubérculos de papa.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades del cultivo de papa

La papa (Solanum tuberosum L.) perteneciente a la familia Solanaceae, es originaria de los altos
Andes en América del Sur. Su cultivo se inicié en el area del Lago Titicaca cerca de la frontera
actual entre Pert y Bolivia. En estos paises se encuentra la mayor variabilidad genética de
especies silvestres y variedades cultivadas, con la existencia de mas de 42 especies de Solanum
en Bolivia (Huaman, 1997; Ochoa, 2001).

Es un cultivo que ha ganado considerable importancia en las Gltimas décadas. Aunque se origind
en Ameérica, se cultiva en Europa, Asia y Africa. China es el mayor productor de este tubérculo
(FAOSTAT, 2010). La papa se utiliza en la produccion de semilla, para consumo fresco y el
procesamiento industrial. Para maximizar su productividad, se deben favorecer los procesos que
estimulan la formacién y el almacenamiento de almidén en tubérculos (Garcia y Salas, 2005;
Aslam et al., 2011).

2.1.1. Importancia alimentaria, econémicay social

La papa (Solanum tuberosum L.), es uno de los cultivos alimenticios mas importantes tanto en
paises desarrollados como en vias de desarrollo. En cuanto al valor de la producciéon mundial
que supera los 300 millones de toneladas (FAOSTAT, 2010), ocupa el cuarto lugar, después del
trigo (Triticum vulgare Wuild.), el arroz (Oryza sativa L.) y el maiz (Zea mays L.).

La importancia econémica de la papa se fundamenta en su elevada capacidad de producciéon de
sustancias alimenticias por unidad de superficie, la cual es tres veces mayor que la de los
cereales, lo que permite suplir de alimento a un elevado nimero de personas (Coleman et al.,
2001).

En relacion con el valor nutritivo de este cultivo: cada 100 gramos de papa fresca, representa un
78,0% de humedad, 2,1% de proteina, 18,5% de almidén, 1,0% de cenizas y 0,1% de grasas.
Ademads, contiene minerales (560,0 mg de potasio, 50,0 mg de fésforo, 9,0 mg de calcio, 7,0 mg
de sodio y 0,8 mg de hierro) y vitaminas (0,1 mg de Tiamina, 0,04 mg de Riboflavina, 20,0 mg de
vitamina C y 1,5 mg de Niacina), lo cual coloca a la papa como uno de los cultivos estratégicos
MAas importantes para contribuir a solucionar los problemas de alimentaciéon en el mundo (FAO,
2008).
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Tal vez ningun otro cultivo en la historia contemporanea, ha jugado un papel més importante en
la seguridad alimentaria y la nutriciébn, con un impacto positivo en el bienestar social de la

personas (Sarkar, 2008).

2.2. Métodos de propagacién de papa

2.2.1. Propagacion por métodos tradicionales

El tubérculo de la papa se considera como la semilla unitaria tradicional y su calidad refleja las
condiciones en que se ha desarrollado el cultivo, incluyendo su estado fitosanitario. En muchos
paises, entre ellos Cuba, la imposibilidad de producir semilla basica de modo estable, ha
incrementado la importacién de ésta en cantidades significativas a partir de paises productores
como Francia, Holanda y Canad4; cada afio se invierten de 10 a 12 millones de ddlares para este
fin (Lago, 1991).

La papa se propaga vegetativamente mediante tubérculos-semillas, lo que asegura la
conservacion de caracteristicas varietales durante generaciones sucesivas. Sin embargo; debido
a su forma de propagacion asexual, estd sometida a un alto riesgo de contaminacion por virus,
hongos y bacterias durante el periodo de cultivo y almacenamiento. También al emplear el
material vegetativo por ciclos repetidos puede ocasionar degeneracion del cultivo, por la

acumulacion de enfermedades, especialmente virales (Scherwinski y Luces, 2004).

2.2.2. Propagacion por métodos biotecnolégicos

El valor potencial del cultivo de tejidos en la producciéon de papa ha sido ampliamente reconocido
a nivel mundial. Esta tecnologia se emplea en muchos paises para obtener semilla libre de
patégenos con el consiguiente beneficio para los productores (Naik y Karihaloo, 2007; Hoque,
2010).

La propagacion in vitro de papa es mediante el subcultivo de yemas axilares. Se pueden obtener
tanto plantas in vitro como microtubérculos (Salas, 1995; Agramonte, 1999; Borda et al., 2001,
Donnelly et al., 2003, Gopal et al., 2004, Calderén et al., 2008).

En el cultivo in vitro convencional, las plantas se propagan en recipientes cerrados en un entorno
aséptico y con la presencia de un medio de cultivo sélido, semisdlido o liquido. EI medio de
cultivo contiene, ademads, altas concentraciones de sacarosa como fuente de carbono, sales
inorganicas, vitaminas y otros aditivos en dependencia de la especie y de la técnica de cultivo
(Aragon et al., 2009).

El empleo de plantas in vitro y microtubérculos en la produccion de semilla de papa tiene

ventajas con respecto a la semilla convencional ya que estan libres de patdgenos, se obtiene un
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gran namero de propagulos en cortos periodos de tiempo, se reducen los costos de labores
agrondémicas en el mantenimiento del germoplasma en campo. Ademas, pueden ser propagados
en cualquier época del afo, se facilita el intercambio de material genético sano y se reduce el
riesgo de pérdidas genéticas, al evitar la mezcla del material vegetal por cruzamiento. Sin
embargo; se requiere personal especializado, infraestructura y equipamiento, asi como productos
quimicos de elevado costo (Pérez et al., 1998).

En la produccion de semilla de papa por métodos biotecnoldgicos, en la siembra directa de
plantas in vitro en campo, se producen pérdidas en la cosecha y en el traslado. Como
consecuencia, se debe perfeccionar las atenciones culturales mediante un personal calificado,
para disminuir las pérdidas de tubérculos-semillas causadas por la presencia de
microorganismos fitopatdégenos del suelo (Jiménez et al., 2001).

En condiciones tropicales como las nuestras, no es econdémicamente posible la obtencion de
semilla por métodos tradicionales, debido al corto invierno y a las grandes afectaciones virales;
por lo que la Unica via de producir semilla sana es mediante la micropropagacioén in vitro. Con
este objetivo, desde inicios de los '80 comenzaron los trabajos en el pais y se introdujo la
tecnologia que se utilizaba en Francia y otros paises desarrollados, que es el corte de esquejes.
La dificultad fundamental que present6 esta tecnologia fue su bajo coeficiente de multiplicacion,
debido a que las plantas procedentes de estos cortes producian un solo minitubérculo y fue muy
trabajosa (Lago, 1991).

Teniendo en cuenta estos precedentes, el IBP conjuntamente con otras instituciones cientificas
del pais, utilizando métodos biotecnoldgicos, han desarrollado desde 1994, una tecnologia
integral para la produccién de Semilla Original de papa (Miranda, 1997).

Las pudriciones causadas por hongos tienen gran importancia en los programas de semillas
biotecnoldgicas, por el elevado porcentaje que representan las pérdidas econdémicas producidas
por estos; de ahi la necesidad de estudiar las enfermedades con sus respectivos agentes

causales, que afectan a los tubérculos-semillas de papa obtenidos por métodos biotecnoldgicos.

2.3. Pudricién seca o Fusariosis en papa

La fusariosis en la papa, esta distribuida a nivel mundial. Esta enfermedad, es causada por un
complejo de especies de Fusarium que afectan todas las fases de desarrollo del cultivo; desde la
fase de cosecha de los tubérculos hasta la fase de almacenamiento de la semilla. Los campos
infestados de Fusarium exhiben una gran variabilidad en tamafio de las plantas, asi como fallas
en la poblacién. Esto retrasa y reduce la produccién considerablemente (Asscheman et al.,
1996).

En Cuba esta enfermedad es frecuente y causa anualmente pérdidas que han sido calculadas

hasta en un 30 % de la cosecha (Martinez y Aleman, 2005).
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2.3.1. Sintomatologia

El tubérculo que se utiliza como semilla, se infesta durante el periodo de almacenamiento a
través de heridas o dafios mecéanicos, o durante la siembra por medio de heridas que se
provocan durante la operacion del enterrado y el tapado. La superficie de corte en los tubérculos
grandes que se fraccionan, son la via de penetracion mas importante. Aproximadamente
después de una semana de almacenamiento, las porciones de tubérculos fraccionados muestran
lesiones de color castafio a negro, y después de dos semanas presentan depresiones o
concavidades (Lépez et al., 1995).

La pudricién por Fusarium puede ser acelerada ante la presencia de bacterias causantes de
pudricién blanda. Cuando la infeccién es severa, las lesiones se unen, el fragmento de semilla se
pudre, desde la superficie hacia dentro, y las yemas se van destruyendo a medida que la
necrosis progresa (Asscheman et al., 1996).

El sintoma mas frecuente en nuestro pais, es una pudricion que comienza por el ombligo, se
observa un oscurecimiento de la parte lesionada. El tejido de esa parte se seca y se vuelve
esponjoso. En la superficie de la parte afectada aparecen pustulas blancas, rosadas, amarillentas
y azul claras, en dependencia de las especies de Fusarium que prevalezcan. Los ataques
pueden producirse ademas, por toda la superficie del tubérculo debido a heridas efectuadas al
cosechar (Lépez et al., 1995).

2.3.2. Medidas de control

Es importante que durante la siembra, los tubérculos no se fraccionen; porque las heridas son
una de las principales vias de infeccion del patogeno. De ahi que haya que manipular
cuidadosamente los tubérculos en las labores de siembra y cosecha, para prevenir los dafios
mecanicos que estos pudieran sufrir (Secor y Gudmestad, 1999).

En Cuba se produce la infeccion de los tubérculos fundamentalmente por los estolones, y
aparece una gran proporcion de tubérculos afectados en el campo antes de la cosecha,
principalmente al morir el follaje debido a la senescencia; por lo tanto es preciso cosechar los
tubérculos antes de que se desprendan de los estolones (L6pez et al., 1995).

Ademads, es importante mantener oscuras las camaras de almacenamiento para las papas de
consumo; asi como una buena aireacion y extraccion del CO, liberado durante la respiracion
(Martinez y Aleman, 2005).

La semilla de papa debe tratarse con formulaciones de fungicidas (en liquido o en polvo) antes
de almacenarlas para que estén libes de enfermedades. Es recomendable, proporcionar una alta
humedad y buena ventilacion a comienzos del periodo de almacenamiento para facilitar la

cicatrizacion de las heridas de las semillas de papa (Asscheman et al., 1996)
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2.4. Agente causal

La pudricion seca de la papa es causada principalmente por Fusarium sulphureum Schlecht;
Fusarium solani Mart.; Fusarium oxysporum Schlecht y Fusarium avenaceum Fr. Sacc.
(Asscheman et al., 1996; Lopez et al., 1997; Minter et al., 2001; Barrios et al., 2001), aunque
otros autores han identificado especies tales como Fusarium ventricosum Appel & Wollenw
(Gerlach y Nirenberg, 1982) Fusarium graminearum Schwabe (Estrada y Gudmestad, 2010);
Fusarium incarnatum Rob. Sacc. (Gerlach y Nirenberg1982); Fusarium roseum var. sambucinum
(Chérif et al., 2000) y Fusarium crookwellense Burgess, Nelson & Toussoun (Leslie y Summerell,
2006).

2.4.1. Taxonomia del género

El género Fusarium fue descrito por Link en 1809, caracterizado por la presencia de esporas
multiseptadas, fusiformes que crecen sobre estromas. Algunos afios mas tarde, en 1821 el
género fue validado por Fries, quien lo incluyé en el orden Tuberculariae. Después Wollenweber
y Reinking en 1935, publicaron un trabajo sobre Fusarium; en el cual estudiaron 1000 cepas del
género y las organizaron en 16 secciones que contenian 65 especies, 55 variedades y 22 formas
especiales (Summerell et al., 2001).

La forma perfecta o de reproduccién sexual (teleomorfo) de Fusarium, en las especies que la
presentan, pertenecen al Reino Fungi, Phylum Acomycota, Subphylum Pezizomycotina, Clase
Sordariomycetes, Subclase Hypocreomycetidae, Orden Hypocreales, Familia Nectriaceae,
Géneros: Nectria, Calonectria, Micronectriella y Gibberella. Los estados sexuales, se caracterizan
por producir sus ascosporas en ascocarpos en forma de peritecio (Luginbuhl, 2010).

La forma imperfecta o de reproduccion asexual (anamorfo), donde no se conoce la fase sexual,
se ubica taxonomicamente en el Reino Fungi, Phylum Hongos anamorfos (sindnimos de Fungi
imperfecti u hongos mitospédricos), Clase Deuteromycetes, Orden Moniliales, Familia
Tuberculariaceae y Género Fusarium (Roncal, 1993).

Segun la bibliografia consultada, se puede concluir que en la naturaleza es mas comudn encontrar
a las especies de este género en su fase anamorfa; puesto que a muchas de ellas no se les
conoce la fase teleomorfa. Por esta razén, uno de los principales caracteres utilizados en la
identificacidon de estas especies radica en la morfologia de los microconidios, macroconidios y

clamidosporas.

