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RESUMEN

En la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey se ha aplicado durante varios
afios una alternativa de manejo agronémico del cultivo de la papa basada en la aplicacion de
diferentes productos biologicos de producciéon nacional. Sin embargo, no se habia evaluado
en la produccion de semilla. El objetivo general de este trabajo consistié en determinar el efecto
de alternativas de manejo agronémico en la produccion de semilla de papa cv. ‘Romano’ sobre
enfermedades flngicas y los objetivos especificos: comprobar el efecto in vitro del bioproducto
Versaklin® y Trichoderma harzianum Rifai sobre patégenos fungicos del cultivo de la papa y
comparar la respuesta de plantas de papa cv. ‘Romano’ bajo diferentes alternativas de manejo
agronémico en campo frente a enfermedades flngicas. Se comprob6 que tanto Trichoderma
harzianum CCIBP-Trich15 como Versaklin® inhibieron el crecimiento in vitro de los patégenos
Alternaria alternata CCIBP-Aa 8 Fusarium solani CCIBP-Fus 23, Geotrichum candidum
CCIBP-Geo 1 y Phytophthora infestans CCIBP-Pi 1.Los resultados indicaron que las
alternativas de manejo agronémico tuvieron influencia en la respuesta de las plantas tanto a
las enfermedades fungicas como agronémica. De las enfermedades fungicas del cultivo solo
se detecto la incidencia de Tizén temprano, los primeros sintomas aparecieron en plantas sin
aplicacion de productos a partir de los 55 dias después de la siembra pero la severidad mayor
se alcanzé a los 70 dias y se vieron afectados todos los tratamientos. La efectividad técnica
(ET) de las alternativas de manejo agronomico frente al TizOn temprano mostraron la
superioridad del tratamiento quimico y el potencial de la AMA con Versaklin® ya que redujo la
incidencia en 30% con respecto al tratamiento control y alcanzé un valor de ET que representa
60% del tratamiento quimico. Mediante alternativas de manejo agronémico que incluyen el uso
de bioproductos de fabricacion nacional se pueden manejar las enfermedades fungicas y

producir semilla de papa cv. ‘Romano’.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los cultivos més importantes para la alimentacion
humana. Las practicas agrondmicas tanto para la produccion de semilla, como tubérculos para

el consumo humano buscan obtener altos rendimientos y adecuada sanidad.

Es un cultivo basico en aquellas regiones donde las condiciones climaticas lo permiten, pues
es caracteristico de climas frios, aunque se ha logrado su cultivo en climas tropicales, teniendo
en cuenta los meses de invierno. El valor de la produccion mundial supera los 360 millones de
toneladas (FAOSTAT, 2014) y ocupa el cuarto lugar en produccién, después del trigo (Triticum

vulgare Wuild.), el arroz (Oryza sativa L.) y el maiz (Zea mays L.).

La produccion de este cultivo en Cuba es altamente costosa. La compra de semilla representa
cerca del 40% de los costos ya que se importa principalmente de Canada y Holanda. Es por
esa causa que los cientificos trabajan en la blusqueda de alternativas para la produccion de
semilla, resistente a enfermedades y adaptada a las condiciones climéaticas del pais
(Agramonte et al., 2010; Salomon et al., 2014). Por otra parte, no es un cultivo sostenible por
la cantidad de insumaos, fertilizantes y pesticidas que demanda que elevan los costos, provocan
contaminacién en el aire y en el suelo (Den Herder et al., 2010).Unido a ello se requiere el
empleo de alternativas de manejo agronémico que disminuyan la incidencia de enfermedades
en las plantas, mejoren el estado fisiol6gico de la plantacion y propicien un incremento de los

rendimientos mediante productos amigables con el ambiente y que no eleven los costos.

Ante esta problemética, el uso de microorganismos que contribuyan a la nutricion de la planta,
el control de patdégenos y permitan disminuir el uso de productos quimicos ha cobrado gran
importancia. En este sentido, algunos autores han referido resultados satisfactorios. Por
ejemplo, Hicks et al. (2014) en ensayos en casa de cultivo y campo demostraron que el uso
de cepas de Trichoderma controlaron Rhizoctonia solani Kuehn y promovieron el crecimiento

de las plantas.

En Cuba, productos tales como Gluticid obtenido a partir de metabolitos bacterianos (Villa et

al., 2000) han sido evaluados para el control de patéogenos en plantas (Castellanos et al.,
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2005). En papa, los resultados de Rodriguez y Stefanova (2005) sugieren la posibilidad de
utilizarlo en la proteccion temprana del cultivo contra el Tizén temprano (Alternaria solani

Sorauer).

Ademas, Hernandez (2001) obtuvo resultados satisfactorios en la produccién sostenible de
tubérculos-semilla de papa por semilla sexual con el empleo de un manejo agronémico integral
de sustratos, diferentes métodos de siembra y biofertilizacion (bacterias nitrofijadoras,

fosfosolubilizadoras y hongos micorrizogenos).

Otros bioproductos a base del hongo antagonista Trichoderma, entomopatdgenos como
Lecanicillium (Verticillum Zimmeer) sp., Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, Bacillus
thuringiensis (Berliner) y Metarhizium anisopliae (Mets.) Sor. se han evaluado para el manejo
de plagas en numerosos cultivos, entre ellos la papa (Jiménez y Agramonte, 2002; Villa et al.,
2006; Reinoso et al., 2007; Hoyos-Carvajal et al., 2008; Martinez et al., 2008; Fernandez,

2011).

En la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey se ha aplicado durante varios
afios una alternativa de manejo agronémico del cultivo de la papa basada en la aplicacion de
diferentes productos bioldgicos de produccidén nacional. Entre ellos, se encuentran algunos
para la nutricion de las plantas y otros para el manejo de plagas (Por ejemplo: Fitomas E,
BIOBRAS 16, Ecomic, Thurisave, Metasave, Basisave, Verticid, Tricosave, producidos por

LABIOFAM o en laboratorios de produccién local).

Otro de los bioproductos que se ha utilizado en esta alternativa tanto para el tratamiento a la
semilla de papa como para aplicacion foliar se elabora con la tecnologia conocida como
Microorganismos eficientes (EM, del inglés: Efficient microorganism) (Higa, 1991) a escala
artesanal o en pequefas plantas. La tecnologia EM con amplio espectro de aplicaciones, fue
creada por el investigador japonés Teuro Higa (Higa y Wididana, 1991). EM consiste en
cultivos mixtos de microorganismos benéficos naturales que coexisten en un medio liquido.
Los in6culos microbianos se comercializan desde Japon como EM-1®, EM-X® o EM-

Ceramic®. Estos contienen bacterias lacticas, bacterias fotosintéticas y levaduras de méas de
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80 especies diferentes. Tiene aplicaciones en la agricultura, en el control de desechos
medioambientales, en productos de aseo y limpieza, en materiales de la construccion
(Martirena et al., 2014), etc. La tecnologia y el uso de los EM se encuentra aplicada y los

productos en venta en muchos paises.

El concepto de EM, se basaen la coexistencia y co-prosperidad de varios microorganismos
con una capacidad de reavivar, restaurar y conservar el medio en que se encuentren, son
cuidadosamente seleccionados en su medio natural y multiplicados con diversos
procedimientos. También se han descrito como la coexistencia de un cultivo mixto de

microorganismos beneficiosos anaerobios y aerdbicos (Shalaby, 2011; Muranyi, 2012).

La tecnologia EM fue traida a Cuba por el movimiento de Agricultura  Orgénica
Costarricense y se introdujo en la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey
(EEPF-IH), en Matanzas en el afio 2007. A partir de 2010 y apoyado por los proyectos PIAL y
BIOMAS, financiados por COSUDE se desarroll6 un programa de innovacion tecnologica
agricola local para su aplicacion en la agricultura cubana. En febrero de 2011 productores de
ocho provincias contaban con esta tecnologia en sus areas, donde se ha sustituido la
aplicacion de productos quimicos por EM (EEPF-IH, 2011). Sin embargo, la diversidad de
materias primas y formas de producirlos no siempre conduce a resultados consistentes y
repetibles. Por otra parte, se desconoce el efecto de los EM sobre los patdégenos de los cultivos

donde se ha observado una disminucion de su incidencia entre los que se encuentra la papa.

Mas recientemente, el Instituto Finlay desarroll6 la produccién industrial de un producto basado
en los resultados y tecnologias de la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey
gue se nombra Versaklin®. Atendiendo a los resultados de estas instituciones tanto en el
cultivo agroecoldgico de papa como en la produccion de un bioproducto sometido a un proceso
estable, asegurado en su calidad y con estudios toxicol6gicos (Oliva et al., 2014) y la necesidad

de producir semilla de papa con bajos insumos se realiz6 el siguiente trabajo.
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Hipotesis
En la produccion de semilla de papa cv. ‘Romano’ se podrian manejar las enfermedades
fungicas del cultivo mediante alternativas de manejo agronomico en las que se empleen

bioproductos de fabricacién nacional, si se determina el efecto in vitro y se comprueban sus

resultados en campo.
Objetivo general:

Determinar el efecto de alternativas de manejo agronémico en la produccion de semilla de

papa cv. ‘Romano’ sobre enfermedades fungicas.
Objetivos especificos

1. Comprobar el efecto in vitro del bioproducto Versaklin® y Trichoderma harzianum Rifali
sobre patdgenos fungicos del cultivo de la papa.
2. Comparar la respuesta de plantas de papa cv. ‘Romano’ bajo diferentes alternativas de

manejo agronémico en campo frente a enfermedades fungicas.
Novedad cientifica

Se informa por primera vez del uso de un bioproducto elaborado a base de la tecnologia de
Microorganismos Eficientes (Versaklin®) en el manejo de enfermedades fungicas de la papa

en la produccion de semilla.
Aporte tedrico

Con este trabajo se realiza un aporte al conocimiento de la interaccion de T. harzianum con
patdégenos fungicos del cultivo de la papa y los mecanismos por los cuales ejerce su accidén
antagonista. Ademas, se sientan las bases para estudios méas profundos sobre produccion

agroecoldgica de la papa en las condiciones climaticas de Cuba.
Aporte practico

Como resultado de este trabajo se cuenta con elementos para contribuir al disefio de
estrategias para la produccion de semilla de papa para pequefios productores con menos

insumos y favorable impacto ambiental.
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La tesis esta estructurada en un primer acapite que contiene una revision bibliografica de
fuentes documentales relacionadas con el tema de estudio, posteriormente se describen los
materiales y métodos empleados, se informan y discuten los resultados cientificos y se arriba

a conclusiones y recomendaciones.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 La papa (Solanum tuberosum L.). Origen, distribucion e importancia econémica

La papa (Solanum tuberosum L.) fue domesticada por los ancestros de los agricultores andinos
y fue cultivada, por lo menos, desde hace mas de 7000 afios. Su centro de origen estaria
ubicado en las tierras altas de los Andes localizadas entre el centro de Peru y el centro de
Bolivia, en las cercanias del lago Titicaca. Con el tiempo, el &rea de cultivo se extendio a
muchos paises en América Latina. Aln existen cultivares de papas nativas o tradicionales en
México, Guatemala, Venezuela, Colombia, Ecuador, Perq, Bolivia, Argentina y Chile. La papa
fue introducida a Europa después del descubrimiento de América (Huaman et al., 1997). Se
llevd a Espafia y Portugal, de dénde se disperso a otras partes de Europa en los afios 1500s.
Durante los proximos dos siglos se exportd a Norteamérica, Australia, China. Su adopcioén
universal como una fuente de hidrato de carbono no siempre ha sido bienvenida y han sido
afectadas las campafias de propagacion nacional, como en Francia en los 1760s, decretos
reales en la Rusia, de nuevo en los 1760s, y la competencia de otros hidratos de carbono

como arroz y la pasta a lo largo del camino (CIP, 2007).

Sin embargo, la papa a pesar de haberse originado en Ameérica, en la actualidad se cultiva en
Europa, Asia y Africa, siendo China el mayor productor de este tubérculo, seguido por la India,
Estados Unidos, Rusia, Alemania (FAOSTAT, 2014). Constituye un alimento basico para la
alimentacion. Ademas, este cultivo se ha convertido en una fuente generadora de empleo en

comunidades rurales y de ingresos para la poblacion.