2.4.2. Ciclo de vida del agente causal
Las especies de Fusarium que causan la pudricion seca de los tubérculos de papa, son

habitantes del suelo y penetran a los tubérculos por heridas causadas durante la cosecha y
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postcosecha o por enfermedades como el tizon tardio o dafios ocasionados por plagas como
nematodos e insectos. Los in6culos provenientes de semillas son fuentes importantes para iniciar
infecciones primarias y para que un patégeno sea introducido en nuevas areas (Rekah et al.,
1999).

La temperatura optima para la infeccion esta en el rango de 10 a 20° C con altas humedades
relativas. A temperaturas iguales o inferiores a 2° C la infeccibn no ocurre. Cuando la
temperatura oscila entre 18 a 22° C y la humedad relativa es alta, las heridas pueden cicatrizar
de tres a cuatro dias, si los tubérculos son lo suficientemente bien ventilados. Los tubérculos
grandes que se cortan cuando van a ser sembrados, son mas susceptibles a la enfermedad
(Asscheman et al., 1996).

2.5. Descripcion de las principales especies de Fusarium asociadas a la Pudricion seca de
la papa

2.5.1. Descripcién cultural

2.5.1.1. F. sambucinum Fuckel

(F. sulphureum Schlecht Sin: F. trichothecioides Wollenw)

El micelio aéreo es abundante, colonias algodonosas; de color rosado fuerte. La pigmentacion
puede ser color crema, salmén, rosa fuerte o rojo carmin, miel, café hasta pardo oscuro (Leslie y
Summerell, 2006). Gerlach y Nirenberg (1982) consideran a los aislados con pigmentacion rojiza,
correspondientes a la especie F. sambucinum; asociado a chancro de plantas lefiosas y a
pudricion de frutos; mientras que a los aislados con tonos cremas y pardos, los consideran F.
sulphureum; causante de pudricion seca en tubérculos de papa.

2.5.1.2. F. solani (Mart.) Sacc.

El micelio aéreo es escaso; por lo general es de color blanco y crema. Muchos cultivos no
producen pigmentos en el agar; aunque han sido observados algunos pigmentos violetas o
marrones (Leslie y Summerell, 2006).

2.5.1.3. F. oxysporum Schitdl.

El micelio aéreo puede ser escaso o0 abundante y varia en color, desde blanco a violeta palido.
Produce un pigmento en el agar, generalmente violeta 0 magenta oscuro; aunque algunos
aislados no producen pigmentos en absoluto. Cuando crece en medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA), presenta una coloracion que va desde el color amarillo hasta el naranja (Leslie y
Summerell, 2006)

2.5.1.4. F. avenaceum (Fr.) Sacc.

El crecimiento de las colonias varia de lento a relativamente rapido. Forma abundante micelio
aéreo que varia desde el color blanco al rosado grisaceo, toma también un color amarillo pélido.

El pigmento formado en los medios de cultivo de agar, es de color rosado grisaceo pero puede
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aparecer de color marrén debido a la luz reflejada por la masa de esporas central. La morfologia
de la colonia es muy variable (Leslie y Summerell, 2006).

2.5.1.5. F. roseum (Lk.) emend. Zinder & Hansen

El micelio puede ser de color amarillo o rosado (Watanabe, 2002).

2.5.1.6. F. ventricosum Appel & Wollenw.

Las colonias son de crecimiento lento, alcanzando de 3,8- 4,2 cm de didmetro en diez dias a 27
2°C, en PDA. Presenta micelio aéreo mas o menos abundante; a veces esparcido, afelpado. La
coloracién puede variar desde blanquecina, crema o verde palido. La pigmentacién adquiere
tonos blanquecinos y cremas (Watanabe, 2002).

2.5.1.7. F. graminearum Schwabe

Hongo de crecimiento rapido y produce mucho micelio denso que varia de color: blanco, naranja
palido y amarillo. Los cultivos difunden pigmentos rojos en el agar. El pigmento es sensible al pH
y puede cambiar de color rojo a amarillo (Leslie y Summerell, 2006).

2.5.1.8. F. incarnatum (Rob.) Sacc.

Las colonias son de crecimiento rapido, alcanzando de 6,0- 8,0 cm de didmetro en ocho dias a
27 + 2 °C, en PDA. El micelio aéreo es abundante, algodonoso, de color blanquecino al inicio,
después ocraceo, miel, café y finalmente bronce. La pigmentacion puede ser crema, salmén;
cambiando gradualmente a color ocraceo, avellana, café y finalmente pardo oscuro; nunca estan
presentes los tonos rojo, vino, violaceos o azules (Lépez y Lépez, 2010).

2.5.1.9. F. crookwellense Burgess, Nelson & Toussoun

Suele crecer rapidamente. Presenta micelio aéreo denso, que cubre un didmetro de 9cm de la
Placa de Petri en aproximadamente cuatro dias. La mayoria de los aislados producen pigmentos

de color rojo en el agar (Leslie y Summerell, 2006).

2.5.2. Descripcién morfoldgica
2.5.2.1. F. sambucinum Fuckel
Sin: F. bactridioides Wollenw
F. sulphureum Schlecht
F. sambucinum Fucked var. trichothecioides (Wollenw) Bilai
F. roseum Lk. Emend. Snyd. & Hans. var. sambucinum (Fucked) Snyd. & Hans.
Teleomorfo: Gibberella pulicaris (Fr. ex. Fr.) Sacc.
Los esporodoquios se forman solo en algunos aislados. De coloracién crema, salmén o naranja.
Los conidi6éforos surgen de las hifas lateralmente, en el micelio aéreo; son simples al inicio,
después ramificados pero esparcidos, irregulares, a veces verticilados, generalmente terminan

entre dos a cuatro células conididgenas (Leslie y Summerell, 2006).
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Las células conidiégenas son monolocales, cilindricas, subcilindricas, de 14-18 x 3,8-4,5 uym. Los
microconidios estan ausentes. Los macroconidios presentan de tres a cinco septos. Presenta
clamidosporas no muy abundantes, terminales, raramente laterales e intercaladas en hifas y
conidios; globosas a subglobosas, de 6-12 uym, de paredes lisas; simples o dispuestas en pares,
cadenas o grupos (Lépez y Lépez, 2010).
2.5.2.2. F. solani (Mart.) Sacc.
Teleomorfo: Nectria haematococca Berk. & Br.
Los conidiéforos surgen lateralmente en las hifas del micelio aéreo, pueden ser simples al inicio y
después ramificados y esparcidos; los esporodoquios son irregulares y ramificados, a veces
verticilados, a menudo abundantes y pueden ser de color crema, azul o verde (Watanabe, 2002).
Las células conidiégenas son monolocales; las del micelio aéreo son muy largas y delgadas, de
15-40 x 2,0-3,0 um. Los microconidios son abundantes, formados en falsas cabezas; pueden no
poseer septos o tener solo un septo, y en ocasiones dos; pueden ser ovales, elipticos, a veces
reniformes, de 8-22 x 3,2-5,3 ym (Lopez y Lopez, 2010).
Los macroconidios pueden ser desde cilindricos a ligeramente curvas; con cinco a seis septos,
ocasionalmente siete; de 22-68 x 4.2-6 ym; con la célula apical ligeramente curvada y la célula
basal pedicelada. Presenta clamidosporas mas o menos abundantes, terminales o intercaladas
en hifas y conidios, de pared lisa u ornamentada, globosas a subglobosas, simples o dispuestas
en pares, cadenas o grupos (Summerell, 2006).
En los medios PDA y PSA esta especie se puede confundir faciimente con F. ventricosum,
particularmente si no se exponen a la luz, ya que no siempre se forman los esporodoquios que la
caracterizan, y los macroconidios del micelio aéreo presentan semejanzas a los de esta especie
en cuanto al numero de septos, tamafio y forma de las células basal y apical (Lopez y Lopez,
2010).
2.5.2.3. F. oxysporum Schiltdl.

Sin: F. bulbigenum Cooke & Massee
. vasinfectum Atkinson — Bull
. tracheiphilium E. F. Smith — Bull
. dianthi Prill & Delacr.
. lini Bolley
. orthoceras Appel & Wollenw.

. conglutinans Wollenw.

m T M M M M M

. angustum Sherb.
F. bostrycoides Wollenw. & Reinking.
F. oxysporum Schlecht var. redolens (Wollenw.) Gordon

Teleomorfo: No conocido
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Los esclerocios son pequefios; de color marrén pdlido, azul o violeta; pueden llegar a ser
abundantes. Los esporodoquios son abundantes en algunos aislados y en otros son esparcidos.
F. oxysporum produce en el agar, pigmentos de color violeta al mangenta oscuro; aunque
algunos aislados no producen pigmentos. Las células conidiégenas son monofialides cortas
(Leslie y Summerell, 2006).

Los microconidios se forman en falsas cabezas; pueden ser ovales, elipticos, a veces reniformes;
presentan de uno a dos septos y miden de 4-24 x 2,0-4,6 ym. Los macroconidios son falciformes,
presentan generalmente de tres a cinco septos; de 18-62 x 2,2-6,0 um; aguzados hacia ambos
extremos; con la célula apical aguda y ligeramente encorvada y la célula basal muy pedicelada
(Lépez y Lépez, 2010).

Los conidiéforos primarios surgen lateralmente de las hifas en el micelio aéreo; pueden ser
simples o ramificados; los conidi6foros secundarios son irregulares y verticilados (Watanabe,
2002). Las clamidosporas son generalmente abundantes; formadas en hifas y conidios; pueden
ser terminales o intercaladas; de 7-11 uym; de pared lisa u ornamentada; globosas y subglobosas;
dispuestas en pares, cadenas cortas y ocasionalmente en grupos (Lépez y L6opez, 2010).

2.5.2.4. F. avenaceum (Fr.) Sacc.

Teleomorfo: Giberella avenacea Cook.

Sinénimo comun. Fusarium avenaceum ssp. avenaceum

Los esporodoquios son abundantes, de color naranja palido a marrén, en forma de una masa de
esporas central. Para la identificacion de las especies, se deben utilizar siempre macroconidios
formados en esporodoquios, en medio de cultivo con inclusion de hoja de clavel. Los
macroconidios son largos y delgados, de paredes delgadas, de rectas a ligeramente curvadas
(Watanabe, 2002).

La célula apical de los macroconidios es larga y se dobla en un punto. Las células basales son
generalmente dentadas y presentan cinco septos; pero pueden observarse macroconidios con
tres o cuatro septos. Los microconidios se producen escasamente por algunos aislados, pero son
variables en forma, tamafio y septacion (presentan de uno a dos septos). El micelio aéreo esta
generalmente separado. Las células conidiégenas son monofidlides y polifialides. No se
producen clamidosporas (Leslie y Summerell, 2006)

2.5.2.5. F. roseum (Lk.) emend. Zinder & Hansen

Los conidiéforos pueden ser hialinos, simples, cortos, con una masa de esporas en el apice. Los
macroconidios son hialinos, tienen forma de luna o bote, con la célula apical curvada, de cuatro a
seis septos (24,5-45 um); los microconidios son hialinos, cilindricos y presentan hasta cuatro
septos (5-17,1 um). Los conidiéforos son por lo general hialinos, simples, cortos o provenientes

de hifas ordinarias, y producen una masa de esporas en el apice. Las dimensiones de los
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conidios son variadas en los distintos aislados estudiados. Las clamidosporas son de color
marrén, globosas, en cadena de tres (Watanabe 2002).
2.5.2.6. F. ventricosum Appel & Wollenw.
Sin: F. solani (Mart.) Appel & Wollenw. var. ventricosum (Appel & Wollenw) Joffe.
Teleomorfo: Nectria ventricosa C. Booth.
No forma esporodoquios. Los conidioforos que surgen lateralmente de las hifas en el micelio
aéreo, son simples al inicio, septados, con una célula conidiégena apical muy larga. Las células
conidiégenas son monolocales, cilindricas, con un collarete distintivo, atenuandose hacia el
apice, muy largas, de 25-55 x 2,0-3,0 um. Los microconidios y macroconidios estan formados en
falsas cabezas, con poca distincién entre ellos; de 10-50 x 3,5-8,0 um de ancho y de 25-55 x 2,0-
3,0 um de largo. Las clamidosporas son frecuentemente globosas o subglobosas (Lépez y
Lopez, 2010).
2.5.2.7. F. graminearum Schwabe

Teleomorfo: Gibberella zeae

Sinénimo comun Fusarium graminearum
Segln L6pez y Lopez (2010), los esporodoquios son a menudo escasos, pero si estan presentes,
son de color naranja palido; se forman a partir de un estroma ovoide y papilado. La temperatura
Optima para que se formen los esporodoquios es de 29° C, y requiere alta humedad relativa e
incidencia de luz UV. Los macroconidios son relativamente delgados, en forma de hoz de 2.5 x
35-63 um, puede contener entre cinco a seis septos, se caracterizan por tener una célula basal
bien desarrollada. Con microconidios ausentes.
Segun Leslie y Summerell (2006), los esporodoquios varian en color desde rojo-marrén hasta
naranja y son producidos lentamente (30 dias aproximadamente). Las clamidosporas son
abundantes, de rapida formacion y globosas. Estas estructuras pueden encontrarse solitarias, en
grupos y en cadenas.
La mayoria de las especies aisladas forman una cantidad abundante de peritecios en la
naturaleza, liberando las ascosporas que causan enfermedades en las partes aéreas de las
plantas, tales como la fusariosis en la espiga de trigo, en cebada, en avena, en arroz salvaje;
podredumbre en tallo y mazorca de maiz y en los granos del sorgo (L6pez y Lopez, 2010).
2.5.2.8. F. incarnatum (Rob.) Sacc.

Sin: Pseudofusarium fusarioideum Matsushima

P. semitectum (Berk. & Rav.) Matsushima.

Teleomorfo: No conocido
Los esporodoquios estan ausentes. Los conidiéforos surgen lateralmente de las hifas en el

micelio aéreo; son simples al inicio, irregulares y ramificados después. Las células conididgenas
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pueden ser monolocales y multilocales, cilindricas o subcilindricas, usualmente con proliferacion
simpodial. Los microconidios estan ausentes.

Los macroconidios son desde rectos hasta lanceolados, presentan de tres a cinco septos, de 7-
50 x 2,3-6,0 um, atenuados hacia ambos extremos, con la célula apical recta y muy atenuada, y
la célula basal ligeramente papilada. En algunos aislados los macroconidios son ligeramente
curvos a falciformes, con la célula apical algo curvada y muy aguda. La forma de los
macroconidios es muy variable de un aislado a otro, por lo que la especie puede ser confundida
en ocasiones con F. equiseti, especialmente cuando se cultiva en medios ricos en carbohidratos
como PDAy PSA.

Las clamidosporas estan esparcidas, generalmente intercaladas en las hifas; solitarias, en pares,
o formando cortas cadenas, globosas o subglobosas, de pared lisa, de 6-10 um, unicelulares o
bicelulares (L6pez y Lopez, 2010).

2.5.2.9. F. crookwellense Burgess, Nelson & Toussoun

Forma sexual. Desconocido.

Sinénimo Comun. Fusarium cerealis.

La mayoria de los aislados producen esporodoquios de color naranja palido a marrén oscuro,
abundantes en medio de cultivo con inclusién de hojas de clavel, pero también se pueden formar
directamente en el agar, que se agregan juntos en una masa visible de esporas en el centro del
cultivo. Esta masa de esporas se vuelve marron con el tiempo, y pueden tener zonaciones en
forma de anillos si se incuba en alternancia de luz y oscuridad.

Los macroconidios son abundantes, de longitud media, con una gruesa pared, con el lado dorsal
mas curvado que el lado ventral, presentan por lo general cinco septos, y hormalmente son mas
anchos en el punto medio. La delimitacion de macroconidios de F. crookwellense se ha estudiado
con cierto detalle mediante microscopia de luz y microscopia electrénica de barrido. No se
producen microconidios.

Las clamidosporas son moderadamente abundantes, pero se forman lentamente (cuatro a seis
semanas); se ubican en hifas aéreas, en la superficie del agar, o en hifas sumergidas; también
se pueden formar en las células de los macroconidios; aparecen en cadenas y agrupadas;
prevalecen las paredes lisas en relacién con las verrugosas. En algunas especies se pueden

formar agregados de hifas (Leslie y Summerell, 2006)

2.6. Uso de fungicidas para el control de Fusarium spp. en papa
Un agente antifingico es una sustancia toxica que se emplea para impedir el crecimiento o
eliminar los hongos perjudiciales para las plantas, los animales o el hombre; en este contexto se

les refiere comunmente como fungicidas (Carlile et al., 2005).
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El concepto de fungicida en un laboratorio, se refiere al agente que disminuye en un 99.9% las
colonias a partir de un in6culo de subcultivo puro, expresado habitualmente como MFC o
Concentracion Minima del Fungicida (Tapia, 2009).

Los fungicidas son una herramienta importante dentro de cualquier cultivo por lo cual se debe
tener conocimiento de las propiedades de cada uno de ellos. Las caracteristicas que se deben
tener en cuenta son: su toxicidad, naturaleza quimica, campo de aplicacion, dosis a aplicar; asi
como el modo de accion sobre el patégeno (Quevedo, 2012).

Segun su modo de accién, pueden catalogarse en fungicidas protectores y fungicidas
erradicadores. Los fungicidas protectantes, también llamados de contacto, se aplican antes de
que lleguen las esporas de los hongos a la superficie del hospedante. Actdan solamente en la
superficie de la planta donde el fungicida ha sido depositado y evitan que las esporas germinen
y penetren las células vegetales. Por ello, se recomienda cubrir la mayor parte de la planta con
este tipo de productos (Carlile et al., 2005).

Los fungicidas erradicadores, conocidos como sistémicos o sistematicos, se aplican para el
tratamiento de la planta ya enferma por hongos fitopatdgenos. Son absorbidos a través del
follaje o de las raices y se movilizan por toda la planta. Otros productos sistémicos, conocidos
como fungicidas translaminares tienen la capacidad de moverse del lado superior de la hoja al
inferior, pero no de hoja a hoja. Los fungicidas sistémicos afectan varias etapas de la vida del
hongo (Lucas, 2002).

En otra clasificacion de los fungicidas segin su modo de accién estan los compuestos de baja
especificidad bioguimica y los compuestos de alta especificidad bioquimica. Los agentes de
bajas especificidad bioquimica son aquellos que actlian sobre varios componentes 0 procesos
celulares, mientras que los de alta especificidad bioquimica actian sobre una Unica célula,
componente o proceso celular (Carlile et al., 2005).

Segun Quevedo (2012), dentro de los antifingicos del alta especificad bioquimica se
encuentran los acidos carboxilicos, heteroaroméaticos y fenilamidas que van a inhibir la sintesis
de acidos nucleicos; los benzimidazoles, thiohatos, fenillcarbamatos, benzamidas y feniluras
que inhiben la mitosis y la division celular; las estrobilurinas, pirimidinas y carboxamidas que
son inhibidores de la respiracién; las anilopirimidinas, acidos enopiranuronico, el hexopiranosil y
el glucopiranosil van a inhibir la sintesis de aminoacidos y proteinas; el grupo de los triazoles,
los imidazoles, las pirimidinas y las piperazinas son también inhibidores pero de la biosintesis
de esteroles en la membranas.

Otro modo de accién de los antifungicos de alta especificidad bioquimica, consiste en que
pueden inducir la formacién de especies reactivas del oxigeno (EROs), tal es el caso del

miconazol, que tiene este efecto en especies de levaduras susceptibles (Thevissen et al., 2007).
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Los fungicidas de baja especificidad, sin embargo, tienen una ventaja sobre los fungicidas de
alta especificidad. Esto Gltimos a menudo pierden gran parte de su eficacia dentro de unos
afios, mientras que los fungicidas de baja especificidad no. La eficacia de los fungicidas de alta
especificidad, es generalmente debido a la interaccion con una sola enzima fangica y una sola
mutacién; lo que puede provocar, con su uso sostenido, resistencia en el hongo (Carlile et al.,
2005).

En el mudo, el fungicida que mas se recomienda para el control de la fusariosis en papa, es el
tiabendazole (TBZ). Este es un compuesto sistémico con accién protectante y curativa; se
absorbe a través de las hojas y raices; su traslocacién es principalmente acropétala (Khalil et al.,
2013). Sin embargo; en muchas razas de F. sambucinum se ha encontrado resistencia al mismo
(Desjardins et al. 1993; Holley and Kawchuk 1996; Platt 1997)

El fundazol o benomyl es un fungicida preventivo, curativo, de accién sistémica. Esta
recomendado para el control de Fusarium Link, Colletotrichum Corda, Pyricularia Sacc.,
Helminthosporium Link, Mycosphaerella fijiensis M. Morelet, los Mildios y Macrophomina spp.
Este producto se absorbe por las hojas y raices de las plantas tratadas y actla interfiriendo la
sintesis del ADN (Quevedo, 2012). El benomyl se emplea en la desinfeccion de semillas de papa
contra Rhizoctonia solani Khiin (Lista Oficial de Plaguicidas Autorizados, 2010). Este fungicida se
ha utilizado con éxito en el control de F. solani, agente causal de la pudricion de la raiz del
quimbombd, bajo condiciones de casas de cultivo (Zahoor et al., 2012).

El Silvacur combi es en fungicida sistémico; de efecto preventivo, curativo y erradicante. Su
mecanismo de accion sobre el patégeno consiste en la inhibicion de la biosintesis del ergosterol.
Esta recomendado para el control de Fusarium, Alternaria solani Sor., Pyricularia y Richosporium
spp. (Lista Oficial de Plaguicidas Autorizados, 2010).

El cuproflow es un fungicida protectante y curativo que inhibe la germinacion de las esporas. Se
recomienda su uso contra enfermedades fungicas del follaje de aguacate, frutabomba, mango,
cacao, cafeto, citricos, hortalizas, forestales, papa infestada por A. solani, platano y tabaco (Lista
Oficial de Plaguicidas Autorizados, 2010).

En Cuba no ha sido recomendado ningln fungicida para la prevencién o erradicacion de la

fusariosis en papa.
2.6.1. Métodos empleados para la determinacion de la actividad antifingica in vitro
Existen varias métodos para medir la actividad antifiingica in vitro, entre ellos se encuentran el

método de dilucién en caldo y el método de difusién en disco.

2.6.1.1. Difusion en agar
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El método de difusién en agar fue estandarizado por Bauer en 1966 (Hadacek y Greger, 2000). El
principio del método radica en el uso de una dosis constante de fungicida en un disco de papel
aplicado sobre la superficie del agar; en el cual ha sido cultivado el hongo en cuestion. Se forma
asi un gradiente de concentracion del fungicida, y la sensibilidad del hongo esta indicada por el
tamafo de la zona de inhibicién del crecimiento micelial alrededor del disco que contiene el
fungicida.

El diametro del crecimiento micelial obtenido dependera de los siguientes factores: la sensibilidad
del hongo al producto, del volumen que absorba el disco; de la capacidad de difusién del
fungicida, del tamafio y fase de crecimiento del in6culo en ese medio, del grosor de la capa del
agar, su pH y composicion, de la temperatura, la velocidad de crecimiento y duplicacion del
hongo (Doughar, 2006; Sanchez et al., 2007 y Al-Bayati, 2009).

Este método es muy conveniente debido a su gran simplicidad y bajo costo econémico. Su
desventaja radica en que es imposible medir la cantidad de fungicida que difunde en el medio de
agar. Por otra parte, no permite discriminar qué compuestos de los aplicados al medio, son los
que poseen la actividad antifingica y no es recomendada para evaluar microorganismos de
crecimiento lento (Klan¢énik et al., 2010).

El ensayo de difusion posee como desventaja sobre el de dilucion, que resulta menos econémico
en lo referido a tiempo y recursos necesarios. En la dilucion, la concentracién de los
componentes del medio puede ser definida y se conoce con exactitud la Minima Concentracion
Inhibitoria (MIC) (Hadacek y Greger, 2000).

Es mas confiable la dilucion que la difusion en agar, debido a que brinda la posibilidad de realizar
una rapida determinacién de la actividad antifingica. Sin embargo; se requiere de grandes

cantidades de muestras para su uso (Klan¢nik et al., 2010).

2.6.1.2. Dilucién en agar

El método de dilucién fue descrito por Rideal y Walker en 1905 y fue estandarizado para evaluar
el crecimiento micelial de fragmentos fangicos por Espinel et al., (1995). EI mismo, permite
determinar la MIC de forma visual y describir los efectos de componentes naturales o sintéticos
sobre las hifas de un hongo (Benson, 1998). A su vez, puede ser empleado para medir
cuantitativamente la actividad in vitro de un producto antifingico frente a determinado cultivo de
un microorganismo.

Esta metodologia se basa en la preparacion de placas de Petri con agar; que seran las réplicas
para cada concentracion del fungicida a evaluar (Amadi et al., 2010). Luego se inoculan en cada
una de las placas las suspensiones miceliales de los aislados en estudio. Las muestras se
evallan después de un periodo de incubacion y se determina la MIC del fungicida frente al

microorganismo ensayado (Adewusi y Afolayan, 2009 y Salas et al., 2010).
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El ensayo depende enteramente de los compuestos presentes en el medio de cultivo y que sus
concentraciones sean homogéneas. Resulta ventajoso su empleo, debido a que aporta datos

precisos acerca de la MIC (Hadacek y Greger, 2000).

2.7. Uso de Trichoderma como agente biocontrolador de hongos del suelo

2.7.1. El género Trichoderma

Los hongos antagonistas resultan importantes para el control biolégico de agentes fitopatdgenos.
Entre las especies mas estudiadas y utilizadas como control biolégico, se encuentran las del
género Trichoderma Pers., debido a su eficaz control, gran capacidad reproductiva, plasticidad
ecologica, efecto estimulante sobre el crecimiento y la nutricion de los cultivos agricolas y como
inductor de resistencia sistémica en la planta frente a diferentes patdégenos (Harman, 2004 y
Cervantes, 2007).