Estévez et al. (2007) refieren que no se conoce con exactitud como se introdujo este cultivo
en Cuba; el primer documento referenciado fue por Don Pablo de la Serna, 7 de febrero de
1778, el cual envié una comunicacion al Real Consulado Espafiol, donde exponia las
dificultades existentes para la obtencion de las semillas del cultivo en el pais. A fines del siglo
XIX, en Cuba, se comercializaba las regiones de Guines en provincia Habana, y en Potrerillo

de Gibara, en la antigua provincia de Oriente. Las practicas para el cultivo de papa eran
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diferentes en ambas regiones, pues en Potrerillo utilizaban pequefas semillas procedentes de
Norteamérica y las plantaban enteras; en Guines utilizaban semillas de gran tamafio, de las
Islas Canarias y Espafa, las cuales cortaban antes de la plantacion. Varios afios después se
comenz0 a practicar la siembra de semillas cubanas, las cuales se troceaban y plantaban,
ademds se hizo extensivo el método de guardar de una cosecha a otra, papas que tenian
poco valor comercial (agosto- septiembre), aunque su desarrollo y produccion eran malos
siempre daba al que la cultivaba alguna ventaja econdmica, dado que en Cuba, la papa se
produce practicamente al nivel del mar en é&reas llanas y se siembra en los meses de
noviembre a enero. Esta época se enmarca fundamentalmente del 15 de noviembre al 20 de
diciembre, debido a que en las plantaciones iniciadas después del mes de diciembre, los

rendimientos son afectados por las altas temperaturas (ALAP, 2000).

Ademas, Estévez et al. (2007), alegan que en 1985 se inici6 el programa cubano de
mejoramiento genético de la papa, del cual se cuenta con més de 500 clones cubanos de
diferentes generaciones y diversas variedades cubanas. Este programa se ha trabajado con
el objetivo de obtener nuevas variedades con caracteristicas adecuadas para ser plantadas
en la época Optima. Sin embargo, la evaluacion de los nuevos genotipos fuera de época de
plantacion y a una mayor altitud ha sido poco explotado bajo las condiciones del pais, lo cual,
seria de gran utilidad ya que constituiria una alternativa para reducir el déficit del producto en

esta época del afio (Castillo et al., 2001).
Clasificacion taxonémica

Tipo: Spermatophyta

Clase: Angiospermas

Subclase: Dicotiledonea

Orden: Tubbiflorae

Familia: Solanaceae



Revision Bibliografica

Género: Solanum
Especie: S. tuberosum
Subespecies: andigenum, tuberosum (Hawkes, 1990)

La importancia econdmica de la papa se fundamenta en que, por su elevada capacidad de
produccion de sustancias alimenticias por unidad de superficie, es tres veces mayor que en
los cereales, lo que permite suplir de alimento a un elevado nimero de personas. Desde 2008
es el cultivo mas importante para la produccion de alimentos. Tal vez ningan otro cultivo en la
historia contemporanea ha jugado un papel més importante en la seguridad alimentaria y la

nutricion con un impacto en el bienestar social de la personas (Sarkar, 2008).

Este cultivo tiene un alto valor nutritivo, este cultivo aporta en 100 gramos de papa fresca:
78,0% de humedad, 2,1% de proteina, 18,5% de almiddn, 1,0% de cenizas y 0,1% de grasas.
Ademas, 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 mas importantes para contribuir a solucionar los problemas del hambre en el

mundo (FAQO, 2008).

folialos

Figura 1. Esquema de una planta de papa. Tomado de: Huaman (1988).
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2.1.1 Cultivar Romano

Los progenitores del cultivar ‘Romano’ son ‘Draga’ x ‘Desirée’. Es una planta de mediana a
corta; de follaje abundante, tallos de extendidos a semierguidos, gruesos y coloracion
antocianinica de fuerte a mediana; hojas muy grandes, de color verde a verde claro, silueta
abierta; inflorescencias de poco a numerosas o ausentes, flores de color rojo violaceo; bayas
poco numerosas 0 ausentes. Los tubérculos son grandes y uniformes, de forma oval
redondeada, de piel roja, carne blanca amarillenta y ojos semiprofundos. Presenta una
madurez semitemprana y muy buena resistencia al azuleado. Las cosechas tienen un buen
rendimiento y ademas son uniformes. El contenido de materia seca es de mediano a bajo,
recomendable preferiblemente para el consumo fresco. Es muy susceptible a Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary en las hojas y muy resistente en los tubérculos, bastante sensible al
virus PRLV, medianamente resistente al virus X y resistente al virus A, muy resistente al virus

Y, inmune a la sarna verrugosa, y sensible a la sarna coman (Hans et al., 2007).
2.2 Obtencion de semilla de papa por biotecnologia

En Cuba, se invierten anualmente millones de dblares en la compra de semilla de papa a
Holanda y Canadé con el riesgo de que se introduzcan agentes patdgenos, insectos y otros
microorganismos que existen inevitablemente en toda importacion de grandes volimenes de
materiales vegetales de siembra (Pérez, 1998). Debido a que los métodos tradicionales no
garantizan la disminucion de las enfermedades que afectan al cultivo de la papa, la produccion
de tubérculos in vitro (Wang y Hu, 1982) se ha convertido en la via mas eficiente para la
propagacion de este cultivo, que mantiene un alto grado de pureza varietal y calidad
fitosanitaria. Los tubérculos in vitro producidos en sistemas semiautomatizados basados en la
inmersion temporal de los explantes es superior a los obtenidos con el empleo de métodos

convencionales (Jiménez et al., 1999).

Scherwinski y Luces (2004) sefialan que la papa se propaga vegetativamente por tubérculos-

semillas, lo que asegura la conservacion de caracteristicas varietales durante generaciones
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sucesivas. Sin embargo, debido a su forma de propagacion asexual esta sometida a un alto
riesgo de contaminacion por virus, hongos, bacterias e insectos, durante el periodo de cultivo
y almacenamiento. También emplear el material vegetativo por ciclos repetidos puede
ocasionar degeneracion del cultivo por la acumulacién de patégenos, especialmente virales.
Incluso, puede ser propagada por semilla botanica, pero esta via se emplea fundamentalmente
para el mejoramiento genético. El valor potencial del cultivo de tejidos en la produccion de
papa ha sido ampliamente reconocido a nivel mundial. Esta tecnologia se emplea en muchos
paises para obtener semilla libre de patégenos y por el consecuente beneficio para los

productores (Hoque, 2010).

En la propagaciéon de papa han sido empleados medios de cultivos en estado liquido y en
estado semisélido, este ultimo ha sido el mas empleado (Ziv et al., 1998). Segun plantean
Igarza et al. (2012) el empleo de plantas in vitro y microtubérculos en la produccién de semilla
de papa tiene ventajas con respecto a la semilla convencional ya que estan libres de
patdégenos, se obtiene un gran nimero en cortos periodos de tiempo, se reducen los costos
de labores agronémicas en el mantenimiento de germoplasma en campo. También pueden
ser propagados en cualquier época del afio, se facilita el intercambio de material genético y se

reduce el riesgo de pérdidas genéticas al evitar la mezcla del material vegetal por cruzamiento.

Dentro de las problematicas fundamentales en la producciéon de semilla de papa por métodos
biotecnolégicos se han encontrado las asociadas a pérdidas en el traslado a campo de las
plantas in vitro. Ello ha elevado los requerimiento de atenciones culturales por personal
altamente calificado, ha incrementado las pérdidas de tubérculos en la cosecha por dafios o
enfermedades asi como en la conservacién debido principalmente a la elevada presencia de

microorganismos patégenos del suelo (Jiménez-Terry et al., 2010).

10
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2.2.1 Plantas in vitro

La produccién de plantas in vitro ha alcanzado un gran auge en el mundo y es empleado por
muchos paises en sus programas nacionales para la produccion total o parcial de semilla. Este
método constituye la mayor aplicacion del cultivo de tejidos, siendo las tecnologias de

propagacion via organogénesis las mas empleadas para tales fines (Pérez et al., 2000).

La propagacion in vitro de papa es mediante el subcultivo de yemas axilares. Se pueden
obtener tanto plantas in vitro como microtubérculos (Jiménez et al., 1999). En el cultivo in vitro
convencional las plantas se cultivan en recipientes cerrados en un entorno aséptico y con la
presencia de un medio de cultivo sélido, semisélido o liquido. EI medio de cultivo contiene,
ademds, 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).

Las plantas de papa propagadas in vitro pueden producir microtubérculos cuando se colocan
en condiciones adecuadas (Estrada et al., 1986; Jiménez et al., 1999). Estos generalmente se
originan en estructuras aéreas de la planta aunque algunos pueden formarse en el medio de
cultivo (Hussey y Stacey, 1984). Estos ofrecen ventajas para el almacenamiento, traslado y
plantacion en casas de cultivo, asi como permiten el intercambio de germoplasma (Kanwal y
Shoaib, 2006). Ademés, la propagacion del cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) a través
de las técnicas biotecnoldgicas de cultivo de tejidos tiene como objetivo fundamental la
produccion de grandes cantidades de plantas sanas y la conservacién en condiciones

controladas de diferentes genotipos (Garcia et al., 2001)

Para disminuir los efectos del cambio de ambiente in vitro a ex vitro se requiere de una fase
llamada aclimatizacién, donde las plantas son adaptadas gradualmente a las nuevas
condiciones ambientales. El grado de anomalias morfolégicas y/o fisiol6gicas que ellas hayan
desarrollado durante el cultivo in vitro, sera lo que permita una mejor aclimatizacion. Una de

los problemas fundamentales para la supervivencia ex vitro es la pobre capacidad fotosintética

11



Revision Bibliografica

desarrollada (Pospisilova et al., 1997), la cual viene de las restricciones de CO. y la baja

intensidad luminosa durante el cultivo in vitro (Arigita et al., 2002).
2.2.2 Minitubérculos

Los minitubérculos son pequefios tubérculos de papa obtenidos después de la aclimatizacidén
de plantas cultivadas in vitro y plantadas a alta densidad en casas de cultivo, canteros o
contenedores donde se usan diferentes mezclas de sustratos. Con el uso de minitubérculos
en un programa de semilla puede reducirse el nimero de multiplicaciones en campo y el
tiempo necesario para obtener volimenes adecuados de semilla de un cultivar (Lommen y
Struik, 1992; 1994). Los minitubérculos pueden producirse durante todo el afio siempre que
las casas de cultivo cuenten con condiciones para ello y son principalmente utilizados para la

produccion de semilla prebasica o basica por siembra directa en campo (Ritter et al., 2001).

Las principales desventajas de un programa de semilla de papa basado en métodos de
propagacion convencional estan relacionadas con la baja tasa de multiplicacion de las plantas
crecidas en campo lo que resulta en un sistema lento e inflexible, con riesgo creciente de
enfermedades virales, fungicas o bacterianas a medida que se incrementa el nimero de
multiplicaciones. Por ello, una de las alternativas para disminuir el nimero de multiplicaciones
necesarias en campo para obtener suficiente cantidad de semilla, es producir minitubérculos

en ambientes protegidos (Lommen, 1995).

Con el cultivo in vitro de plantas a partir de segmentos nodales se pueden producir plantas
enraizadas que posteriormente se aclimatizan y pueden plantarse en casas de cultivo o campo

para producir minitubérculos (Struik y Lommen, 1999).

A nivel mundial, los minitubérculos son comparados con plantas de seleccion clonal de
segundo afo, aunque en algunos paises son reconocidos como semilla precertificada. Debido
a la elevada tasa de multiplicacién y a su tamafo, la oferta y demanda de los minitubérculos

ha crecido rapidamente en los ultimos afios. Finalmente, su rapida obtencién hace a los

12



Revision Bibliografica

minitubérculos muy recomendables para la introduccion de nuevas variedades (Bojorquez,

2008).