Estas especies presentan diferentes modos o mecanismos de accién que le permiten el control
de los hongos fitopatdgenos. Entre estos se encuentran: competencia por el sustrato,
micoparasitismo, antibiosis, desactivacion de enzimas del patégeno, resistencia inducida, entre
otros. Mientras mayor cantidad de mecanismos posea un aislamiento de Trichoderma, mas
eficiente y duradero seré el control sobre el agente fitopatdgeno que se desee controlar; aspectos
gue no poseen los plaguicidas quimicos (Infante et al., 2009).

Trichoderma se ubica taxondmicamente segun Villegas (2005) en el Reino Fungi, Division
Mycota, Subdivision Eumycota, Clase Hyphomycetes, Orden Moniliales, Familia Moniliaceae y

Género Trichoderma.

2.7.2. Mecanismos de acciéon de Trichoderma

En el efecto biocontrolador de Trichoderma se han descrito diferentes mecanismos de accién que
regulan el desarrollo de los hongos fitopatdogenos dianas. 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 fitopatdgeno (Lorenzo, 2001).

Otros autores han sugerido distintos mecanismos responsables de su actividad biocontroladora,
que incluyen, ademas de los mencionados, el crecimiento quimiotréfico (Chet y Inbar, 1994), el
reconocimiento, adhesion y enrollamiento (Pérez, 2004), actividad litica (Haram et al., 1996),

entre otros.

2.7.2.1. Competencia
La competencia, constituye un mecanismo de antagonismo muy importante. Se define como el
comportamiento desigual de dos o mas organismos ante un mismo requerimiento (sustrato,

nutrientes), siempre y cuando la utilizacion de este por uno de los organismos reduzca la
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cantidad o el espacio disponible para los demés. Este tipo de antagonismo puede variar acorde
con las caracteristicas del agente de control biolégico y con caracteristicas tales como plasticidad
ecoldgica, velocidad de crecimiento y desarrollo, y por otro lado por factores externos como tipo
de suelo, pH, temperatura, humedad, entre otros (Ahmad y Baker, 1987; Hijeljord y Tronsmo,
1998).

La competencia por nutrientes puede ser por compuestos nitrogenados; también compiten por
iones cloruro, fésforo, potasio, hierro; asi como por carbohidratos no estructurales (azlUcares y
polisacaridos como almidén, celulosa, quitina, laminarina y pectinas) (Eveleigh et al., 1986 y
Stefanova et al., 1999).

2.7.2.2. Micoparasitismo

El micoparasitismo es definido como una simbiosis antagbnica entre organismos, en el que
generalmente estan implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas, celulasas, y que se
corresponden con la composicion y estructura de las paredes celulares de los hongos
parasitados (Melgarejo y Sagasta, 1989; Lorito et al., 1990, Diaz, 1994 y Ulloa, 1996).

Las especies de Trichoderma durante el proceso de micoparasitismo crecen quimiotrépicamente
hacia el hospedante, se adhieren a las hifas del mismo, se enrollan en ellas frecuentemente y las
penetran en ocasiones. La degradacion de las paredes celulares del hospedante se observa en
los estados tardios del proceso parasitico (Carsolio et al., 1999), lo cual conlleva al debilitamiento
casi total del fitopatdgeno.

El micoparasitismo como mecanismo de accién antagénica en Trichoderma spp. ha sido
ampliamente estudiado, Chet et al. (1998) citados por Pérez 2004). No obstante, existen
aspectos del mismo que no estan totalmente esclarecidos. Este es un proceso complejo que para
su estudio se ha separado en cuatro etapas. El desarrollo de cada etapa depende de las
caracteristicas de los hongos involucrados, de la naturaleza bioecoldgica del antagonista y de las
condiciones ambientales. Chet y Benhamou (1998), explican detalladamente cada una de estas

etapas, para el caso de las especies de Trichoderma.

2.7.2.3. Crecimiento quimiotréfico: El quimiotropismo positivo es el crecimiento directo hacia
un estimulo quimico (Chet y Inbar, 1994). En la etapa de localizacién del hospedante, se ha
demostrado que Trichoderma puede detectarlo a distancia y sus hifas crecen en direccién al

patégeno como respuesta a un estimulo quimico.

2.7.2.4. Reconocimiento: Las investigaciones realizadas a lo largo de muchos afios con un

namero considerable de cepas de Trichoderma y de especies de hongos fitopatégenos han
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demostrado que estas son efectivas so6lo contra patégenos especificos. El conocimiento de esta
especificidad condujo a la idea de que el reconocimiento molecular entre Trichoderma y el
hospedante es un evento esencial que precede al proceso antagonista (Chet y Benhamou, 1998).
Esto es un elemento a tener en cuenta para la aplicacion practica de este hongo, y para la
busqueda de nuevos aislamientos mas adaptados y eficaces, para desarrollar un proceso de
mejora continua de la actividad biocontroladora.

El reconocimiento se realiza a través de interacciones lectinas-carbohidratos. Las lectinas son
proteinas enlazadas a azUcares o glicoproteinas, las cuales aglutinan células y estan
involucradas en las interacciones entre los componentes de la superficie de las células y su
ambiente extracelular, Barondes (1981) citado por Chet et al. (1998). La produccién de lectinas
se ha investigado en R. solani y S. rolfsii. En todos los casos se encontraron evidencias directas,

de que las lectinas estan involucradas en el micoparasitismo (Chet e Inbar, 1994 y Pérez, 2004).

2.7.2.5. Adhesion y enrollamiento: Cuando la respuesta de reconocimiento es positiva, las hifas
de Trichoderma se adhieren a las del hospedante mediante la formacién de estructuras parecidas
a ganchos y apresorios, se enrollan alrededor de estas, todo esto estd mediado por procesos
enzimaticos (Pérez, 2004). Segun Chet y Elad (1983), citado por Martinez et al., (1994), la
adherencia de las hifas de Trichoderma ocurre gracias a la asociacion de un azucar de la pared
del antagonista con una lectina presente en la pared del patégeno.

2.7.2.6. Actividad litica: Ocurre la produccibn de enzimas liticas extracelulares,
fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes celulares del
hospedante y posibilitan la penetracién de las hifas del antagonista (Haram et al., 1996). Por los
puntos de contacto donde se produce la lisis y aparecen los orificios, penetra la hifa del
micoparasito en las del hongo hospedante. La actividad enzimética en Trichoderma ha sido
estudiada extensamente, asi como las posibles funciones que muestra el micoparasitismo.

Las especies de Trichoderma tienen un elevado potencial parasitico con una actividad metabdlica
muy particular, que les permite parasitar eficientemente las estructuras fangicas de los hongos
(Sandoval y Lopéz, 2002).

Trichoderma libera muchos metabolitos, dentro de ellos enzimas (celulasas, glucanasas, lipasas,
proteasas y quitinasas), que participan en la lisis de la pared celular de las hifas del hospedante,
facilitando la insercién de estructuras especializadas y de hifas de Trichoderma, que absorben
nutrientes del interior del hongo fitopatégeno. Misaghi (1984) y Adams (1990) citados por Diaz
(1994), plantearon que el micoparasitismo finalmente termina con la pérdida del contenido

citoplasmaético de la célula del hospedante. El citoplasma restante esté principalmente rodeando
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las hifas invasoras, mostrando sintomas de disgregacion, lo que disminuye la actividad
patogénica del mismo.

Desde el punto de vista préactico, las enzimas se tienen en cuenta como criterio en la seleccion de
aislamientos. Elad et al., (1983) encontraron que los aislamientos de Trichoderma eficaces en el
control de patégenos vegetales eran capaces de producir glucanasas, quitinasas y proteasas, por
lo que recomendaron gue los aislamientos de Trichoderma spp. pueden ser seleccionados como
agentes de control biolégico en base a su capacidad de producir estos complejos enzimaticos.
Por los resultados que se han obtenido hasta el momento, se ha llegado a la conclusion que la
produccion del factor inhibidor en Trichoderma depende mas del aislamiento que de la propia
especie. Aspecto este, que reafirma una vez mas la busqueda constante de nuevos aislamientos

de este antagonista (Diaz, 1994).

2.7.2.7 Antibiosis: Es la accion directa de antibiéticos o metabolitos téxicos producidos por un
microorganismo sobre otro sensible a estos. Algunos autores opinan que la antibiosis no debe
ser el principal mecanismo de accién de un antagonista, ya que existe el riesgo de aparicion de
cepas del patégeno resistentes al antibiético (Vero y Mondito, 1999).

Muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos secundarios volatiles y no volatiles, algunos
de los cuales inhiben el desarrollo de otros microorganismos con los que no hacen contacto
fisico. Tales sustancias inhibidoras son consideradas "antibiéticos" (Hjeljord y Tronsmo, 1998).

Al inicio se estim6 que la actividad inhibidora de aislamientos de Trichoderma sobre otros hongos
se debia solo a compuestos no volétiles. Dennis y Webster (1971), fueron los pioneros en esta
tematica, con la realizacién de los trabajos mas completos acerca de la funcion de los antibiéticos
producidos por hongos del género Trichoderma sobre patdgenos de las plantas. Ellos
relacionaron la actividad antibiética de Trichoderma spp. con compuestos no volatiles, entre los
gue se encontraban uno identificado como trichodermina y otros metabolitos peptidicos.

En investigaciones posteriores Webster y Lomas (1964) citados por Diaz (1994), determinaron
que Trichoderma sp. produce dos antibidticos mas: gliotoxina y viridina. Mas tarde Oliver y
Germain citado por Martinez (1998), informaron que T. harzianum Rifai produce numerosos
antibiéticos como son: trichodermina, suzukacilina, alameticina, dermadina, trichotecenos y
trichorzianina.

Posteriormente, Dennis y Webster (1971), detectaron que la actividad antibiética de algunos
aislamientos se debia también a la produccion de compuestos volatiles, y notaron que los
aislamientos mas activos poseian un fuerte olor a coco, posiblemente relacionado con la
actividad antagonista. Los antibioticos volatiles tienen un efecto esencialmente fungistatico,
debilitando al patégeno y lo hacen mas sensible a los antibioticos no volatiles, o que se conoce

como un "hiperparasitismo" de origen enzimatico (Martinez, 1994).
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia Aplicada del Instituto de
Biotecnologia de las Plantas, Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas, Santa Clara, Villa

Clara, Cuba; durante el periodo comprendido entre Septiembre 2011 a Abril 2013.
Medios de cultivo

Para la caracterizacion de los hongos filamentosos y la evaluacion de alternativas para su
control, se utilizaron los medios de cultivo: Agar Papa Dextrosa (PDA) (AES); Caldo Papa
Dextrosa (PDB) (Difco) y Agar nutrientes especiales (SNA) (Nirenberg, 1976); compuesto por
(Glucosa: 0,2 g.L™; MgS0,.7H,0: 0,5 g.L™"; KCL: 0,5 g.L™"; KNO3: 1 g.L™"; KH,PO4: 1 g.L™; Agar:
20 g.L'l; agua: 1 L; todos a pH 5,6+ 0,2.

Esterilizacion

Todos los medios de cultivos fueron esterilizados mediante calor himedo en autoclave (Modelo
AC3701) a 121°C y 1,2 atm de presion durante 20 minutos. La cristaleria y el instrumental

fueron esterilizados mediante calor seco en estufa (Modelo HC62A) a 180°C durante dos horas.

Todas las manipulaciones de los aislados de hongos filamentosos fueron realizadas en un

equipo de flujo laminar vertical (Modelo FASTER Bio 60).
Incubacion

La incubacién de los aislados de hongos filamentosos se realiz6 en una incubadora (Modelo:

Memmert) a 28°C y oscuridad constante.
Preparacion de suspensiones miceliales

Para todos los ensayos donde se utilizaron suspensiones miceliales como inéculo inicial, estas
se prepararon siguiendo el protocolo que se describe a continuacion: en tubos (Eppendorf) de
1,5mL de capacidad con agua desionizada estéril, se inocularon cinco discos de micelio de

5mm de didmetro de cada aislado de Fusarium procedentes de colonias crecidas en medio de
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cultivo (PDA). Estos se removieron en agitador vortex (Modelo: Heidolph Top Mix 94 323) a
razén de 9rpm para obtener una suspensiéon de micelios uniformes. Posteriormente se
determiné su concentracion; para ello se utiliz6 una camara de Neubauer mediante la
observacion al microscopio optico (Modelo: Olympus, aumento 400x) y se ajustdé a una
concentracion en el orden de aproximadamente (10> fragmentos de micelios o conidios. mL™)

con agua desionizada estéril.

Procesamiento estadistico de los datos

El procesamiento estadistico de los datos de las variables evaluadas se realiz6 con el paquete
estadistico Statistic Package for Social Science (SPSS) version 18,0 para Windows. Se
verificaron los supuestos de normalidad mediante la prueba de Shapiro Wilk. Los datos que no
siguieron distribuciéon normal se procesaron mediante las pruebas no paramétricas de Kruskal
Wallis; asi como la prueba de U de Mann Whitney. En todos los casos las diferencias se

consideraron significativas para un valor de p<0,05.

3.1. Aislamiento, caracterizacion e identificacién de especies de hongos filamentosos

asociadas ala pudricidon seca de la papa

Aislamiento de hongos filamentosos

Tubérculos de papa de la variedad Grettel con sintomas de pudriciéon seca fueron lavados con
agua corriente por 15 minutos, luego con agua desionizada estéril, después se desinfectaron
con hipoclorito de sodio al 5% y finalmente se enjuagaron con agua desionizada estéril. Las
porciones desinfectadas se colocaron en camara himeda. Estas se incubararon a 28°C y
oscuridad constante por siete dias. Con un asa, se tomaron fragmentos de micelio utilizando un

estereoscopio (Modelo Carl Zeiss) con 10x de aumento.

3.1.1. Caracterizacién cultural de las especies de hongos asociadas a la pudriciéon seca de

la papa

Caracterizacion cultural de las colonias
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Se tomaron discos de micelio de 6mm de didmetro provenientes de colonias crecidas en medio
de cultivo (PDA) y se inocularon en placas de Petri de cristal de 70 mm de diametro con el
mismo medio de cultivo. Las placas se incubaron a 28°C y oscuridad constante durante 10 dias.
Para la caracterizacion cultural de la colonia se evaluaron las siguientes variables: velocidad de
crecimiento, color de la colonia, color del reverso, textura superficial, presencia de liquido

transpirado y pigmentacion del medio de cultivo.

3.1.2. Caracterizacién morfolégica de las especies de hongos asociadas a la pudricion

secade la papa

Caracterizacion morfolégica de las estructuras de reproduccion y clamidosporas

Se utiliz6 el medio de cultivo Agar Nutrientes Especiales (SNA) vertido en placas Petri de cristal
de 50mm de didmetro. Se colocé un fragmento de papel de filtro estéril de 1 cm? sobre la
superficie del medio una vez que este se solidificd. Se tomaron discos de micelio de 4 mm de
didmetro provenientes de colonias crecidas en el medio de cultivo PDA y se inocularon encima
del papel de filtro. Las placas fueron incubadas a 28°C con alternancia de 8 horas de luz
fluorescente y 16 horas de oscuridad durante 10 dias.

También se prepararon microcultivos por el método de Riddel (1950); asi como preparaciones
directas al microscopio clinico (Aumento 400x) para observar las caracteristicas de las hifas,
estructuras de reproduccion y clamidosporas. Para completar la caracterizacion morfologica y la
identificacion de los aislados de Fusarium, se utilizaron los siguientes documentos: Atlas de
hongos del suelo y las semillas (Watanabe, 2002); Manual de laboratorio de Fusarium de Leslie
y Summerell (2006) y Manual de especies de Fusarium fitopatdgenas de Cuba, Guia para su
aislamiento e identificacion (Lopez y Lépez, 2010). Las fotografias de las estructuras de
reproduccion fueron tomadas con una camara digital (Modelo: CANON A 630, aumento desde
80-640X).

3.2. Evaluacion in vitro de la acciéon de fungicidas frente a los agentes causales de la
pudricion seca de la papa
En este estudio se evalud la inhibicion del crecimiento micelial de las especies de Fusarium,
previamente identificadas, para determinar la influencia de fungicidas en su control. Para ello se
utilizaron diferentes métodos de evaluaciéon de actividad antifiingica. Uno de ellos fue el método
de difusion en medio de cultivo sélido; para esto se usaron seis fungicidas que se prepararon a
concentracién recomendada por la lista oficial de Plaguicidas autorizados (2010) en condiciones
de campo.

1. Orius 25 EW (Tebuconazol 20%), a la concentracién de 250 g.L™
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2. Supreme 400 EW (Tebuconazol 13,3%+Procloraz 26,7% EW), a la concentracion de
400 g. L™

3. Silvacur combi CE 30 (Tebuconazol 22,5%+Triadimenol 7,5%) a la concentracion de 300
g.L*

4. Benomyl 50 WP (Carbendazim) a la concentracion de 2 g.L™
Cuproflow SC 37,75 a la concentracién de 377,5 g.L™

Score CE 25 (Difenoconazol) a la concentracién de 250 g. L™

Las soluciones de los fungicidas se prepararon en tubos Eppendorf de 2 mL de capacidad y se
esterilizaron mediante filtracion con membranas de 0,22 um. Se emplearon discos de papel de
filtro cualitativo Whatman 1 (Whatman International Ltd Maidstone England) de 6 mm de
didmetro previamente esterilizados. Los discos fueron embebidos a 15 yL de los fungicidas
durante cinco minutos. Se incluyeron placas con discos impregnados con agua desionizada
estéril para ser usadas como controles.

Se utilizaron Placas de Petri de cristal de 90 mm de didmetro. A cada placa se le vertié 15 mL
del medio de cultivo PDA y se colocaron en una superficie niveladora, hasta lograr una capa de
tres a cuatro milimetros de espesor. Se utilizaron ocho réplicas para cada especie de Fusarium.
Se adicioné 1mL de suspensiones miceliales de las especies en las Placas de Petri, y se
diseminaron sobre la superficie del medio con espétula de Drigalsky. Se dej6 secar la placa
durante 10 minutos y luego se colocaron discos impregnados con las concentraciones de los
fungicidas citadas anteriormente. Las placas fueron incubadas a 28°C y oscuridad constante
durante 48 horas. Se midié (en mm), el halo de inhibicién del crecimiento micelial de los hongos
agentes causales de la pudricion seca en minitubérculos, frente al fungicida a las 48 horas de
inoculados.

Para determinar la susceptibilidad de los agentes causales de la pudriciébn seca de la papa,
frente a los fungicidas con mejores resultados en la inhibicién del crecimiento micelial, se evalué
a partir de la determinacion de su MCI por el método de dilucion en medio de cultivo PDA. Se
siguié el protocolo descrito por Cruz-Martin et al. (2006) que se describe a continuacién. Se
ensayaron concentraciones decrecientes de este fungicida en diluciones seriadas dobles.

Se prepararon dos repeticiones de cada concentracion. Ademas, se incluyeron placas de Petri
con medio de cultivo PDA libres del fungicida para ser usadas como controles de crecimiento.
Los in6culos utilizados fueron suspensiones de micelio de cada especie; con una micropipeta
(Modelo: GILSON AG 59706), fueron adicionados 3,5 ul de inéculo sobre la superficie del agar
(Placas de Petri de 90mm ).

Las placas de Petri fueron sefializadas por el reverso para determinar la orientaciéon de los

puntos a inocular. ElI punto Nol correspondié a la especie no identificada, el No 2 y 4
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correspondi6 a la especie Fusarium solani, el No 3, 5, 6, 7, 8, 9, y 10 a la especie Fusarium
oxysporum. En placas de Petri con PDA se inocularon los controles de crecimiento. Se
ensayaron las siguientes concentraciones: Nol: 200 g.L™, No.2: 100 g.L™, No.3: 50 g.L™*, No.4:
25 g.L!, No.5: 12,5 g.L™, No.6: 6,25 g.L™, No.7: 3,125 g.L" y No.8: 1,523 g.L" distribuidas en
PDA; luego se inocularon las suspensiones miceliales de los aislados.

Posteriormente se mantuvieron a temperatura ambiente hasta que la humedad de los inéculos
fue absorbida dentro del agar, se invirtieron y se incubaron a 28°C en la oscuridad. Las
evaluaciones se realizaron a las 120h; en estas se comprobd el crecimiento micelial de las
colonias del hongo en los controles. Finalmente, se tom6 como MCI, la menor concentraciéon del

fungicida que inhibié completamente el crecimiento fangico.

3.3. Evaluacién del antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los agentes
causales de la pudricion seca de la papa

Para la evaluacion se utilizé la cepa CCIBP-Trich3 (Trichoderma viride Pers) procedente de la
Coleccién de Cultivos Microbianos del Instituto de Biotecnologia de las Plantas.

Se empled la técnica del cultivo dual en placas Petri de cristal de 90mm de didmetro con 20 mL
de medio de cultivo PDA. Se coloco en un extremo de la placa de Petri un disco de agar de 5
mm de diametro con micelio del patégeno Fusarium y en el extremo opuesto otro disco de 5 mm
con micelio del antagonista Trichoderma viride a 5 cm de separacién entre ellos (Howell, 2003),
esto se realiz6 para cada especie identificada. Se inoculé en placas de Petri un disco de agar
(in6bculo) con el antagonista y el patdgeno, los cuales correspondieron a los controles;
posteriormente, los cultivos se incubaron a 28°C, y oscuridad constante durante 5 dias. Las
evaluaciones se realizaron cada 24 horas y se midié el crecimiento radial del micelio de los
hongos, acorde con lo referido por (Ferndndez y Suérez, 2009).

La competencia por nutrientes y espacio se valor6 comparando la velocidad del crecimiento.
Para esto, se midieron los radios de crecimiento del patdégeno (RCP) y del antagonista (RCA)
con la ayuda de un calibrador “Pie de rey” segun recomienda Suarez et al. (2008).
Conjuntamente, se evalu6 el porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PICR), empleando
la formula de Ezziyyani et al. (2004) PICR = (R1 — R2)/R1 x 100, donde R1 es el radio del
patégeno control y R2 es el radio del patbgeno en enfrentamiento.

Radio de Crecimiento Antagonista (RCA)

Radio de Crecimiento Patégeno (RCP)

Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento Radial (PICR).
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3.3.1. Determinacion de las formas de antagonismo de Trichoderma viride frente a los
agentes causales de la pudricion seca de la papa
Para evaluar las formas de antagonismo se siguieron los criterios sugeridos por Davet et al.,
(1981).
A. Antagonismo fisico: las hifas de los dos hongos forman un relieve en la zona de contacto
B. Antagonismo quimico: las hifas dan origen al fenomeno de lisis en la zona de contacto
C. Antagonismo hiperparasitario: las hifas del antagonista recubren las del parasito
entrelazando o entrecruzandose con estos y ocupando el espacio vital
D. Antagonismo fisico-quimico: las hifas de los dos hongos no alcanzan a tomar contacto,

dando origen a un espacio vacio

3.3.2. Intensidad del antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los agentes
causales de la pudricién seca de la papa

Para evaluar la intensidad del antagonismo se siguieron los criterios sugeridos por Davet et al.,
(1981).

++ Intensidad de antagonismo elevado (evidente, el patégeno es inhibido en el crecimiento mas
del 25%

+ Intensidad de antagonismo intermedio (el patégeno es inhibido en el crecimiento menos del
25%)

- Intensidad de antagonismo escasa (el patdégeno no es inhibido en el crecimiento por el
antagonista

35



4. RESULTADOS
4.1. Aislamiento, caracterizacién e identificacion de especies de hongos asociadas a la
pudricion seca de la papa

Aislamiento de hongos filamentosos

Se obtuvieron un total de diez aislados de hongos filamentosos procedentes de minitubérculos de
papa de la variedad Grettel, con sintomas de pudricibn seca. Los mismos, mostraron

caracteristicas similares a las descritas para el género Fusarium.

4.1.1. Caracterizacion cultural de las especies de hongos asociadas a la pudricion seca de

la papa

Caracterizacion cultural de las colonias

El primer aislado obtenido, mostr6 colonias que alcanzaron la totalidad de la placa de Petri a los
4 dias. Se observo en las colonias de este aislado un micelio aéreo de textura algodonosa de
color blanco, de reverso blanco a amarillo claro. No se observd pigmentacion del medio de
cultivo, aunque se determiné la presencia de liquido transpirado en la superficie de las colonias

(figura 1).
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Figura 1. Caracteristicas culturales de la colonia del primer aislado de hongo filamentoso obtenido a

partir de tubérculos que mostraron sintomas de pudricion seca. A: Anverso B: Reverso

El segundo aislado, presenté colonias que alcanzaron la totalidad de la placa de Petri a los 8
dias. Prevaleci6 la presencia de un micelio aéreo de textura afelpada de color rosado con bordes
blancos, de reverso rosado claro con bordes blancos. No se observé pigmentacion del medio de

cultivo ni la existencia de liquido transpirado en la superficie de las colonias (figura 2).

Figura 2. Caracteristicas culturales de la colonia del segundo aislado de hongo filamentoso obtenido a

partir de tubérculos que mostraron sintomas de pudricidén seca. A: Anverso B: Reverso

Las colonias del tercer aislado, alcanzaron la totalidad de la placa de Petri a los 8 dias.
Asimismo, se aprecio la presencia de micelio aéreo abundante de color purpura y una textura
afelpada. El reverso de las colonias mostr6 un color parpura oscuro. No se observé pigmentacion
del medio de cultivo ni la presencia de liquido transpirado en la superficie de las colonias

evaluadas (figura 3).
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Figura 3. Caracteristicas culturales de la colonia del tercer aislado de hongo filamentoso obtenido a

partir de tubérculos que mostraron sintomas de pudricidn seca. A: Anverso B: Reverso

Las colonias del cuarto aislado alcanzaron la totalidad de la placa de Petri a los 9 dias. Se
observd ademas la presencia de micelio aéreo de color anaranjado claro y textura afelpada. El
reverso de las colonias fue de color amarillo claro con zonas rojizas. No se observo la
pigmentacion del medio de cultivo ni la presencia de liquido transpirado en la superficie de las

colonias evaluadas (figura 4).
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Figura 4. Caracteristicas culturales de la colonia del cuarto aislado de hongo filamentoso obtenido a

partir de tubérculos que mostraron sintomas de pudricién seca. A: Anverso B: Reverso

Las colonias del quinto aislado alcanzaron la totalidad de la placa de Petri a los 9 dias. Se

observé un micelio aéreo escaso, de color violaceo claro y el reverso violaceo claro. No se
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aprecio pigmentacion del medio de cultivo ni la presencia de liquido transpirado en la superficie
de las colonias evaluadas (figura 5).