Uno de los mayores inconvenientes que tiene el cultivo de papa en el pais, es que depende
para su produccién de la compra de semillas en paises como Francia, Holanda y Canad4, con
inversiones cada afio de 10 a 12 millones. En las condiciones tropicales no es
econOmicamente viable la obtencién de semilla por métodos tradicionales, debido a las
grandes afectaciones virales, por lo que la Unica via es producir a través de la
micropropagacion. Con este objetivo, desde inicios de los afios 80, del siglo XX, comenzaron
los trabajos en el pais. La dificultad fundamental que presentd esta tecnologia fue su bajo
coeficiente de multiplicacién, debido a que las plantas procedentes de cortes de esquejes

producen un solo minitubérculo y es muy trabajosa (Pérez, 1998).

Teniendo en cuenta estos precedentes, el Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP),
conjuntamente con otras instituciones cientificas, han desarrollado desde 1994 la tecnologia
para produccion de Semilla Original de papa por métodos biotecnoldgicos (Jiménez-Terry et

al., 2010).
2.3 Principales enfermedades fungicas de la papa

La papa es afectada por numerosas enfermedades fungicas foliares y postcosecha entre las
gue se destacan por su importancia economica el tizén tardio, el tizén temprano y las

pudriciones secas y blandas.
2.3.1 Tizon tardio de la papa

El tizon tardio de la papa (Phytophthora infestans Mont de Bary) es la enfermedad més peligrosa
y destructiva del cultivo, ya que en pocas horas con condiciones favorables para su aparicion y
desarrollo causa la defoliacion y muerte de las plantas con reduccion significativa en los
rendimientos. En el follaje y en el tallo aparecen manchas pardas o negras purplreas de
diferentes tamafios. Las manchas en las hojas progresan desde el 4pice y los bordes hacia su

centro, mostrando un color verde pélido. En el envés de la hoja coincidiendo con las manchas
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del haz, se aprecia una fructificacion de color blanco o mildiu formado por los esporangios del
hongo. En la planta la enfermedad comienza desde la base hacia la parte inferior del follaje. Los
tubérculos afectados presentan pequefias manchas pardas sobre la piel, de forma irregular,
deprimidas y toman un color algo azulado, lo cual se aprecia al cortar el tubérculo donde resalta
un color parduzco en el lugar de las lesiones. Las primeras manifestaciones de la enfermedad
en el campo se presentan en zonas con acceso de humedad o donde quedaron grupos de

plantas sin el nivel nutricional adecuado, o sin proteccion fitosanitaria (MINAGRI, 2012).
Manejo de la enfermedad

Para el manejo agroecoldgico de la enfermedad se pueden aplicar una serie de medidas entre

las que se encuentran:

Seleccionar la época de siembra de acuerdo con las caracteristicas de las variedades.
Seleccionar para la siembra variedades resistentes o tolerantes a la enfermedad.
Plantar semillas libres del patégeno.

Rotacién de areas, esmerada preparacion y nivelacion del suelo.

Riego uniforme evitando encharcamientos.

Fertilizacion adecuada y uniforme en toda el area.

Eliminacion de los focos o el saneamiento de hojas y tallos afectados.

AN NN U U U NN

Mantener el cultivo libre de malezas, realizar el aporque oportunamente para evitar que

los tubérculos queden expuestos al aire.

v" Monitoreo sistémico de las plantaciones y condiciones climatolégicas, para detectar a
tiempo su aparicién, eliminar rdpidamente los residuos de cosechas.

v Aplicaciones foliares con productos de contacto cuando se halla logrado uniformar su
brotacién y aplicaciones con productos sistémicos al aparecer las primeras manchas o
preventivos segun prondsticos en aquellos lugares donde existan las condiciones para
aplicarlos con alta seguridad.

v Aplicaciones de Trichoderma harzianum al fondo del surco antes de proceder al tape de

las semillas.
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2.3.2 Tizén temprano de la papa

El tizdn temprano es después del tizén tardio, la enfermedad foliar mas importante del cultivo
de papa (Van der Waals et al., 2003). Se presenta con mayor incidencia en las zonas paperas
ubicadas en regiones humedas y célidas de paises como India, Uruguay, Brasil y otros del
Caribe. En Cuba, el tizon temprano se considera una enfermedad fangica importante y se ha
encontrado variabilidad genética y patogénica entre aislados procedentes de diferentes
localidades del pais (Pérez et al., 2004). Esta enfermedad es causada por los hongos
Alternaria solani (Cooke) Wint y Alternaria alternata (Fr) Keissl) que afectan principalmente las

hojas y tubérculos.

Es una enfermedad tipica de la senescencia. La infeccion inicial es méas frecuente en las hojas
inferiores mas viejas, generalmente a partir de la floracién. Inicialmente, las lesiones se
evidencian como pequefias manchas necréticas (1-2 mm) de color oscuro, que progresan en
manchas ovoide-circulares tomando una coloracion castafio negra a medida que se expanden.
Generalmente los margenes de las lesiones son angulares porque se encuentran limitadas por
las nervaduras. Las zonas lesionadas quedan con consistencia seca y apariencia de papel.
Frecuentemente, aunque no siempre, las manchas presentan anillos concéntricos (tejido
necrético abultado y hundido alternadamente). Alrededor de las lesiones y entre las mismas el
tejido foliar se torna clorético. A medida que se van formando nuevas lesiones y las viejas se
expanden, la hoja integra se vuelve clorética y luego necrética. Finalmente, puede producirse
defoliacion y muerte anticipada de la planta. Si las condiciones ambientales son favorables, la
infeccion asciende en el perfil del cultivo y las lesiones aumentan en numero y tamafio a medida
que las plantas maduran. En los tallos se desarrollan manchas necroticas, aunque en menor
medida que en las hojas, mientras que en los tubérculos el sintoma es externo, con lesiones
oscuras, hundidas, de forma circular a irregular, rodeadas por bordes abultados de color parpura
a bronceado. Internamente, se desarrolla una pudricion seca, de textura coridcea corchosa y de
color amarillo a castafio oscuro. Las lesiones pueden aumentar de tamafio durante el

almacenaje y los tubérculos pueden arrugarse en estados avanzados de infeccion. A excepcion
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de la reduccion en el rendimiento del cultivo, rara vez causa dafios de importancia en los

tubérculos (SENASA, 2014).
Manejo de la enfermedad
Para el manejo agroecoldgico se han recomendado las siguientes medidas:

Utilizar variedades resistentes o tolerantes a la enfermedad.
Buena preparacion y nivelaciéon del suelo para evitar encharcamientos.

Mantener la humedad requerida y uniforme durante todo el ciclo del cultivo.

D N N NN

Garantizar los niveles nutricionales adecuados al cultivo con distribucidon uniforme en
toda el area.
El suelo debe estar himedo al momento del tratamiento y la cobertura en toda la planta.

Una alternativa puntual es desinfectar la semilla con Trichoderma harzianum Rifai.
2.3.3 Pudricién seca o Fusariosis de la papa

La fusariosis en 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 almacenamiento de la semilla hasta la fase de cosecha de los tubérculos. Los campos
infestados de Fusarium exhiben una gran variabilidad en tamafio de las plantas, asi como fallas.
Esto retrasa y reduce la produccion considerablemente. La pudricion seca de la papa es
causada por Fusarium spp. principalmente por Fusarium solani (Mart.) Sacc (Asscheman et al.,

1996).

El tubérculo que se utiliza como semilla, se infesta durante el periodo de almacenamiento a
través de heridas o dafios mecanicos, 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 (LOpez et al., 1995).
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La pudricién por Fusarium puede ser acelerada ante la presencia de bacterias causantes de
pudricion blanda. Cuando la infeccién es severa, las lesiones se unen, el fragmento de semilla
se pudre, de la superficie hacia dentro, y las yemas se van destruyendo a medida que la necrosis

progresa (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). El sintoma mas frecuente 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 azules claras, en dependencia de las especies de
Fusarium que prevalezcan. Los ataques pueden producirse ademas, por toda la superficie del

tubérculo debido a heridas al cosechar.
Manejo de la enfermedad

Es importante que durante la siembra, los tubérculos no se fraccionen; porque las heridas son
una de las principales vias de infeccion del patdégeno. 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 (Lopez et al., 1995).

Ademas, es importante mantener oscuras las camaras de almacenamiento para los tubérculos
de consumo; asi como una buena aireacion y extraccion del CO; liberado durante la respiraciéon

(Martinez y Alemén, 2005).

La semilla de papa debe tratarse con formulaciones de fungicidas (en liquido o en polvo) antes

de almacenarlas para que estén libres de enfermedades. Es recomendable, proporcionar una
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alta humedad y buena ventilacion a comienzos del periodo de almacenamiento para facilitar la
cicatrizacion de las heridas que pudieran presentar las semillas de papa (Asscheman et al.,

1996).
2.3.4 Podredumbre gomosa

La podredumbre gomosa se desarrolla hacia el interior de los tubérculos y se libera un olor tipico
parecido al de leche agria, tienen una textura gomosa de color rosado que se vuelven a rojo
con la exposicion al aire. En condiciones de alta humedad el tubérculo se observa blanco por la
presencia de hifas y esporas del hongo. El exudado que se sale de los tubérculos afectados
puede causar la pudricion blanda en los tubérculos adyacentes. Producida por el hongo
Geotrichum candidum Link, cominmente encontrado en el suelo y en la piel de los tubérculos

con sintomas de pudriciones causados por otros microorganismos (Asscheman et al., 1996).
Manejo de la enfermedad

La principal medida preventiva es evitar suelos anegados para lograr un buen drenaje. Si se
forman parches humedos en los tubérculos, estos deben ser conservados por separado de los
tubérculos sanos. Los tubérculos afectados deben secarse rapidamente, almacenado en un
lugar fresco y deben ser rpidamente vendidos. El control quimico no es recomendable

(Asscheman et al., 1996).

Una alternativa de control biolégico ha sido desinfectar la semilla con Trichoderma harzianum

(MINAGRI, 2012).
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2.4 Control biologico de organismos fitopatégenos

Entre las tendencias actuales de la agricultura se encuentra el uso de précticas mas
ecoldégicas como el control bioldgico, mediante el uso de microorganismos antagonistas, los
cuales pueden limitar la iniciacion y propagacion de las enfermedades causadas por
patbgenos vegetales mediante mecanismos de competencia, antibiosis, induccion de

resistencia, entre otros (Fernandez-Larrea, 2001).

Segun Agrios (2005) el control biolégico de enfermedades consiste en el uso de
microorganismos o los productos de su metabolismo para controlar las poblaciones de un
patdégeno o para proteger directamente a las plantas de los patdgenos en el sitio de infeccion

antes o después de que esta ocurra.

Puede ocurrir naturalmente o mediante la manipulacion del ambiente, el hospedante, el
antagonista o por introduccién masiva de uno o mas antagonistas. Entre las estrategias de
control biolégico se encuentran el combate bioldgico del indculo, la proteccién bioldgica de la
superficie vegetal y el combate a través de la induccion de resistencia (Cook y Baker, 1983;

Bettiol et al., 2014).

El control biolégico esté recibiendo mayor atencion por el énfasis en la sostenibilidad de los
sistemas de produccion agricola que tiende a reducir el uso de productos agroquimicos en
dichos sistemas y las medidas regulatorias para disminuir la contaminacion de alimentos con
residuos de plaguicidas. Un concepto amplio de control biolégico incluye a hongos, bacterias
y virus, microfauna (insectos, acaros, nematodos), protozoarios (amebas), algas, plantas
superiores (resistencia, residuos). Depende de la actividad de la comunidad de
microorganismos e incluye a numerosas interacciones microbianas, existe en ecosistemas y
agro ecosistemas con la influencia del hombre y las practicas agricolas sobre los controladores

biolégicos (Guzman et al., 2013; Bettiol et al., 2014).
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Entre las limitaciones que encuentran los productos biolégicos para su utilizacién a gran escala
estan su menor disponibilidad, eficacia y espectro de accion en comparacion con los

plaguicidas quimicos (Andrews, 1992).

El control bioldgico, deberia estar orientado a aprovechar agentes o practicas de control con
diferentes mecanismos de accion, para dificultar la evolucion de las plagas por la complejidad

de los reguladores a los que se enfrentaria (Guzman et al., 2013).