Figura 5. Caracteristicas culturales de la colonia del quinto aislado de hongo filamentoso obtenido a

partir de tubérculos que mostraron sintomas de pudricién seca. A: Anverso B: Reverso

Las colonias del sexto aislado alcanzaron la totalidad de la placa de Petri a los 9 dias. Asimismo,
se observo un micelio aéreo con textura algodonosa y color violaceo claro, asi como el reverso

rojo oscuro. No se aprecidé pigmentacion del medio de cultivo pero si la presencia de liquido

Figura 6. Caracteristicas culturales de la colonia del sexto aislado de hongo filamentoso obtenido a

partir de tubérculos que mostraron sintomas de pudricién seca. A: Anverso B: Reverso
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Las colonias del séptimo aislado alcanzaron la totalidad de la placa de Petri a los 9 dias. Se
observo un micelio aéreo de color anaranjado-violaceo y una textura algodonosa. El reverso fue
de color rojo oscuro. No se aprecié pigmentacion del medio de cultivo ni la presencia de liquido

transpirado en la superficie de las colonias evaluadas (figura 7).

Figura 7. Caracteristicas culturales de la colonia del séptimo aislado de hongo filamentoso obtenido a

partir de tubérculos que mostraron sintomas de pudricién seca. A: Anverso B: Reverso

Las colonias del octavo aislado alcanzaron la totalidad de la placa de Petri a los 9 dias. También
se observo la presencia de un micelio aéreo de color violeta oscuro y textura afelpada. El reverso
de las colonias fue de color marrdn. No se detectd pigmentacién del medio de cultivo, aunque si

la presencia de liquido transpirado en la superficie de las colonias evaluadas (figura 8).

Figura 8. Caracteristicas culturales de las colonias del octavo aislado de hongo filamentoso obtenido a

partir de tubérculos que mostraron sintomas de pudricion seca. A: Anverso B: Reverso
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Las colonias del noveno aislado alcanzaron la totalidad de la placa de Petri a los 9 dias. Se
observo un micelio aéreo de color violeta oscuro y con una textura algodonosa. El reverso fue de
color rojo oscuro, sin pigmentacion del medio de cultivo ni la presencia de liquido transpirado

(figura 9).
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Figura 9. Caracteristicas culturales de las colonias del noveno aislado de hongo filamentoso obtenido

a partir de tubérculos que mostraron sintomas de pudricién seca. A: Anverso B: Reverso

En el décimo aislado, se observaron colonias que alcanzaron la totalidad de la placa de Petri a
los 8 dias. El micelio de las mismas fue aéreo, escaso y de color violeta. El reverso de las
colonias fue de color violeta, sin pigmentacién en el medio de cultivo ni la presencia de liquido

transpirado en su superficie (figura 10).
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Figura 10. Caracteristicas culturales de las colonias del décimo aislado de hongo filamentoso obtenido

a partir de tubérculos que mostraron sintomas de pudricion seca. A: Anverso B: Reverso

Con estos resultados se aprecié una gran variabilidad en las caracteristicas culturales de las
colonias de los 10 aislados de hongos filamentosos asociados con la pudricion seca de
tubérculos de papa. Los aislados fueron conservados en la Coleccién de Cultivos Microbianos del
Instituto de Biotecnologia de las Plantas (figura 11).

Figura 11. Conservacion por el método alternativo de transferencia periédica en Camara climatizada a 4°C.

4.1.2. Caracterizacion morfolégica de las especies de hongos filamentosos asociadas a la

pudricion seca de la papa

Caracterizacion morfolégica de las estructuras de reproduccion y clamidosporas

Las caracteristicas morfolégicas de las estructuras de reproduccién asexual y clamidosporas,
coincidieron con las descritas para el género Fusarium, a excepcion de las observadas en el
primer aislado. Los aislados segundo y cuarto, mostraron caracteristicas morfolégicas similares a
las descritas para la especie Fusarium solani mientras que los aislados tercero, quinto, sexto,
séptimo, octavo, noveno y décimo, mostraron caracteristicas similares a las descritas para la
especie Fusarium oxysporum.

Por otra parte, el medio de cultivo SNA fue efectivo para inducir la formacion de las estructuras
de reproduccion asexual y clamidosporas en cada uno de los aislados caracterizados, las cuales

se resumen en la tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de las estructuras de reproduccion asexual y clamidosporas, observadas en
aislados de dos especies de Fusarium obtenidas a partir de minitubérculos de papa que mostraron

sintomas de pudricién seca.

Especie Conidioforos | Macroconidios | Microconidios | Clamidosporas
Hialinos con 2 a 4 septos 0 a 2 septos No abundantes,
masa de (23,4-66.3)um | que miden 7,8- | globosas,

Fusarium solani esporas en el de largo 19,5um de solitarias o
apice largo, en formando
cadenas, ovales | parejas
Hialinos, 2 a 5 septos 0 a 2 septos Abundantes,
simples, cortos, |(23,4-62,4)um | que miden 3,9- |globosas,

. largos, con de largo 19,5um de largo | solitarias,

Fusarium oxysporum P
masa de ovales, elipticos
esporas en el
apice

Asimismo, algunas de caracteristicas morfolégicas de ambas especies observadas bajo el

microscopio clinico se muestran en las figuras 12y 13.

Figura 12. Caracteristicas morfologicas de la especie Fusarium solani. Presencia de macroconidios y
microconidios (A), Conididforos cortos y largos (B), Conidioforo largo con masa de esporas en el apice (C),
Conidiéforo cortos con masa de esporas en el apice (D), Microconidios en cadenas (E), Clamidosporas

solitarias y en parejas (F).
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Figura 13. Caracteristicas morfoldgicas de la especie Fusarium oxysporum. Presencia de macroconidios y
clamidosporas abundantes (A); Conidi6foros largos con masa de microconidios; (B, D, F); Macroconidios

septados (C); Conidi6éforo corto con masa de esporas en el 4pice (E); Cadenas de microconidios (G).

4.2. Evaluacion in vitro de la accion de fungicidas frente a los agentes causales de la

pudricion seca de la papa

Excepto el Cuproflow, en el resto de los fungicidas utilizados en este estudio se observo una
accion inhibitoria, tanto con el método de difusion; asi como por el método de dilucion en medio
de cultivo solido.

4.2.1. Método de difusién en medio de cultivo sélido

Se constato la efectividad de los fungicidas utilizados en la inhibicion del crecimiento micelial in
vitro de las especies de Fusarium a excepcién del Cuproflow (figura 13).

F. solani

.. I
¢
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F. oxysporum

Figura 14. Influencia de fungicidas comerciales en la inhibicion del crecimiento micelial de F. solani y F.
oxysporum. Nétese la presencia de halos de inhibicion alrededor de los discos de papel impregnados con los

fungicidas

El mayor halo de inhibicién del crecimiento micelial de Fusarium oxyporum y Fusarium solani, se

obtuvo al utilizar el fungicida sistémico Supreme EW 40 (tabla 2 y tabla 3).

Tabla 2. Evaluacién de la actividad antifingica in vitro de fungicidas quimicos mediante la
determinacion del halo de inhibicién del crecimiento micelial de Fusarium oxyporum Schlechtendahl

emend. Snyder & Hansen.

Fungicidas Medias del halo de Inhibicidn Rango promedio
(mm)

Supreme EW 40 18,50 45,50 a
Silvacur combi CE 30 10,25 36,75 b
Orius ECNA 25 8,57 28,50 c
Benomyl PH 50 2,25 11,50 e
Score CE 25 7,2 21,90d
Cuproflow SC 37,75 0 4,00 f

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren segin prueba de Kruskal Wallis,

complementada con la prueba U Mann Whitney para p< 0,05.

Tabla 3. Evaluacién de la actividad antifingica in vitro de fungicidas quimicos mediante la
determinacion del halo de inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium solani (Martius) Appel &

Wollenweber emend. Snyder & Hansen.
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Fungicidas Medias del halo de Inhibicion Rango promedio
(mm)

Supreme EW 40 16.38 45.50 a
Orius ECNA 25 10.57 34.50hb
Silvacur combi CE 30 10.00 32.50 bc
Benomyl PH 50 2.25 11.50d
Score CE 25 5.30 20.50 e
Cuproflow SC 37,75 0 4.00f

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren segin prueba de Kruskal Wallis

complementada, con la prueba U Mann Whitney para p< 0,05.

La minima concentracion inhibitoria del fungicida Supreme frente al crecimiento micelial de

Fusarium oxyporum y Fusarium solani fue de 3,125 g.L™ (N° 7) (figura 15).

Figura 15. Método empleado para evaluar la Minima Concentracion Inhibitoria (MCI) del fungicida Supreme
EW 40 frente a Fusarium oxyporum y Fusarium solani Controles sin fungicidas (A); Inhibicion del
crecimiento con la concentracién No7 (3,125 g.L™) (B) y Crecimiento micelial de las especies cuando se
utilizé la concentracion N° 8 (1,523 g.L™) (C).

4.3. Evaluacion del antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los agentes
causales de la pudricion seca de la papa
Se comprobd el antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los hongos fitopatégenos F.

solani y F. oxysporum (figura 16).
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Figura 16. Microcultivo de Trichoderma viride vs F. oxysporum. Notese que aun las hifas no se han
entrelazado (A).Hifas de F. oxysporum y T. viride en enfrentamiento dual (B). Microcultivo de Trichoderma
viride vs F. oxysporum. Notese que las hifas comienzan a entrelazarse (C). T. viride creciendo por encima

de F. oxysporum (D).

La competencia por los nutrientes y el espacio vital de Trichoderma viride fue significativamente
mayor con respecto a las dos especies de Fusarium (tabla 4).
Tabla 4. Velocidad de crecimiento radial (mm) de Trichoderma viride y de los patégenos F. solani y F.

oxysporum a las 72 horas de inoculados.

Velocidad de crecimiento radial (mm)

Especies

Media Rangos medios
Trichoderma viride 42,00 20,50 a
Fusarium oxysporum 16,00 11,50 b
Fusarium solani 11,50 550c

Letras distintas en una misma columna, indican que las medias difieren estadisticamente segun

la prueba de Kruskal Wallis complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0,05.

Trichoderma viride ejerci6 un mayor antagonismo frente a la especie de Fusarium oxysporum
(Tabla 5).
Tabla 5. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de las especies de Fusarium en enfrentamiento a

Trichoderma viride a las 72 horas de inoculados.

Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial(PICR)
Especies (mm)
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Media Rangos medios

Fusarium oxysporum 50,25 11,44 a

Fusarium solani 37,63 556 b

Letras distintas en una misma columna, indican que las medias difieren estadisticamente segun

la prueba de Kruskal Wallis complementada con la prueba U de Mann Whitney para p<0,05.

4.3.1. Determinacién de las formas de antagonismo de Trichoderma viride frente a los

agentes causales de la pudricion seca de la papa

Se comprob6é que las hifas de T. viride y Fusarium solani asi como T. viride y Fusarium
oxysporum formaron un relieve abultado en la zona de contacto como evidencia de antagonismo
fisico (figura 16 A y C). Las hifas del hongo antagonista recubrieron las del parasito y ocuparon
toda la superficie de las colonias de Fusarium solani y Fusarium oxysporum, lo cual demostro

una competencia por el espacio o antagonismo hiperparasitico (figura 17 B y D).
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Figura 17. Cultivo dual de Trichoderma viride y Fusarium solani a las 72 horas de inoculados (A). Cultivo
dual de Trichoderma viride y Fusarium oxysporum a las 72 horas de inoculados (C). Crecimiento de
Trichoderma viride por encima de Fusarium solani a los cinco dias de inoculados (B). Crecimiento de
Trichoderma viride por encima de Fusarium oxysporum a los cinco dias de inoculados (D).

4.3.2. Intensidad del antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los agentes
causales de la pudricion seca de la papa

Se observdé una elevada intensidad antagOnica de Trichoderma viride frente a Fusarium
oxysporum y Fusarium solani, pues a las 72 h el crecimiento micelial de ambos hongos
fitopatdgenos fue inhibido en més del 25% (figura 18).
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Figura 18. Inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium solani y Fusarium oxysporum por el antagonista
Trichoderma viride a las 72 horas de inoculados. Fusarium solani control (A); Fusarium oxysporum control
(B); Cultivo dual de Trichoderma viride y Fusarium solani (C). Cultivo dual de Trichoderma viride y
Fusarium oxysporum (D). Trichoderma viride (CCIBP-Trich-3) control (E).

El empleo de hongos antagonistas, como estrategia de biocontrol de enfermedades en plantas,
causadas por hongos fitopatdgenos del suelo, es mas efectivo que el empleo de fungicidas
guimicos; porque ademas de ser mas econdmico y saludable, se ha encontrado que el uso
sistematico de fungicidas sobre hongos, puede inducir la fungorresistencia (Lenteren y Woets,
1988).
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5. DISCUSION

5.1. Aislamiento, caracterizacion e identificacion de especies de hongos filamentosos

asociadas ala pudricién seca de la papa

Aislamiento de hongos filamentosos

Los aislados obtenidos correspondieron a hongos filamentosos cuyas caracteristicas
coincidieron con algunas especies que han sido informadas como causantes de pudricién seca
en tubérculos de papa.

Resultados similares a los descritos anteriormente, fueron obtenidos por Loiveke (2006), quien
logré aislar 9 especies de hongos filamentosos asociadas con la pudricion seca de tubérculos de
papa, utilizando un procedimiento para el aislamiento similar al usado en nuestro trabajo. Sin
embargo, este autor utilizé tubérculos infectados para realizar los aislamientos durante cinco
afios consecutivos, mientras que en este trabajo se usaron tubérculos de una sola campafa. Lo
anterior puede justificar la mayor diversidad de hongos fitopatdgenos asociados a los tubérculos
de papa enfermos que encontrd este investigador.

Por otra parte, Garcia et al. (2009) lograron aislar y caracterizar solamente una especie de
hongo causante de la pudricidn seca de tubérculos de Solanum tuberosum en Colombia, a pesar
de haber realizado el aislamiento a partir de tubérculos de una sola campafa, similar a nuestro
trabajo.

Para el aislamiento de las especies de hongos, generalmente se utilizan: tejidos de planta con
sintomas y signos, muestras de suelo, fragmentos de tejidos de plantas a modo de cebos y en
ocasiones se puede realizar a partir de la captura de esporas procedentes de muestras aéreas
(Leslie y Summerell, 2006).

En el presente trabajo, el medio de cultivo PDA demostré ser efectivo para realizar los
aislamientos de las especies de hongos filamentosos asociados con los tubérculos de papa que
mostraron sintomas de pudriciones secas. Sin embargo, Leslie y Summerell (2006) describieron
otros medios de cultivos que pueden resultar Utiles para este mismo propdsito como son: el
cultivo semi-selectivo Peptona PCNB Agar, fragmentos de hojas de clavel Agar o CLA Agar (del

inglés Carnation Leaf-piece Agar), SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar).
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5.1.1. Caracterizacion cultural de especies de hongos filamentosos asociadas a la

pudricion seca de la papa

Caracterizacion cultural de las colonias

Los caracteres culturales observados en los aislados de los hongos asociados con la pudricion
seca de los minitubérculos, fueron similares a los informados por otros autores. En este sentido,
Miru et al., (2012) realizaron la caracterizacion cultural de 260 aislados de hongos filamentosos
que se agruparon en cinco especies diferentes a pesar de mostrar caracteres culturales
similares. Varias de estas caracteristicas culturales fueron similares a las obtenidas en el
presente trabajo.

Signh y Kumar (2011), observaron una gran variabilidad en los caracteres culturales de
diferentes aislados de Fusarium oxysporum f.sp. chrysanthemi Littrell, G.M. Armstr. & J.K.
Armstr., al alterar la composicién de fuentes carbonadas en los medios de cultivos, el pH y la
temperatura de incubacién. Los principales cambios se detectaron en la velocidad de
crecimiento radial asi como en el desarrollo de la biomasa de los aislados en medios de cultivos
liquidos.

Por otra parte, Chandran y Kuwar (2012) informaron la presencia de una elevada variabilidad en
los caracteres culturales de las colonias (color de las colonias, textura, pigmentacion) de
aislados de Fusarium solani (Mart.) Sacc. , lo cual concuerda con nuestros resultados. Puesto
que en el presente trabajo, dos aislados de esta misma especie, mostraron diferencias en
algunas caracteristicas culturales como en el color de las colonias; aunque también mostraron
similitud con otras caracteristicas propias de la especie.

El género Fusarium presenta gran variabilidad respecto a los caracteres culturales asi como en
el crecimiento y desarrollo de sus colonias (Signgh et al., 2010). Se ha comprobado que el uso
de medios ricos en carbohidratos y otros nutrientes influyen negativamente en la conservacion
de las cepas. Muchos caracteres distintivos Utiles para el diagndstico de especies del género
Fusarium, pueden modificarse y ocasionar la degeneracion de la cepa. Algunos de estos
caracteres son la velocidad de crecimiento, abundancia del micelio aéreo, producciéon de
pigmentos en el agar, dimensiones de los conidios (Seifert et al., 2000).

Estos resultados, permitirdn disponer de aislados de Fusarium solani y Fusarium oxysporum
Schitdl. conservados, los cuales pueden ser utilizados como referencias en caracterizaciones

culturales futuras de nuevos aislados de Fusarium asociadas a la pudricion seca de la papa.
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5.1.2. Caracterizacion morfologica de las especies de hongos filamentosos asociadas

ala pudricion seca de la papa

Caracterizacion morfolégica de las estructuras de reproduccion y clamidosporas

Para realizar una correcta caracterizacion morfologica de diferentes especies de Fusarium;
Nelson (1991) y Windels (1993) evaluaron caracteres morfologicos similares a los utilizados en
el presente trabajo como fueron: el tamafio y forma de macroconidios, la presencia o ausencia
de microconidios, dimensiones de microconidios, formacién de clamidosporas y las
caracteristicas de los conidioforos.

El género Fusarium agrupa un complejo de especies que pueden causar la pudricion seca de
tubérculos de papa (Fusarium sulphureum Schitdl; Fusarium solani (Mart.) Sacc.; Fusarium
oxysporum Schitdl. y Fusarium avenaceum Fr Sacc (Asscheman et al., 1996; Lépez et al., 1997;
Barrios et al., 2001). Sin embargo, Cullen et al. (2005) consideraron que el nimero supera las 13
especies de Fusarium, las cuales estan distribuidas por diferentes regiones productoras de papa
a nivel mundial. En este sentido, en nuestro trabajo solo aparecieron dos especies de este
género, lo cual pudo deberse a que se utilizaron tubérculos procedentes de frigorifico de una
misma variedad (Grettel) y no de condiciones de campo.

Yli et al. (2004), observaron diferencias en los caracteres morfolégicos de diferentes especies de
Fusarium (F. avenaceum (Fr.) Sacc., F. arthrosporioides (Sherb.) Messiaen & R. Cass., F.
sporotrichioides Sherbakoff, F. culmorum (W.G. Smith) Saccardo y F. graminearum Schwabe) y
lograron establecer una correspondencia entre la identificacibn tomando en cuenta criterios
morfologicos y utilizando técnicas moleculares. A diferencia de este autor, en nuestro trabajo
solo fue posible caracterizar morfologicamente las especies de Fusarium y se apreciaron
similitudes en las caracteristicas morfologicas entre los aislados acorde con cada una de las
especies a la que pertenecian.

Fusarium oxysporum es una especies con una gran importancia econdémica debido a su
distribucion cosmopolita, ser un habitante comdn en diferentes tipos de suelos y por causar
marchitez vascular, muerte de las posturas y pudricion en numerosos cultivos de interés
agricola. Adicionalmente, dentro de esta especie se describen diferentes formas especiales y
razas lo cual complejiza su caracterizacion e identificacion taxondémica (Farr et al., 1995).

Segun Leslie y Summerell (2006), las caracteristicas morfolégicas de F. oxysporum incluyen la
produccion de microconidios en cabezas falsas sobre fidlides cortas que se forman en las hifas,
la produccién de clamidospora y por la forma de los macroconidios y microconidios. Estos
autores plantearon también que F. oxysporum es muy dificil distinguirlo de las especies F. solani
y F. subglutinans (Wollenweber & Reinking) Nelson, Toussoun & Marasas, puesto que F. solani

forma microconidios en cabezas falsas sobre fialides muy largas sobre las hifas, mientras F.
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subglutinans solo se distingue de F. oxysporum por la formacion de microconidios a partir de
polifidlides y por la ausencia de clamidosporas. En el presente trabajo se pudieron observar las
caracteristicas distintivas de ambas especies, lo cual permitio diferenciarlas acorde a sus
caracteristicas morfologicas.

Fusarium solani es una de las especies mas comunes y conocidas como causante de la
pudricion seca de la papa. La misma, puede estar asociada con el suelo, asi como con
numerosas especies de plantas causando marchitez, pudriciones en las raices, pudriciones del
pie y chancros en tallos. Se encuentra frecuentemente asociada con heridas o infecciones,
causadas por otros hongos y ataca hospederos debilitados por las condiciones ambientales
desfavorables, infecciones virales o dafios por nematodos (Leslie y Summerell, 2006).

F. solani es considerado como un habitante nativo del suelo, principalmente se localiza en
habitats de bosques lluviosos. En condiciones tropicales hUmedas asi como en campo pueden
observarse la formacion de peritecios. Este hongo, se ha informado como una especie
fitopatdgena que ataca a un rango diverso de plantas hospedantes de interés econémico como:
aguacate (Persea americana Mill.), frijol (Phaseolus vulgaris L.), citricos, malanga (Xanthosoma
sagittaefolium Schott.), orquideas, fruta de la pasién, chicharo (Pisum sativum L.), pimiento
(Pimienta dioca Merr.), papa.

Segun Secor y Gudmestad (1999) sugirieron a Fusarium solani como una de las especies de
hongos fitopatbgenos que deben tenerse presente para establecer un manejo de las
enfermedades fungicas de la papa. En este sentido, Morid et al. (2009) lograron relacionar la
actividad patogénica y la agresividad de Fusarium solani sobre tubérculos de papa, con la
produccion de enzimas del tipo cutinasas.

Asimismo, dentro de Fusarium solani se describen mas de 15 formas especiales, las cuales se
encuentran afectando especificamente a determinados cultivos (Gerlach y Nirenberg, 1982); lo
cual complejiza su clasificacion taxondmica e identificaciéon. En Cuba, se ha comunicado su
presencia en suelo y cultivos tales como café (Coffea arabica), frijol y papa, entre otros (Lépez et
al., 1997).

Los resultados del presente trabajo permitirdn disponer de aislados de las especies Fusarium
solani y Fusarium oxysporum, los cuales pueden ser utilizados como referencias en

caracterizaciones morfoldgicas futuras de nuevos aislados asociadas a la pudricién seca de la

papa.
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5.2. Evaluacion in vitro de la accion de fungicidas frente a los agentes causales de la

pudricion seca de la papa

Las formulaciones Orius ECNA 25 (tebuconazol), Silvacur combi CE 30 (tebuconazol +
triadimenol) y Supreme EW 40 (tebuconazol + procloraz) contienen tebuconazol como parte de
sus ingredientes activos. En este sentido, McMullen et al., (2012) utilizaron fungicidas que
contenian tebuconazol para controlar el tizon de las paniculas de trigo (Triticum aestivum L.) y
cebada (Hordeum vulgare L.) causado por Fusarium spp. y lograron un control efectivo de estas
especies. Sin embargo, estos autores no determinaron in vitro la inhibicion del crecimiento
micelial. Estos resultados, coinciden con los obtenidos en el presente trabajo en relacién con la
eficiencia en el control de especies de Fusarium mediante fungicidas que contienen tebuconazol
como ingrediente activo.

Asimismo, Amarasinghe et al.,, (2013) demostraron que los fungicidas que contenian
tebuconazol + metconazol y prothioconazol + tebuconazol, lograron reducir eficientemente el
indice de infestacion del tizén de las paniculas del centeno (Secale cereale L.) causado por
Fusarium spp. en comparacién con otros fungicidas que contenian otros ingredientes activos. De
modo similar, en este trabajo se logré determinar in vitro la eficiencia del uso de fungicidas que
contienen tebuconazole para inhibir el crecimiento micelial de Fusarium solani y Fusarium
oxysporum.

La formulacion Orius ECNA 25 en Cuba se ha usado en el cultivo del ajo (Allium sativum L.) y
cebolla (Allium cepa L.) para el control de Alternaria porri. En arroz (Oryza sativa L.), se ha
recomendado para el control de Pyricularia oryzae Cav. En los cultivos de la papa y el tomate
(Lycopersicum esculentum Mill. (1768) [syn. Solanum lycopersicum L. (1753) se usa para el
control de tizén temprano (Alternaria solani (Ellis & G. Martin) L.R. Jones) y el moho gris
(Stemphyllium solani Weber); mientras que en el platano (Musa balbisiana L.) se utiliza para el
control de Sigatoka (Mycosphaerella spp).

Por otra parte, la formulacion Supreme EW 40, se usa fundamentalmente en citricos para el
control de enfermedades fungicas (Mycosphaerella citri Whiteside) en naranja (Citrus X
aurantium L.) variedad Valencia. Asimismo, se ha utilizado en la papa para controlar el tizén
temprano (Alternaria solani) y en la soya (Glycine max Merr. (G. soja Sieb. & Zucc.)) se utiliza
para el control de enfermedades foliares y de fin de ciclo. La formulacién Silvacur combi CE 30
se ha utilizado en Cuba en el cultivo del arroz para el control de Pyricularia grisea Sacc.,
Richosporium oryzae Hashioka & Yokogi, Sarocladium oryzae (Sawada) W. Gams & D. Hawksw
y otros hongos que causan el manchado de los granos y en la papa para el control de tizén

temprano (Alternaria solani).