El suelo es un reservorio natural de hongos, neméatodos, entomopatégenos, microorganismos
fitopatdgenos y antagdnicos; se requiere detectar la presencia y diversidad de aislados nativos
de éstos ultimos, con el proposito de evaluarlos como agentes potenciales de control biolégico.
Ademas, las interacciones entre el hongo antagonista y los organismos fitopatégenos en cada
enfermedad son diferentes, por lo tanto es necesario conocer con certeza €l o los mecanismos
de accidn involucrados, que permitan formular estrategias que redunden en una tecnologia de
manejo para reducir las aspersiones de los productos quimicos y tratar de disminuir la
incidencia y severidad de la enfermedad. El peligro de los efectos contaminantes al ambiente
y la salud humana, promueven el uso de bioplaguicidas y la reduccion del empleo de productos
agroquimicos como fertilizantes y plaguicidas. Es por ello que la produccion y aplicacién de
medios bioldgicos para el control de plagas resulta decisivo porque disminuyen los riesgos de
desarrollo de resistencia por parte de los patdégenos y de la existencia de residuos de

fungicidas en los alimentos y las aguas (Vinale et al., 2008).

La seleccion de agentes de control biolégico es una tarea necesaria como alternativa menos
agresiva para el ecosistema y el hombre Para que estos tengan éxito, se deben considerar
muchos factores como las condiciones climaticas y el habitat, los cuales deben ser adecuados
para su crecimiento y para que invadan o afecten a los fitopatdgenos que se desean controlar.
Por tal motivo, las especies nativas tiene mayor potencial, siendo importante, detectar su
presencia en lugares donde se pretenda utilizarlos (Andrews, 1992; Roiger et al., 1991; Martinez

et al., 2014).
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Por lo anterior, el uso de agentes de control biolégico representa una alternativa viable de ser
evaluada, particularmente aquellos descritos como efectivos contra enfermedades aéreas, los
cuales podrian ser capaces de competir con el organismo fitopatégeno antes de que penetre,
ya sea por espacio y/o nutrientes y no le permita germinar, o bien afectarlo por la excrecion de
diversas sustancias antibiéticas que disminuyan su crecimiento y potencial reproductivo. Entre
ellos se pueden considerar a las especies del género Trichoderma, dadas sus caracteristicas
de ser eficaces en el control de fitopatégenos del suelo y foliares en algunos cultivos

(Papavizas, 1985; Elad, 2000; Galleti et al., 2008).
2.4.1 Trichoderma

Trichoderma es un género flngico cuyas especies se encuentran distribuidas en todo el
mundo. El potencial de estas para el control de patégenos fue enunciado por primera vez en

la década del 30 del siglo pasado (Weinding, 1932).

La capacidad de Trichoderma spp. para reducir los dafios en las plantas causados por
enfermedades, cuyos agentes causales son hongos fitopatdgenos, esté relacionada con su
fuerte actividad competitiva, a la antibiosis, produccion de enzimas liticas, metabolitos
secundarios y al micoparasitismo. Diferentes especies de este género son agentes de control
biolégico. En particular, Trichoderma harzianum Rifai, es la especie con mas amplio espectro

de control, bajo diferentes condiciones ambientales (Howell, 2003; Martinez et al., 2013).
2.4.1.1 Reproduccién

La reproduccién de Trichoderma puede ser sexual o asexual. Su fase perfecta (estado
teleomorfo) lo ubica en la Clase Ascomycetes, Serie Pyrenomycetes, Orden Hipocreales,
Género Hypocrea que se caracteriza por poseer ascomas periteciales inmersos en estromas

con alta variabilidad morfoldgica (kullnig-Gradinger et al., 2002; Barrera, 2012).

En su estado anamorfo, las estructuras de reproduccion son conidios, y ademas posee

estructuras de resistencia (clamidosporas). Las clamidosporas son intercalares o terminales,
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de forma cilindricas a globosa; por su naturaleza, representan la forma de propagacion mas

efectiva (Rifai, 1969; Samuels et al., 2012).

Los conidi6éforos miden de 62,5-69,0 x 3,0-4,7 um, son de color verde, tienen ramificaciones
perpendiculares, en algunos casos se observa la formacion de ramas laterales en grupos de
dos a tres, ubicadas en un angulo amplio. El sistema de ramificacion tiene una apariencia
piramidal. Las fidlides son largas y delgadas, con verticilos terminales de hasta cuatro fiélides.
Ocasionalmente surgen solitarias a lo largo del eje, asimétricas, con un tamafo de 6,3-15,6 x
2,7-3,4 pm. Los conidios tienen aproximadamente de 3,8-4 x 3,1-3,7 pum, con forma citriforme
y subglobosos. Las clamidosporas intercalares, formadas por el micelio sumergido,
subglobosas, de pared dentada, color verde suave y un tamafio de 12,5-10,0 um (Bisset, 1991;

Druzhinina, et al., 2005).

2.4.1.2 Mecanismos de accién

El principal beneficio de Trichoderma para la agricultura, es el antagonismo contra
microorganismos patdégenos de las plantas, por su capacidad para producir enzimas
extracelulares que causan desintegracion y muerte en hongos fitopatégenos que habitan el
suelo (micoparasitismo), en la degradacion de paredes celulares de las hifas de hongos
patogénicos (depredacion), en la produccion de compuestos quimicos volatiles y antibioticos
antifingicos que inhiben hongos basidiomicetos (amensalismo), en la colonizacion directa del
hongo por penetracién hifal (predacion), en la competencia por oxigeno, nutrientes y espacio
en el suelo y por su gran adaptabilidad y rapido crecimiento, sin ser estos mutuamente
excluyentes por lo que mientras uno parece ser el principal, en realidad pueden actuar en

conjunto (Martinez et al. 2013).

La competencia se da principalmente por nutrientes y espacio, de ésta manera la causa mas
comun de la muerte de un microorganismo es por inanicidn, puesto que requieren de nutrientes

exdégenos, como carbono, y hierro para germinar, penetrar e infectar el tejido, y si los sitios de
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infeccion estdn ocupados por el organismo benéfico tendra dificultades para prosperar el

hongo fitopatégeno (Hernandez, et al., 2011).

La antibiosis es el fendmeno mediante el cual un hongo antagonista inhibe o destruye a un
organismo, a través de la produccion metabdlica de moléculas toxicas, volétiles y de enzimas
hidroliticas las cuales disuelven o dafian polimeros estructurales, como quitina y (-1-3-
glucanos, de la pared celular en la mayoria de los hongos fitopatégenos y producen un efecto
adverso sobre su desarrollo y diferenciacion. A mayor sea la cantidad de productos
metabdlicos, el poder antagdnico se incrementa. Sin establecer contacto fisico alguno
Trichoderma sp. puede inhibir el crecimiento de otros hongos mediante la produccién de varios
metabolitos secundarios volatiles y no volatiles como gliotoxina, viridina y gliovirina (Harman,

et al., 2010).

Cuando un hongo parasito ataca directamente a un hongo patégeno es un micoparasito. Para
gue se lleve a cabo el micoparasitismo, el hongo antagonista produce exoenzimas hidroliticas
para facilitar la degradacion de la pared celular del hospedante. EI micoparasitismo involucra
una secuencia de eventos, que incluyen la localizacién del blanco, a través de un crecimiento
quimiotrépico, reconocimiento, ataque, lisis y adquisicion de nutrientes. La produccion de
enzimas hidroliticas y los factores que influencian estos eventos estan ligados entre si

(Martinez et al., 2013).

Entre las enzimas hidroliticas que producen especies de Trichoderma se encuentran las
quitinasas, glucanasas, proteasas y celulasas. Dichas enzimas estan relacionadas en el
fenbmeno de antibiosis y micoparasitismo al degradar la pared celular y asi penetrar y
micoparasitar al hospedante. Las quitinasas y glucanasas son las enzimas mas descritas en

el control bioldgico de fitopatdgenos (Harman, 2006).

Diferentes especies de Trichoderma tienen la capacidad antagonista contra hongos

fitopatdgenos como Rhizoctonia solani Kuhn, Fusarium oxysporum fs. dianthii W.C. Snyder y
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H.N. Hansen, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary), Colletotrichum gloesporioides Penz. y
Sacc., Sclerotium rolfsii Sacc., Rosellinia bunodes (Berk. y Broome) Sacc., Phytophthora
cinnamomi Rands, Phytophthora cactorum Leberty Cohn., Botrytis cinerea Pers.:Fr, Armillaria

mellea (Vahl: Fr.) Kummer, y Cryptonectria parasitica (Murrill) Barr (Martinez et al., 2008).

En el control de enfermedades foliares Trichoderma spp. también ha demostrado ser efectivo
ya que ha logrado reducir hasta un 75,0% a Curvularia eragrostidis (Henn.) Meyer, en fiame
negro (Dioscorea cayennensis Lam.) y disminuir un 84,0% el dafio por Botrytis cinerea Per.:Fr.
en tomate (O"Neil et al., 1996). Inclusive se tienen cepas de Trichoderma spp. resistentes a
los fungicidas cominmente utilizados, entre ellos, Benomil, Metalaxil y Propiconazol. De esta
forma, se pueden utilizar al mismo tiempo y de manera alterna en un control integrado de
fitopatdgenos tales como Pythium ultimum Trow., B. cinerea y Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de

Bary, entre otros (Migheli et al., 1995; Elad, 2000).

Pérez y Echemendia (1994) sefialaron que bajo condiciones de infeccion natural de Alternaria
porri [Ellis] Cif. obtuvieron una disminucién de su incidencia en un 20,0% del hongo patégeno
con la aplicacion foliar de Trichoderma harzianum en plantas de cebolla (Allium cepa L.).
Resultados similares obtuvieron Carelys et al. (1997), frente a Alternaria solani Sor. en papa

(Solanum tuberosum L.) en parcelas experimentales
2.5 Microorganismos promotores del crecimiento vegetal

El empleo de microorganismos promotores del crecimiento vegetal constituye una estrategia
en la agricultura sostenible, a nivel mundial. Su uso, esta enfocado hacia el incremento de la
nutricion de la planta (sustitucion de fertilizantes quimicos por biofertilizantes) y a la busqueda
de proteccién a enfermedades y plagas. Segun Barea et al. (2005) los microorganismos
intervienen en una serie de procesos como la descomposicion, mineralizacién de compuestos
organicos y la movilizacién de nutrientes en la interaccion suelo-planta. Por otra parte, la

sustentabilidad de los sistemas agricolas a largo plazo debe fomentar el uso y manejo efectivo
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de los recursos internos de los agroecosistemas. En este sentido, los biofertilizantes son un
componente vital de los sistemas sustentables, ya que constituyen un medio econdmicamente
atractivo y ecoldgicamente aceptable de reducir los insumos externos y de mejorar la cantidad

y calidad de los recursos internos (Dibut, 2006).

Segun Mavrodi et al. (2006) la actividad de los microorganismos promotores de crecimiento
vegetal en general se inicia con mecanismos de quimiotaxis que estan relacionados con la
presencia de flagelos, quimiorreceptores y sistemas de regulacion codificados genéticamente.
Estos factores tienen gran importancia sobre la capacidad de colonizar la rizosfera y mantener
la comunicacion entre las células de la raiz con los microorganismos presentes en el suelo

(Ahmad et al., 2006).

Estos microorganismos, fundamentalmente bacterias, hongos filamentosos, actinomicetos y
hongos micorrizogenos arbusculares se encuentran normalmente distribuidos en el suelo, pero
en poblaciones insuficientes (entre 10° -10* células por gramo de suelo) como para provocar
el efecto beneficioso deseado sobre las plantas; de aqui, la importancia de aumentar el nimero
poblacional de estos (entre 10° - 108 células /gramo de suelo) en funcién de potenciar su efecto,
dando lugar como actividad resultante a la elaboracion de biofertilizantes y bioestimuladores
del crecimiento y desarrollo vegetal (Dibut, 2006), tal es el caso de las Bacterias Promotoras

del Crecimiento Vegetal (BPCV).

Asi, una de las vias que facilita la Microbiologia del Suelo y la Biotecnologia Agricola aplicada,
incluyendo la bioingenieria, consiste en la obtencion de bioestimuladores a partir de la
explotacion de los microorganismos del suelo que, entre otras funciones, tienen la propiedad
de producir sustancias fisiolégicamente activas que, al interactuar con la planta, finalmente
desencadenan en una mayor activacion del metabolismo vegetal y consecuentemente acttan

aumentando el desarrollo y el rendimiento (Dibut, 2006).
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251 Empleo de Microorganismos Promotores del Crecimiento Vegetal en la

propagacién de papa

Segun Hernadndez (2001) la papa alcanz6é un rendimiento rentable con la inoculacion de
microorganismos a dosis reducidas de fertilizantes quimicos, Ny P en niveles del 10 al 15%

menos, comparado con papa sin inocular y tratada con fertilizantes quimicos.

Otros autores como Zuno-Floriano et al. (2009) utilizaron cepas de Pseudomonas obtenidas
de las rizosfera de plantulas de papa, para la produccion in vitro. El resultado fue que la cepa
de Pseudomonas sp. formé una biopelicula alrededor de las raices de plantula de papa a los

siete dias posteriores a la inoculacion y, a su vez, logré establecerse en forma endofitica.

Nookaraju et al. (2011) realizaron un estudio, donde aislaron e identificaron 13 bacterias de la
rizosfera de la papa y las probaron para ver su influencia en la tuberizacion de papa bajo
condiciones in vitro y ex vitro. Bajo las condiciones in vitro, se formaron microtubérculos como
resultado de hinchamientos subapicales de estolones en el control, mientras que en algunos
de los tratamientos con bacterias se formaron tubérculos mayormente sésiles en las axilas de
los segmentos nodales. Detectaron aumentos significativos en la expresion del ARNm de LOX
y en sus actividades enzimaticas en estolones y tubérculos de los tratamientos con
rhizobacterias en comparacion con los controles sin tratamientos. También se observo una
fuerte correlacion positiva entre la expresion del gen LOX inducida por rhizobacteria y el

incremento de la induccion y rendimiento de tubérculo.
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2.5.2 Bioproductos a base de la tecnologia Microorganismos eficientes

Definicion

La tecnologia conocida como Microorganismos Eficientes (EM) (EM, por sus siglas del inglés:
Effective microorganism) con amplio espectro de aplicaciones, fue creada por el investigador
japonés Teuro Higa (Higa y Wididana, 1991). EM consiste en cultivos mixtos de
microorganismos benéficos naturales que coexisten en un medio liquido. Los indculos
microbianos se comercializan desde Japdén como EM-1®, EM-X® o EM-Ceramic®. Estos
contienen bacterias lacticas, bacterias fotosintéticas y levaduras de mas de 80 especies
diferentes. Tiene aplicaciones en la agricultura, en el control de desechos medioambientales,

en productos de aseo y limpieza, en materiales de la construccién, etc. Se encuentra aplicada

y los productos en venta en muchos paises.

El concepto de Microorganismos Eficientes, se basa en la coexistencia y co-prosperidad de
varios microorganismaos con una capacidad de reavivar, restaurar y conservar el medio en que
se encuentren, son cuidadosamente seleccionados en su medio natural y multiplicados con
diversos procedimientos. También se han descrito como la coexistencia de un cultivo mixto de
microorganismos beneficiosos anaerobios y aerdbicos (Shalaby, 2011). Ademas, se les puede

encontrar en la literatura como Microorganismos Benéficos (MB).
Origen y aplicaciones generales

Los EM surgen en los primeros afios de la década del ochenta, del siglo XX, por el Dr. Teruo
Higa, profesor de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Ryukyus, en Japén. Esta
tecnologia nace como respuesta a la necesidad de sustituir el uso intensivo de fertilizantes
quimicos y pesticidas en la agricultura y preservar la salud de los humanos (Higa, 1991; Yatim,

2009).

Los Microorganismos Eficientes procesan y consumen las sustancias que causan la

putrefaccion, los malos olores y las enfermedades, eliminando la mayoria de los microbios
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patégenos por medio de la exclusiébn competitiva porque evitan que el oxigeno forme radicales
libres, los cuales estdn asociados a ciertas enfermedades en plantas, animales y seres
humanos; esto ocurre debido a que, como se explicé anteriormente, es un concentrado liquido
gue contiene bacterias, levaduras, y otra serie de microorganismos que al entrar en contacto
con la materia organica segregan diferentes sustancias tales como vitaminas, &cidos
organicos, minerales quelados y antioxidantes que aceleran el proceso de descomposicion y
previenen el deterioro o la corrosién por oxidacion, creando un ambiente benéfico para los

seres vivos (Higa, 2003).

En la actualidad la tecnologia EM se ha desarrollado para diversos propositos en alrededor
de 120 paises por sus bajos precios. Muchos tipos se emplean con diversos fines. Por ejemplo,
en la India, Sri Lanka, Africa y Sur América se utilizan en la agricultura, también para la
alimentacion de reses y tratamiento porcino, en la hoteleria para la eliminacion de olores
desagradables, como limpiador y para el tratamiento de fosas sépticas. Se puede mencionar
también que esté catalogado como un abono altamente potencial e incluso es usado para la

salud (Higa, 2003).

Esta demostrado que el empleo de bioproductos en los cultivos agricolas es una practica que
reduce la aplicacion de fertilizantes quimicos y de otros agroquimicos que dafian el
medioambiente, ademas de que resultan menos costosos para los agricultores (Dibut, 1996).
En Cuba, el Grupo Empresarial Labiofam cuenta entre sus productos con fungicidas,
insecticidas y fertilizantes de origen biolégico (Labiofam, 2014) que se aplican en diferentes
cultivos agricolas. La necesidad de producir semilla de papa con un menor costo econémico y
ambiental justifica la evaluacién de alternativas de manejo agrondmico que incluyan

bioproductos de fabricacion nacional.
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3. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se desarroll6 en la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey
(EEPF) situada en Matanzas y en el Instituto de Biotecnologia de las Plantas de la Universidad
Central “Marta Abreu” de Las Villas en Santa Clara, Villa Clara, Cuba.

Atendiendo a resultados previos de la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey
en la produccion de papa con bioproductos de fabricacién nacional para el manejo agronémico
del cultivo se desarrollaron experimentos in vitro con los dos productos que se emplean para
el manejo de enfermedades fungicas y se comprob6 en campo la respuesta de las plantas en

la produccion de semilla para categoria registrada.

3.1 Efecto in vitro del bioproducto Versaklin® y Trichoderma harzianum Rifai sobre
patégenos fungicos del cultivo de la papa
Con el objetivo de determinar el efecto in vitro del bioproducto Versaklin® y T. harzianum sobre

patdégenos fungicos del cultivo de la papa se realizaron diferentes ensayos.
Cepas

Se emplearon cinco cepas pertenecientes a la Coleccion de Cultivos Microbianos del Instituto

de Biotecnologia de las Plantas:
o Alternaria alternata (Fr) Keissl CCIBP-Aa 8,
e Fusarium solani (Mart.) Sacc CCIBP-Fus 23,
e Geotrichum candidum Link CCIBP-Geo 1,
e Phytophthora infestans (Mont.) de Bary CCIBP-Pi 1,
e Trichoderma harzianum Rifai CCIBP-Trich 15.
Medios de cultivo

Se utilizaron los medios de cultivo: Agar Papa Dextrosa (PDA) (AES), Agar Extracto de Malta
(AEM) (2%) y Caldo Papa Dextrosa (PDB) (Difco) a pH 5,6+ 0,2. Los medios de cultivos fueron

29



Materiales y Métodos

esterilizados mediante calor humedo en autoclave (AC3701) a 121°C y 1,2 atm de presion

durante 20 minutos.
Bioproducto

El bioproducto Versaklin® (Instituto Finlay) se obtiene por fermentacién microbiana a partir de
microorganismos nativos y subproductos de las industrias lactea y azucarera e incluye en su
composicion bacterias, levaduras y hongos filamentosos (Oliva et al., 2014). Ademas, desde
el punto de vista quimico contiene 28,7 mg L de nitrégeno total, 3,04 mg L de fésforo total,
1,44 g L de potasio, 28,2 mg L de sodio, 22,72 mg L* de hierro total, 3,49 mg L? de
manganeso, 53,5 mg L de magnesio, 0,56 mg L de cobre, 0,39 mg L de niquel, 0,27 mg L
1 de cobalto, 0,90 mg L de zinc y 22,56 mg L de calcio. Se comercializa en estado liquido y

es de color @mbar.
3.1.1 Antagonismo in vitro de Trichoderma harzianum frente a patégenos flingicos

El antagonismo in vitro de Trichoderma harzianum CCIBP-Trich 15 frente a los hongos
filamentosos fitopatdgenos de la papa se comprobdé mediante el método de cultivo dual
(Martinez y Solano, 1994). Para ello, se emplearon placas Petri de vidrio de 90 mm de diametro
con 20 mL L de medio de cultivo PDA. En un extremo de la placa Petri se colocé un disco de
agar de 7 mm de diametro con micelio del patdgeno y en el extremo opuesto otro disco de 7
mm con micelio de la cepa de T. harzianum a 50 mm de separacion entre ellos. Para el control,
se inoculd en el extremo de una placa Petri un disco de agar de 7mm de diametro con el
patégeno en ausencia de la cepa de T. harzianum. Posteriormente, los cultivos se incubaron

a 28°C y oscuridad constante

Se evalué la capacidad antagonica segun la escala propuesta por Bell et al. (1982) (Tabla 1)
y las formas e intensidad del antagonismo por los criterios propuestos por Davet et al. (1981)

a los siete dias de incubacion.
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Tabla 1. Escala propuesta por Bell et al. (1982) empleada para medir el antagonismo in vitro de T.

harzianum sobre hongos filamentosos fitopatdgenos del cultivo de la papa.

Grado | Capacidad antagonica

1 Trichoderma sobrecrece completamente al patégeno y cubre totalmente la superficie
del medio de cultivo

2 Trichoderma sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del medio de cultivo

3 Trichoderma y el patégeno colonizan cada uno aproximadamente la mitad de la
superficie del medio de cultivo y ninglin organismo parece dominar al otro

4 El patégeno coloniza las dos terceras partes de la superficie del medio de cultivo y
parece resistir a la invasién por Trichoderma

5 El patégeno sobrecrece completamente a Trichoderma y ocupa la superficie total del
medio de cultivo.

Formas de antagonismo

Antagonismo fisico: las hifas de los dos hongos forman un relieve en la zona de contacto.

Antagonismo quimico: las hifas dan origen al fenémeno de lisis en la zona de contacto.

Antagonismo hiperparasitorio: las hifas del antagonista recubren las del parasito

entrelazando o entrecruzandose con estos y ocupando el espacio vital.

Antagonismo fisico-quimico: las hifas de los dos hongos no alcanzan a tomar contacto,

dando origen a un espacio vacio.
Intensidad del antagonismo

e ++ Intensidad de antagonismo elevado (evidente, el patdgeno es inhibido en el crecimiento
mas del 25%).