55



Sin embargo, a pesar de la efectividad de las formulaciones de Orius ECNA 25 (tebuconazol),
Silvacur combi CE 30 (tebuconazol + triadimenol) y Supreme EW 40 (tebuconazol + procloraz)
en el control de Fusarium solani y Fusarium oxysporum, no se utilizan actualmente en nuestro
pais para proteger la semilla de papa de la pudricion seca. Por tanto los resultados de este
trabajo pueden servir para utilizar nuevos candidatos de fungicidas en la proteccion de la semilla
nacional de papa.

En relacién con el fungicida Benomyl PH 50 (benomilo), Paulus et al., (1971) lograron controlar
eficientemente en el gladiolo (Gladiolus spp. L.), al agente causal de la marchitez (Fusarium
oxysporum f.sp. gladioli (Massey) W.C. Snyder & H.N. Hansen) mediante el uso del mismo.
Estos autores a diferencia de nuestro trabajo efectuaron la evaluacién de este producto,
utilizando la inmersion de bulbos-semillas en lugar de realizar la evaluacién in vitro de la
actividad antifiingica.

En Cuba la formulacién Benomyl PH 50, se ha utilizado en aguacate y mango (Mangifera indica
L.) contra la antracnosis, en arroz para el control de Pyricularia Sacc. y Helminthosporium Link,
en banano (Musa acuminata L.) se usa para el control de la pudricion de la corona mediante el
tratamiento por inmersion de frutos y se aplica mediante aspersion al follaje para controlar la
Sigatoka negra. En la calabaza (Cucurbita moschata Duch.), mel6n (Citrillus vulgaris Schard.) y
pepino (Cucumis melo L.) se ha utilizado para controlar el Pseudoperonospora cubensis (Berk. &
M.A. Curtis) Rostovzev y en citricos para controlar la Mycosphaerella citri y la antracnosis. Sin
embargo, no se ha utilizado para el control de Fusarium solani y Fusarium oxysporum para
proteger la semilla de papa de la pudricion seca. Por ello, estos resultados pueden sugerir
nuevos fungicidas para proteger la semilla hacional de papa.

En relacién con el fungicida Score CE 25 (difenoconazol), este se ha utilizado en Cuba para el

control de diferentes especies de Alternaria spp en ajo, cebolla y tomate. Similarmente, Secor et

al., (2010), lograron un control efectivo de Cercospora beticola Sacc. en el cultivo de remolacha

(Beta vulgaris L.) utilizando la formulaciéon Score CE 25. Estos autores sugirieron este modelo

de interaccién patdgeno—fungicida para desarrollar nuevas estrategias para manejar a largo

plazo esta enfermedad. Sin embargo, Small et al., (2012) utilizé diferentes fungicidas que

contenian difenoconazol como ingrediente activo y no lograron un control efectivo de la

pudricion de las mazorcas de maiz (Zea mays L.) causada por diferentes especies de Fusarium.

Gachango et al., (2012) lograron determinar la concentracién media de fungicidas que contenian
difenoconazol como ingrediente activo para la reduccion del 50% del crecimiento micelial (ECsp)
de F. sambucinum y F. oxysporum, causantes de la pudricion seca de la papa en el estado de
Michigan (EEUU). Estos autores constataron la efectividad de este fungicida en comparacion
con otros productos quimicos para prevenir y controlar las pérdidas poscosecha de tubérculos

de papa. Sin embargo no lograron determinar la minima concentracion inhibitoria.
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El fungicida Cuproflow SC 37,75, se ha utilizado en Cuba para el control de patégenos fungicos
en cultivos como el aguacate, fruta bomba (Carica papaya), mango, café, cacao (Theobroma
cacao L.) y en hortalizas. Sin embargo, en el cultivo de la papa no se ha utilizado para controlar
la pudricion seca de los tubérculos causado por Fusarium spp.

En relacion con lo anterior, Folgueras et al., (2010), evaluaron in vitro ocho fungicidas dentro de
los cuales incluyeron al Oxicloruro de Cobre PH 50 (sinonimo de Cuproflow SC 37,75) en medio
de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA); que contenia diferentes concentraciones. Estos autores
demostraron que este fungicida no logré inhibir el crecimiento micelial de los agentes
fitopatdgenos Sclerotium rolfsii Sacc y Fusarium spp, lo cual concuerda con nuestros resultados
a pesar de tratarse de otra especie de planta y utilizar otras concentraciones.

El método de difusion en agar ha sido utilizado por diferentes autores para evaluar in vitro la
accién de diferentes fungicidas sobre el crecimiento micelial de hongos fitopatégenos. En
relacién con lo anterior, Abad et al., (2007) utilizaron el método de difusion en agar para buscar
compuestos con actividad antifangica a partir de fuentes naturales para la proteccidon de
enfermedades en plantas asi como en animales y humanos. Estos autores demostraron que
este método resulta Gtil para evaluar la actividad antifingica, lo cual es prometedor para
desarrollar nuevos productos con actividad fungicida.

Asimismo, Upadhyay et al., (2010) utilizaron exitosamente el método de difusion en agar para
determinar la actividad antifingica y la seleccion de compuestos fitoquimicos en la inhibicion del
crecimiento micelial de Fusarium solani.

En este ensayo se observo que las formulaciones que contenian tebuconazol como ingrediente
activo fueron las que mayor inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium solani y Fusarium
oxysporum mostraron, siendo el fungicida Supreme EW 40 (tebuconazol + procloraz) el mas
efectivo. Asimismo, la determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias permitiria un

control més efectivo de la pudricion seca de tubérculos de papa semilla durante la conservacion.

5.3. Evaluacién del antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los agentes

causales de la pudricién seca de la papa

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se corresponden con los informados por Suarez
et al., (2008) quienes evaluaron el antagonismo in vitro de Trichoderma harzianum Rifai frente a
Fusarium solani (Mart) causando marchitez en Maracuya. Ellos observaron mayor competencia
por los nutrientes y el espacio vital del antagonista con respecto al patdgeno y explicaron este
fenédmeno por la velocidad de crecimiento, una mayor intensidad metabdlica asi como una mayor

tasa de incorporacién y asimilacion de nutrientes de T. harzianum en comparacién con F. solani.
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Por otra parte, Villegas (2005) demostré la capacidad de Trichoderma de producir secreciones
enzimaticas extracelulares que causaron la desintegracion de la pared celular y la muerte en
hongos fitopatdgenos (micoparasitismo). Este autor, a su vez observo la degradacion de las
paredes celulares de las hifas de hongos fitopatdogenos (depredacion) y la produccion de
compuestos quimicos volatiles asi como compuestos antifingicos que inhibieron a especies de
hongos basidiomicetos fitopatdgenos. Finalmente, este autor demostré que Trichoderma puede
colonizar directamente las hifas de algunos hongos por penetracion hifal (predacién), asi como
competir por oxigeno, nutrientes, espacio lo cual le garantiza una gran adaptabilidad y un rapido
crecimiento.

Con estos resultados, se sientan las bases para determinar las formas de antagonismo in vitro

de Trichoderma viride frente al agente causal de la pudricién seca en tubérculos de papa.

5.3.1. Determinaciéon de las formas de antagonismo de Trichoderma viride frente a los
agentes causales de la pudricion seca de la papa

Respecto al antagonismo fisico obsevado, autores como Vero y Mondino (1999) observaron
similarmente el antagonismo fisico entre Trichoderma y Rhizoctonia solani Khiin, aunque en
algunos ensayos determinaron hasta cuatro tipos de interacciones hifales diferentes. En este
sentido Ferndndez y Larrea (2001), aseguraron que el parasitismo ocasionado por Trichoderma
puede ocurrir mediante la penetracién directa de las hifas, el engrosamiento de las hifas, la
formacion de haustorios asi como causando desorganizacion del contenido celular de las hifas
parasitadas.

En este sentido, Harman (2001), observd penetracion de hifas de Trichoderma en hifas de
Pythium sp. y R. solani, mientras que Bernal et al., (2004) encontraron enrollamiento y

penetracion de hifas de Trichoderma en hifas de F. oxysporum f. sp. cubense (Foc).

5.3.2. Intensidad del antagonismo in vitro de Trichoderma viride frente a los agentes
causales de la pudricién seca de la papa

La intensidad elevada del antagonismo de T. viride frente a F. solani y F. oxysporum observada
en este estudio, se vio favorecida por su velocidad de crecimiento y desarrollo, que sin dudas

ejercioé una competencia por el espacio vital.

Segun Ahmad y Baker, (1987) y Hijeljord y Tronsmo, (1998), la competencia constituye un
mecanismo de antagonismo muy importante y se define como el comportamiento desigual de
dos 0 mas organismos ante un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la

utilizacién de este por uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para los
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demés. No obstante, la maxima eficacia del antagonismo pudiera lograrse en aquellos
enfrentamientos donde intervengan, simultdneamente, diferentes modos de accion Lorito et al.,
(1990).

A su vez Martinez et al. (2008), observaron al evaluar 59 aislamientos de Trichoderma,
competencia por el sustrato, micoparasitismo y antibiosis.

Asimismo, Salazar et al., (2011) evaluaron la actividad in vitro de Trichoderma sp. contra F.
oxysporum (agente causal de la fusariosis del tomate) y observaron una disminucion del
porcentaje de crecimiento del patdégeno con respecto a las especies de antagonistas, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo a pesar de que estos autores
utilizaron otra especie hospedante.

Estos resultados sientan las bases para futuros estudios relacionados con la actividad
antagonista del género Trichoderma frente a nuevos aislados de Fusarium, asociados a la
pudricion seca de la papa.
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6. CONCLUSIONES

1. Se caracterizaron e identificaron las especies Fusarium oxysporum y Fusarium solani

como agentes causales de la pudricion seca de minitubérculos de papa.

2. Todos los fungicidas, a excepcion de Cuproflow SC 37.75, mostraron actividad inhibitoria

in vitro del crecimiento micelial; siendo el Supreme EW 40 el mas efectivo.

3. Trichoderma viride mostrd in vitro antagonismo fisico y antagonismo hiperparasitario

frente a Fusarium oxysporum y Fusarium solani.
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7. RECOMENDACIONES

1. Realizar la identificacibn molecular de los agentes causales de la pudricion seca de

minitubérculos de papa.

2. Caracterizar patogénicamente las especies asociadas con las pudriciones secas de

minitubérculos de papa.

3. Realizar ensayos de susceptibilidad con los ingredientes activos del mejor fungicida en lugar

de utilizar formulaciones comerciales.

4. Determinar el antagonismo in vitro de otros agentes biocontroladores frente a las especies

asociadas con la pudricién seca de minitubérculos de papa.
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ANEXOS

Glosario:

afelpado: superficie de las colonias que semejan el tejido de felpa.

atenuado: afinado hacia un extremo.

célula apical: célula que se encuentra en el extremo mas lejano del punto de origen.

célula basal: célula que se encuentra en el extremo mas cercano al punto de origen.

célula conidiégena: célula donde se forman directamente los conidios.

clamidospora: espora asexual que se origina generalmente por la modificacion de un
segmento hifal y posee paredes secundarias.

claviforme: forma de clava o0 maza, con la parte mas ancha hacia arriba.

collarete: estructura en forma de copa al final de una célula conidiégena.

conidi6foro primario: se producen al principio del desarrollo en el micelio aéreo.
conidio6foro secundario: se producen después del crecimiento de la colonia.

doliforme: forma de barril.

dlipsoide: forma de elipse

epiteto: segunda término (especifico) de un binomio latino de un organismo.

esporodoquio: conidioma en el que la masa de esporas se origina sobre conidioforos
relativamente cortos, superficiales, agrupados en forma de cojin.

falciforme: forma de hoz.

floculento: con pequefias masas delicadamente algodonosas.

fusiforme: forma de huso.

globoso (a): forma esférica.

locus conidiégeno (plural: loci): lugar de una célula conidiégena donde se forma el conidio.
macroconidio: conidio mayor de un hongo que, ademas, forma microconidios.
microconidio: el conidio menor de un hongo que, ademas, forma macroconidios.
monolocal: célula conidibégena que solo forma conidios en un solo lugar (locus).

Mucronada: que termina en una punta aguda y corta.

multilocal célula conidiégena que forma conidios en mas de un lugar.

obclaviforme: forma de clava 0 maza, con la parte mas ancha hacia abajo.

oval: forma de évalo.

ovoide: forma de huevo, con la parte ancha hacia abajo.

pedicelada: tiene un pedicelo o “tallito”.

pigmentacion: coloracion que se produce por la difusion de ciertas sustancias al medio de
cultivo.

piriforme: forma de pera, con la parte mas ancha hacia arriba.
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proliferacion simpodial:forma una espora terminal, continla creciendo, forma otra y asi
sucesivamente.

reniforme: que tiene forma de rifion.

sensu lato (latin): en sentido amplio.

sensu stricto (latin): en sentido estricto.

teleomorfo: forma sexual de un hongo pleomoérfico (que tiene fase asexual: anamorfo; y si

tiene mas de una fase asexual: sinanamorfo).
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