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

e - Intensidad de antagonismo escasa (el patégeno no es inhibido en el crecimiento por el

antagonista).
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Ademas, se determin0 si el antagonismo estaba mediado por los mecanismos de competencia,

micoparasitismo o produccion de metabolitos difundidos o volatiles.
3.1.1.1 Competencia

Se empled el método de cultivo dual segun lo descrito en 3.1.1. Cada 24 horas se midi6 el
crecimiento radial del micelio de los hongos. Se calculé el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (PICR) por la férmula PICR = (R1-R2)/R1 x 100, donde R1 es el radio del
patdégeno control y R2 es el radio del patégeno en enfrentamiento a las 72 horas de inoculados

(Ezziyyani et al., 2003). Se realizaron diez réplicas por cada cepa de hongo fitopatdégeno.
3.1.1.2 Interaccion de las hifas (micoparasitismo)

El tipo de interaccion hifal entre T. harzianum CCIBP-Trich 15 y las cepas de hongos
fitopatdgenos (enrollamiento, penetracion, vacuolizacion o lisis) se determind por observacion

microscopica (aumento 400x) en microcultivos realizados por el método de Riddell (1950).
3.1.1.3 Produccion de metabolitos

Se determind si Trichoderma harzianum CCIBP-Trich 15 podia inhibir el crecimiento de los
hongos fitopatdgenos mediante la produccion de metabolitos secundarios volatiles o no

volétiles.
Inhibicién por metabolitos volatiles

Para los metabolitos volatiles se sigui6 el protocolo propuesto por Dennis y Webster (1971).
En una tapa de una placa Petri de 90 mm de diametro se afiadié medio de cultivo PDA, en la
cual se le coloc6 un disco de micelio de 7 mm de didmetro del patégeno. En la tapa de otra
placa Petri se afiadié medio de cultivo PDA en la cual se le coloc6 un disco de micelio de 7
mm de diametro de la cepa de T. harzianum. Se colocaron las dos tapas una frente a la otra 'y
se sellaron con Parafilm®. Como control se emplearon discos de agar de 7mm de didmetro en
lugar de los patdgenos. Las placas se incubaron a 28°C durante siete dias. Pasado el tiempo
de incubacién se midi6 el diametro de la colonia de los patégenos y se compar6 con el control

en ausencia del antagonista. Se calcul6 el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial por
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la formula descrita en el acapite 3.1.1.1. Se realizaron diez réplicas por cada cepa de hongo

fitopatdgeno.
Inhibicién por metabolitos difundidos

Para los metabolitos difundidos se siguio el protocolo propuesto por Ajith y Lakshmidevi (2010)
con modificaciones. Para ello, se inocularon dos discos de micelio de 10 mm de diametro de
la cepa de T. harzianum en un Erlenmeyer de 250 mL L* de capacidad con 100 mL L*de
medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa (PDB) a pH 5,6 £ 0,2. Los frascos se colocaron en
zaranda (FLY-111B) a 27°C y 150 rpm durante 12 dias. Transcurrido este tiempo se separé el
micelio del hongo delfiltrado de cultivo mediante membrana de 0,45 pm, luego el cultivo filtrado
se centrifugd (Centrifuga 5810 R) a 12 000 rpm durante diez minutos, se desecho el pellet y
se utilizé el sobrenadante que se volvié a filtrar mediante membrana de 0,22 pm. Se mezclé el
filtrado de cultivo con medio de cultivo PDA a razon de 1:10 y se deposito en placas Petri (90
mm de didmetro). Una vez solidificado el medio de cultivo se inocularon discos de micelio de
7mm de diametro de los hongos fitopatdgenos en el centro de las placas, las cuales fueron
incubadas durante siete dias. Pasado el tiempo de incubacion se midié el diametro de la
colonia de los patdgenos y se compard con el control en ausencia de filtrado de cultivo. Se
calculd el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial segun la formula descrita en el acépite

3.1.1.1. Se realizaron diez réplicas por cada cepa de hongo fitopatégeno.
3.1.2 Efecto in vitro de Versaklin® sobre patégenos fungicos

Para evaluar la actividad antifungica del bioproducto Versaklin® se obtuvo el filtrado de cultivo
libre de células microbianas mediante centrifugacion a 4000 rpm durante 10 minutos y luego

se empled un filtro de 0,45um.

El efecto antifiingico in vitro se evalud por dilucién en agar. Para ello, se prepararon
Erlenmeyers de 100 ml L' de capacidad con 45 ml L'* de medio de cultivo PDA méas 5 ml L*
de filtrado de cultivo de Versaklin® para una dilucion de 1:10. Este medio de cultivo se vertio
en placas Petri de vidrio de 52 mm de diametro. Se tomaron discos de micelio de 7 mm de

didmetro de las cepas de hongos filamentosos, provenientes de colonias crecidas en medio
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de cultivo (PDA) y se inocularon en dichas placas Petri. Ademas, se inocularon los hongos
filamentosos en placas Petri con medio de cultivo PDA sin Versaklin® que fueron utilizadas
como controles. Las placas se incubaron durante siete dias a 28°C y oscuridad constante. Se
midi6 diariamente el didmetro de la colonia de cada cepa (Mosquera et al., 2009). El
experimento consto de cuatro réplicas. Se calcul6 el porcentaje de inhibicion del crecimiento

radial mediante formula descrita en el acépite 3.1.1.1.

3.2 Respuesta de plantas de papa cv. ‘Romano’ con diferentes alternativas de manejo

agrondmico frente a enfermedades fangicas

Con el objetivo de determinar la incidencia e intensidad de enfermedades fangicas en el cultivo
de papa cv. ‘Romano’ sometidas a diferentes alternativas de manejo agronémico se disefié un
experimento de campo para el cual se tuvieron en cuenta los aspectos incluidos en el
Instructivo técnico de la Papa (MINAGRI, 2012) y en la norma cubana: Norma Ramal NRAG
211:2011 Semillas de papa (Solanum tuberosum L.). Certificacion (NRAG, 2011). La siembra

se realiz6 el 25 de diciembre de 2013 y la cosecha 70 dias después.
Material vegetal

Se emplearon minitubérculos de papa cultivar ‘Romano’ obtenido como semilla basica en el

Instituto de Biotecnologia de las Plantas que se plantaron para obtener semilla registrada.
Condiciones de cultivo y disefio experimental

La investigacion se realizé en un suelo de topografia llana, con pendiente de 0,5 a 1,0%, y
esta clasificado por Hernandez-Cruz et al. (2003) como Ferralitico Rojo lixiviado, humico
nodular ferruginoso hidratado, de rapida desecacion, arcilloso y profundo sobre calizas, con
un pH ligeramente acido de 6,2-6,4. La preparacion del suelo, siembra y labores culturales se
realizaron de acuerdo con lo descrito en el Instructivo Técnico de la papa (MINAGRI, 2012).
Previo a la plantacion no se detect6 infestacion por nematodos del género Meloidogyne

(NRAG, 2011).
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Durante los meses de crecimiento y desarrollo de las plantas los valores de temperatura y

humedad relativa medios fueron de 22,5°C y 76%, respectivamente (Anexo 1).

El riego se efectud por aspersion con una norma de 250 a 300 m® ha y frecuencia cada 4
dias con ajustes segun precipitaciones y humedad del suelo. La eliminacion de malezas se

realizé de forma mecanizada y manual.

Se empled un disefio de bloques al azar con cuatro repeticiones (4x4) con una distancia entre
parcelas de 1,5 m, distancia entre bloques de 2,5 m. Se plantaron 25 tubérculos por surco a

una distancia de 0,90 x 0,25 m (67,5 m? por parcela).

Se conformaron cuatro tratamientos que consideraron las siguientes alternativas de manejo

agronémico (AMA):
Tratamiento |

Previo a la siembra, los tubérculos se sumergieron en una solucién acuosa con el bioproducto
Versaklin® (20,0 L en 200 L de agua) y se dejaron secar al aire. Se afiadieron 3,0 kg de materia
orgéanica (cachaza procesada y humus de lombriz en una relacion 2:1) por metro lineal en el
fondo del surco equivalente a 33,0 t ha. EI manejo fitosanitario a la plantacién y la fertilizacion
foliar se realizaron solo con el bioproducto Versaklin® (20 L ha ) cada cinco dias después del

riego (MEF-MO).
Tratamiento Il

Previo a la siembra, los tubérculos se sumergieron durante 2 min en una solucién acuosa que
contenia los bioproductos Versaklin® (20,0 L), Ecomic (20,0 kg) y Tricosave TS3-G (5,0 kg)
en 200,0 L de agua y se dejaron secar al aire. Se afiadieron 3,0 kg de materia organica
(cachaza procesada y humus de lombriz en una relacién 2:1) por metro lineal en el fondo del
surco equivalente a 33,0 t hal. EI manejo fitosanitario a la plantacién y la fertilizacién foliar se
realizaron con bioproductos de produccion nacional (Tabla 3, Figura 1) (Propuesta por

Estacion Experimental Pastos y Forrajes Indio Hatuey) (Biolodgico)
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Tratamiento Il

Tratamiento sin aplicacion de productos foliar o al tubérculo. Se afiadieron 3,0 kg de materia
orgéanica (cachaza procesada y humus de lombriz en una relacion 2:1) por metro lineal en el

fondo del surco equivalente a 33,0 t ha* (MO).
Tratamiento IV

Manejo fitosanitario con productos quimicos (Tabla 2) y fertilizacion con férmula completa 8-

14-17 (60-75-70 kg ha *) (Quimico).

MENTE TOXIC

Figura 1. Bioproductos de produccion nacional empleados para el manejo agronémico de plantas de

papa cv. ‘Romano’ para la produccién de semilla.

Los tratamientos se dispusieron en el terreno considerando que la direccion del viento no

favoreciera la dispersion de in6culo del tratamiento control al resto de los tratamientos.

El contenido de nitrégeno, fosforo, potasio y azufre del suelo en las parcelas de cada

tratamiento se muestra en el Anexo 2.
Productos empleados y dosis de aplicacion

Los productos para el manejo fitosanitario o para la nutricion de las plantas se emplearon de
acuerdo con las instrucciones de los fabricantes y se tuvieron en cuenta los requerimientos
bésicos a observar en la aplicacion de plaguicidas descritos en el Instructivo técnico de la papa

(MINAGRI, 2012).
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Las dosis y frecuencias de aplicacion de los bioproductos estuvieron en correspondencia con
resultados previos de la alternativa de manejo agronémico correspondiente al tratamiento

Bioldgico obtenidos en EEPF Indio Hatuey (resultados no mostrados).

Especialmente, para la frecuencia de aplicacion de los bioproductos y productos quimicos para
el manejo fitosanitario en los tratamientos biolégico y quimico, respectivamente, se establecio
segun muestreos efectuados a la plantacion de acuerdo con lo establecido por el “Resumen

ampliado de Metodologias de Sefalizacion y Prondstico”.

Los muestreos se realizaron con una frecuencia semanal por el método de las diagonales,
puntos en las diagonales (en cada punto se toman las plantas a evaluar a su alrededor) o

diagonal en zigzag (Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal, 2005) (Anexo 3).

Los bioproductos considerados para el manejo de enfermedades fangicas fueron Versaklin®
(incluido en el tratamiento MEF-MO vy biolégico) y Trichoderma (Tricosave TS3-G) (tratamiento

Bioldgico).

Tabla 2. Productos empleados en el manejo agronémico del tratamiento 1V (Quimico).

Producto Uso Dosis

Actara (Tiametoxan) Insecticida 0,5 kg ha'
Monarca SE(10,0+1,25)(Tiacloprid+ciflutrin(beta) Insecticida 50L hat
Methomex PS90 Insecticida 0,5 kg ha'
Muralla CE (7,5+2,5) (imidacloprid+ciflutrin) Insecticida 0,5L hat
Cupro PH50 (Oxicloruro de cobre) Fungicida 0,7 L hat
Amistar CS 25 Fungicida 0,5L hat
Urea Fertilizante 4,0 kg hat

Durante todo el periodo se observo la plantacion para realizar seleccion negativa de plantas

segun lo establecido en la NRAG 211: 2011 (NRAG, 2011).
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Tabla 3. Bioproductos de produccién nacional empleados en el manejo agrondmico del tratamiento |

(Propuesta por Estacion experimental Pastos y forrajes Indio Hatuey).

Bioproducto Microorganismos/ uso propuesto Dosis Frecuencia
Versaklin® Bacterias, levaduras y hongos 20,0 L ha? | Tratamiento al tubérculo
(Instituto Finlay) filamentosos/ nutricién, control de y cada 5 dias
patégenos
Tricosave TS-3G Trichoderma harzianum cepa TS3 / 5,0 kg ha't Segun monitoreo,
(LABIOFAM) Para el control biolégico de hongos después de la aparicion
fitopatégenos* de los primeros
sintomas, semanal
Vertisave-5 Lecanicillium lecanii cepa LBVL-5 5,0ghat Segun monitoreo,
(LABIOFAM) (Verticillium lecani) / control de larvas cuando aparecen los
y adultos de varios insectos* primeros indices de
plagas y repetir cada 7
dias
Thurisave-24 SC Bacillus thuringiensis var kurstaki H-3 | 10,0 kg ha* Segun monitoreo,
(LABIOFAM) cepa LBT-24/ Como insecticida para el aplicar teniendo en
control de larvas de lepidopteros cuenta el umbral de
defoliadores* plaga
Thurisave-13 Bacillus thuringiensis cepa LBT-13 / 5,0 kg ha't Segun monitoreo,
(LABIOFAM) Acaricida, control de plagas* aplicar teniendo en
cuenta el umbral de
plaga
Metasave Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) | 5,0 kg ha Segun monitoreo,
(LABIOFAM) Sorokin / control de larvas y adultos aplicar teniendo en
de varios insectos* cuenta el umbral de
plaga
Fitomas E Estimulante de la nutricion, 1,0L hat A los 33 dias**
(LABIOFAM) crecimiento y desarrollo*
Fertimang Fertilizante* 4,0L hat A los 42 dias**
(LABIOFAM)
BIOBRAS 16 Regulador del crecimiento y desarrollo | 100,0 mL A los 55 dias**
(LABIOFAM): vegetal* ha?
Ecomic Hongos micorrizicos arbusculares del 20,0 Tratamiento al tubérculo
(LABIOFAM) género Glomus / biofertilizante* kg/200L

* Vademecum (LABIOFAM, 2014), ** dias después de la siembra
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Evaluaciones

Las evaluaciones se realizaron desde la siembra hasta la cosecha a los 70 dias. Se
consideraron 20 plantas por parcela (80 plantas por tratamiento) del centro de cada una tanto

para las evaluaciones fitosanitarias como para los componentes del rendimiento.

Para la evaluacion de las enfermedades fangicas se siguieron las indicaciones del “Resumen
ampliado de Metodologias de Sefializacion y Prondstico (Laboratorio Provincial de Sanidad

Vegetal, 2005).

La incidencia de enfermedades fungicas se consideré6 como la proporcion de plantas que
mostraron sintomas de las enfermedades fungicas descritas del cultivo. Se cuantificaron las
plantas con sintomas por tratamiento y se calculd la incidencia en porcentaje de plantas

afectadas a los 30, 45, 60 y 70 dias después de la siembra.

Para determinar la intensidad de las enfermedades foliares se empleé la escala de seis grados:
0) planta sana (1) primeros sintomas o manchas en las hojas (2) las manchas ocupan hasta
un 10% de la superficie de la planta (3) entre 11 y 25% (4) entre 26 y 50% (5) més del 50% de

la superficie de la planta (Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal, 2005).

Posteriormente se calculd la intensidad (%) mediante la formula de Towsend y Heuberger

(1945):

061 = 2@*b) 140
N * K

Dénde:

a —grado

b - cantidad de plantas afectadas en cada grado
N — total de plantas evaluadas

K — ultimo grado de la escala
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Ademas, de la enfermedad de mayor incidencia se calcul6 el area bajo la curva de progreso
de la enfermedad (ABCPE) y estim0 la efectividad técnica de las AMA a los 70 dias posteriores

a la siembra a través de la variable intensidad y las formulas:

ABCPE: se calculé mediante la férmula de Shaner y Finney (1977):

-1

i

donde Yi= expresa la severidad (en funcién de la intensidad acorde con la escala), Xi=tiempo

(dias) a la i-ésima observacion y n=numero total de observaciones.

Efectividad técnica:

P-P

ET = P *100 Donde: P Intensidad de la enfermedad en el tratamiento control,

P: — Intensidad de la enfermedad en el tratamiento AMA

Para esta variable se consider6 como control el tratamiento donde no se aplicaron productos

para el manejo fitosanitario (tratamiento Ill, MO).

En la cosecha (70 dias) se cuantificd el nUmero de tubérculos por planta asi como se determind
la masa fresca (g) y seca (g) de los tubérculos. Para la masa seca, se dejaron secar a 70°C
hasta peso constante. Ademas, los tubérculos se clasificaron por su diametro (calibre) en cada

tratamiento.
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 21,0 para Windows. Las
variables se sometieron a andlisis de normalidad y homogeneidad de varianzas. Al no
cumplirse los supuestos la comparacion de medias se efectu6 mediante pruebas no

paramétricas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto in vitro del bioproducto Versaklin® y Trichoderma harzianum Rifai sobre

patégenos fungicos del cultivo de la papa

Se comprobd en los ensayos in vitro que tanto el bioproducto Versaklin® como T. harzianum

CCIBP-Trich 15 afectaron el crecimiento de las cepas de patdégenos fungicos que se utilizaron.
4.1.1 Antagonismos in vitro de Trichoderma harzianum frente a patégenos fungicos

Se observé antagonismo in vitro de la cepa de T. harzianum frente a los hongos fitopatdgenos

ensayados.

La capacidad antagoénica de T. harzianum CCIBP-Trich 15 fue de grado uno frente a Alternaria
alternata CCIBP-Aa 8, Fusarium solani CCIBP-Fus 23 y Geotrichum candidum CCIBP-Geo 1
porgue a los siete dias de incubacion en cultivo dual sobrecrecié completamente las colonias
de los patégenos y cubri6 totalmente la superficie del medio de cultivo. Frente a Phytophthora
infestans CCIBP-Pi 1 fue de grado 2 porque T. harzianum sobrecrecié las dos terceras partes

de la superficie del medio de cultivo.

La forma de antagonismo fue hiperparasitorio frente a Alternaria alternata CCIBP-Aa 8,
Fusarium solani CCIBP-Fus 23 y Geotrichum candidum CCIBP-Geo 1 ya que sus hifas
recubrieron la de los patdgenos entrelazando o entrecruzandose con estos y ocuparon el
espacio vital (Figura 2 A, B) mientras que frente a Phytophthora infestans CCIBP-Pi 1 la forma
de antagonismo fue fisico porque ambos hongos forman un relieve en la zona de contacto

(Figura 2 C,D).

La intensidad de antagonismo de T. harzianum frente a las cuatro cepas de hongos
fitopatdogenos fue elevada porque inhibié su crecimiento en méas del 25%. Este resultado
confirma capacidad de cepas de Trichoderma para el control biolégico de hongos
fitopatdgenos referida previamente por otros autores (Howell, 2003; Reyes et al., 2008; Suarez

et al., 2008; Martinez et al., 2014).
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Figura 2. Formas de antagonismo de T. harzianum CCIBP-Trich 15 sobre patdgenos flngicos en cultivo
dual. Antagonismo hiperparasitorio sobre F. solani CCIBP-Fus 23 (A) Control (B), antagonismo fisico
frente a P. infestans CCIBP-Pi 1 (C). Control (D).

Los resultados encontrados en esta investigacion coinciden con los descritos por otros
investigadores que refieren antagonismo de cepas de Trichoderma frente a hongos
fitopatégenos de diferentes cultivos. Por ejemplo, Arzate et al. (2006) en estudios de
enfrentamiento in vitro de cepas de Trichoderma con M. fijiensis indicaron que el micelio del
antagonista hizo contacto con el patdégeno en cultivo dual a las 24h de incubacién en todas las
cepas evaluadas y que el antagonismo se clasifico de grado 1. De igual forma, Osorio-
Hernandez et al. (2011) refirieron que aislados de Trichoderma spp. mostraron antagonismo
de grado 1 segun la escala de Bell et al. (1982) en cultivo dual frente a Phytophthora capsici

Leonian.
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4.1.1.1 Competencia
A las 72 horas de incubacion el crecimiento radial de T. harzianum CCIBP-Trich 15 fue mayor

gue el de los hongos fitopatdgenos. Se observd competencia por el espacio vital (Figura 3).

Figura 3. Cepa de Trichoderma harzianum CCIBP-Trich 15 en cultivo dual con Alternaria alternata CCIBP-
Aa 8 (A), Fusarium solani CCIBP-Fus 23 (B), Geotrichum candidum CCIBP-Geol (C) y Phytophthora
infestans CCIBP-Pi 1 (D) a las 72 horas de incubacion en medio de cultivo PDA.

La cepa CCIBP-Trich 15 en cultivo dual inhibi6 el crecimiento radial de los patdgenos Alternaria
alternata CCIBP-Aa 8, Fusarium solani CCIBP-Fus 23 y Geotrichum candidum CCIBP-Geo 1

por encima del 50% y Phytophthora infestans CCIBP-Pi 1 en mas del 40% (Figura 4).

Los resultados de esta investigacion se corresponden con los informados por otros autores
sobre el antagonismo in vitro de Trichoderma sobre hongos fitopatégenos. En este sentido,
Suarez et al. (2008) comprobaron mayor competencia por los nutrientes y el espacio vital de T.
harzianum frente a Fusarium solani (Mart) Sacc y asociaron este fenémeno con la velocidad de
crecimiento, una mayor intensidad metabdlica asi como una mayor tasa de incorporacion y
asimilacién de nutrientes. Asimismo, Salazar et al. (2011) evaluaron la actividad in vitro de
Trichoderma sp. frente a Fusarium oxysporum Schltdl. (agente causal de la fusariosis del
tomate; Solanum lycopersicum L.) y observaron una disminucion del porcentaje de crecimiento
del patdgeno 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.
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Figura 4. Inhibicion del crecimiento radial de las cepas de Alternaria alternata CCIBP-Aa 8 (A), Fusarium
solani CCIBP-Fus 23 (B), Geotrichum candidum CCIBP-Geo 1 (C) y Phytophthora infestans CCIBP-Pi
1 (D) por T. harzianum CCIBP-Trich 15 en cultivo dual. Letras diferentes sobre barras indican diferencias
entre los rangos medios segun la prueba de Kruskal Wallis / Mann Whitney para p<0,05. n=10

De igual forma, Osorio-Hernandez et al. (2011) evaluaron el efecto antagonista in vitro de 31
cepas de Trichoderma frente a Phytophthora capsici Leonian y observaron que el 97% de las

cepas mostraron competencia y cubrieron la placa completamente.

Con respecto a patégenos de otros cultivos también se ha comprobado el efecto antagonista
de esta especie de Trichoderma. Por ejemplo, Alvindia (2012) informé sobre la inhibicion del
crecimiento de Mycosphaerella fijiensis Morelet en cultivo dual con la cepa de T. harzianum
DGAO1, aislada de frutos de banano, después de diez semanas de incubacion. Este autor
destaco como la caracteristica mas importante del antagonista (su rapido crecimiento) que en
48h le permitié cubrir totalmente el medio de cultivo en una placa Petri de 90 mm de diametro.
Recientemente, Acosta-Suéarez et al. (2013) mostraron en un estudio similar que una cepa de
Trichoderma harzianum inhibi6 el crecimiento de M. fijiensis por competencia y

micoparasitismo.
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4.1.1.2 Interaccion de las hifas (Micoparasitismo)

Se demostrd el micoparasitismo del antagonista CCIBP-Trich 15 sobre las cepas de hongos
fitopatdgenos. Segun se ha descrito este es un proceso complejo en la interaccion antagonista-
patdgeno, que ocurre en cuatro etapas: crecimiento quimiotréfico donde Trichoderma puede
detectar a distancia a sus posibles hospedantes, reconocimiento donde se considera que existe
una alta especificidad del antagonista por su sustrato, adhesion y enrollamiento que ocurre por
la asociacion de un azucar de la pared del antagonista con una lectina presente en la pared del
patdégeno y actividad litica que comprende la produccion de enzimas liticas extracelulares,
fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes celulares del
patdégeno y posibilitan la penetracion de las hifas de Trichoderma. El micoparasitismo concluye
con la pérdida del contenido citoplasmatico de la célula hospedante que muestra sintomas de
disgregacion. Diferentes interacciones hifales estan involucradas en el micoparasitismo, tales
como: enrollamiento, penetracion, vacuolizacion, granulacion, coagulacion, desintegracion y
lisis (Chet et al., 1981; Chet y Benhamou, 1998; Howell, 2003; Kii¢ik y Kivang, 2004; Nico et
al., 2005; Harman, 2006; Hoyos-Carvajal et al., 2008; Vinale et al., 2008).

En el parasitismo a nivel microscépico no todas estas interacciones son siempre observadas,
pues al parecer dependen del aislamiento de Trichoderma, del patégeno y de las condiciones
del ambiente (Harman, 2006). En este estudio se observaron algunas en las interacciones

entre la cepa de Trichoderma harzianum y los hongos fitopatégenos ensayados.

La primera etapa del micoparasitismo (crecimiento quimiotréfico del antagonista hacia el
patbgeno) se observé para los cuatro hongos filamentosos ensayados. La adhesion y
enrollamiento se detectd microscopicamente en el micelio de Geotrichum candidum CCIBP-

Geo 1 (Figura ).
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Figura 5. Enrollamiento de hifas de T. harzianum CCIBP-Trich 15 sobre hifas de Geotrichum candidum
(CCIBP-Geo 1) en microcultivo. Aumento 400x.

La actividad litica se observo en el micelio de Fusarium solani CCIBP-Fus 23 con dafios en la
integridad de la pared celular de las hifas y derrame del contenido celular (Figura 6). Estos
resultados sugieren la posible presencia de enzimas extracelulares de Trichoderma harzianum

CCIBP-Trich 15 con actividad litica sobre las hifas de este patégeno.

Figura 6. Observacién microscopica de la actividad litica de la cepa CCIBP-Trich 15 sobre hifas de

Fusarium solani CCIBP-Fus 23 donde se aprecia derrame celular. Aumento 400x.
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Las enzimas desempefian una funcién esencial en el micoparasitismo, ya que la penetraciéon
de la hifa de Trichoderma en su hospedante esta regida por la maquinaria enzimatica de este
antagonista. En otras interacciones, se ha comprobado que diferentes especies de
Trichoderma lograron producir polisacaridasas, proteasas y lipasas, compuestos que pueden
intervenir en la degradacion de la pared de las células de Fusarium oxysporun f. sp. radicis -
lycopersici (Forl) (Chérif y Benhamou, 1990). De igual forma, Haran et al. (1996) encontraron
diferentes niveles de produccion de enzimas hidroliticas, cuando Trichoderma se enfrent6 a
Sclerotium rolfsii Sacc. o R. solani, y ademas, la actividad de una de las enzimas producida
durante la accion parasitica de Trichoderma sobre S. rolfsii, no se detect6é en la interaccidén
Trichoderma vs R. solani, lo que evidencié la existencia de una selectividad en la produccion

enzimatica por el antagonista en dependencia del agente fitopatdgeno a controlar.

Entre las enzimas, se considera fundamental la B-1,3 glucanasa, estrechamente relacionada
con la degradacion de la pared celular de patdgenos (Sanz et al., 2005) Ademas, de esta,
Djonoviae et al. (2006) demostraron que la B-1,6-glucanasa (Tvbgn3) presente en
Trichoderma virens (Miller, Giddens & Foster) Arx, estaba involucrada en la regulacion del
micoparasitismo del hongo fitopatdégeno Pythium ultimum Trow, pues se indujo en presencia
de paredes celulares de este ultimo, confirmado posteriormente a través de bioensayo con
plantas. Se ha evidenciado también una correlacion positiva entre la secrecion de -1,3
glucanasa y N-acetylhexosaminidasa con la capacidad controladora de aislamientos de
Trichoderma (Larralde-Corona et al., 2008). Para dar continuidad a este trabajo de
investigacion se podria determinar la secrecion de enzimas en presencia de los hongos

fitopatbgenos ensayados.

Los resultados de esta investigacion se corresponden con estudios previos sobre la capacidad
antagonista in vitro de cepas de Trichoderma sobre hongos fitopatégenos. Por ejemplo, se ha
referido que degrada la pared celular y destruye las hifas y estructuras reproductivas de
Sclerotium cepivorum Schitdl (Vera et al., 2005), alta capacidad antagonica contra Rhizoctonia
solani Kuehn con diferentes tipos de interaccion hifal como lisis, vacuolizacion, enrollamiento

y penetracion (Martinez et al., 2008), asi como inhiben por competencia e hiperparasitismo el
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crecimiento de Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidy y Fusarium oxysporum (Hernandez
et al., 2011), entre otros. Igualmente, frente a M. fijiensis autores como Acosta-Suéarez et al.

(2013), han indicado estas evidencias de micoparasitismo.
4.1.1.3 Produccién de metabolitos

La cepa CCIBP-Trich-15 produjo metabolitos volatiles y no volatiles en medio de cultivo que
inhibieron el crecimiento de los hongos fitopatégenos ensayados, excepto a G. candidum
(CCIBP-Geo 1). Este ultimo resultado, unido al tipo de antagonismo de T. harzianum frente a
G. candidum que fue hiperparasitorio y las observaciones microscopicas donde se constatd
enrollamiento de las hifas del antagonista sobre el patdgeno, apuntan hacia una accién directa

de micoparasitismo.

Los metabolitos difundidos por T. harzianum CCIBP-Trich 15 inhibieron el crecimiento de los

patégenos en mayor medida que los volatiles.
Inhibicién por metabolitos volatiles

Los metabolitos volatiles inhibieron el crecimiento radial del micelio de las cepas de A. alternata
CCIBP-Aa 8, F. solani CCIBP-Fus 23 y P. infestans CCIBP-Pi 1 por encima del 40% (Figura
7).

Atendiendo a estos resultados, la produccién de metabolitos volatiles podria tener importancia
en el tratamiento de semilla en condiciones controladas. Si se tiene en cuenta que F. solani se
cuenta entre los patdégenos principales que producen pérdidas durante el almacenamiento de
las semillas (Carnegie et al., 1998) y los resultados de este ensayo donde se alcanzé en esta
cepa el mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento, se podria valorar la continuidad de
investigaciones en este sentido. Autores como Dal Bello et al. (1997) y Castillo et al. (2011)
han demostrado el efecto inhibitorio de metabolitos volatiles producidos por cepas de

Trichoderma sobre hongos del suelo fitopatdgenos.
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Figura 7. Inhibicion del crecimiento radial de Alternaria alternata CCIBP-Aa 8(A), Fusarium solani
CCIBP-Fus 23 (B), y Phytophthora infestans CCIBP-Pi 1(C) mediante metabolitos volatiles de la cepa
T. harzianum CCIBP-Trich 15. Letras diferentes sobre barras indican diferencias entre los rangos
medios segun la prueba de Kruskal Wallis / Mann Whitney para p<0,05. n=10

Varios compuestos han sido identificados como metabolitos volatiles producidos por cepas de
Trichoderma. Por ejemplo, en estudios realizados por Sivasithamparam y Ghisalberti (1998)
se identificaron compuestos del tipo de las alquilpironas (6-a-pentilpirona), isonitrilos
(isonitrina), poliquétidos (harzianolida), peptabioles (trichodermina, atroviridina, alameticina,
suzucacilina y trichozianina), dicetopiperacinas (gliovirina y gliotoxina), sesquiterpenos (acido
heptelidico) y esteroides (viridina). Por otra parte, Vinale et al. (2006) caracterizaron un grupo
de metabolitos secundarios (azapilona, butenolide, 6-pentil-4-pirona, 1-hidroxi-3-metil-
antraquinona, 1,8-dihidroxi-3-metil-antraquinona, koninginina, acido heptelidico, trichoviridina,
acido harzianico, gliotoxina, gliovirina, viridina, viridiol) obtenidos de la interaccion entre R.

solani y dos cepas comerciales (T22 y T39) de T. harzianum.
Inhibicién por metabolitos difundidos

El crecimiento radial del micelio de las cepas de A. alternata CCIBP-Aa 8, F. solani CCIBP-

Fus 23 y P. infestans CCIBP-Pi 1 se redujo por los metabolitos difundidos al medio de cultivo
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por T. harzianum CCIBP-Trich 15. Las dos primeras cepas fueron las mas inhibidas sin

diferencias significativas entre ellas con méas del 70% (Figura 8).
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Cepas de hongos patdgenos

Figura 8. Inhibicién del crecimiento radial de Alternaria alternata (CCIBP-Aa 8) (A), Fusarium solani
(CCIBP-Fus 23) (B), y Phytophthora infestans (CCIBP-Pi 1) (C) mediante metabolitos difundidos de la
cepa T. harzianum CCIBP-Trich 15. Letras sobre barras indican diferencias entre los rangos medios
segun la prueba de Kruskal Wallis / Mann Whitney para p<0,05. n=10

Estos resultados estdn en correspondencia con los referidos por Stefanova et al. (1999),
quienes informaron la presencia de metabolitos no volatiles con actividad antifingica en cuatro
aislados de Trichoderma y comprobaron que reducian el crecimiento micelial de Phytophthora
nicotianae Breda de Haan y R. solani en medios de cultivo donde se adicionaron filtrados de
cultivo de los antagonistas. Informaron ademas, que al parecer estos causaban a nivel celular
vacuolizacién, granulacién, coagulacion, desintegracion y lisis. Algunas de las enzimas no solo
intervienen en el proceso de penetracion y lisis, sino que actian también como antibibticos, tal
es el caso de la enzima endoquitinasa (Ech42) que causa hidrélisis en las paredes de Botrytis
cinerea Pers y ademdas inhibe la germinacion de conidios y el crecimiento de tubos
germinativos de varios hongos (Carsolio et al., 1999). En este sentido, Rivero (2008), evalu6

el efecto de antibiosis de dos aislados de Trichoderma en cultivo dual con Alternaria padwickii
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(Ganguly) Ellis, Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoem., Curvularia lunata (Wakker) Boedijn
y Phoma sp. Sacc. y refirieron inhibicion significativa del crecimiento radial de estos patogenos.
De igual forma, Stazzonelli et al. (2014) observaron la inhibicion del 100% del hongo
fitopatégeno Sclerotinia sclerotium (Lib.) de Bary por metabolitos no volatiles producidos por

Trichoderma koningiopsis Samuels..

Un aspecto de interés resulté que P. infestans CCIBP-Pi 1 fue la cepa sobre la que menos
inhibicién caus6 T. harzianum CCIBP-Trich 15 mediante sus metabolitos. Ello pudiera estar
relacionado con la menor capacidad antagdnica de esta cepa frente a la del patégeno a la que
no logrod sobrecrecer en el medio de cultivo. En este enfrentamiento se dan interacciones
especificas entre las cepas que condicionan los resultados (Martinez et al., 2013). Se tienen
referencias de antagonismo de otras cepas de Trichoderma frente a dicho patégeno mediante
diferentes mecanismos tales como competencia y produccion de metabolitos (Yao et al.,

2015).
4.1.2 Efecto in vitro de Versaklin® sobre patégenos fungicos

Se comprob6 que el bioproducto Versaklin®, al igual que T. harzianum CCIBP-Trich 15 inhibio
el crecimiento de los patégenos fungicos ensayados. En todos los casos, a las 72 h de
incubacion se observé un 100% de inhibicion del crecimiento (Figura 9) lo cual resulta
significativo si se tienen en cuenta que con T. harzianum CCIBP-Trich 15 a este mismo tiempo

de evaluacién el maximo valor alcanzado fue 59%.

Estos resultados estan en correspondencia con los informados por Castro et al. (2010)
quienes observaron inhibiciébn del crecimiento in vitro de Sclerotium rolfsii, Pythium sp.,
Rhizoctonia solani, Colletotrichum gloeosporioides, Alternaria sp., Thielaviopsis paradoxa,
Phytophthora capsici, Aspergillus sp., Fusarium moniliforme y Fusarium oxysporum fs.
phaseoli en presencia una solucion de EM en el medio de cultivo (1,0-5,0% v/v). El bioproducto
Versaklin®, obtenido en el Instituto Finlay a escala industrial mediante una tecnologia similar
a los EM (Oliva et al., 2014) y contiene &cido lactico y acido acético que podrian contribuir a

su efecto antifingico. En este caso se empleo el filtrado de cultivo libre de células microbianas,
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por tanto el efecto antifingico debe estar mediado por los metabolitos excretados al medio de
cultivo y no por la presencia de otros microorganismos. Sin embargo, se requieren otros
estudios para dilucidar los mecanismos de accién de este bioproducto sobre las cepas de

hongos fitopatégenos ensayados.

Figura 9. Inhibicion del crecimiento radial de Alternaria alternata (CCIBP-Aa 8) por el bioproducto
Versaklin®. A. Control, B. Inhibiciéon del crecimiento por la presencia de Versaklin® en el medio de

cultivo.

Los resultados de los ensayos in vitro demostraron que T. harzianum y el bioproducto

Versaklin® inhiben el crecimiento de patdégenos fungicos del cultivo de la papa.

El empleo de bioproductos, basados en cepas de Trichoderma pudiera contribuir al disefio de
estrategias para el manejo integrado de enfermedades en el cultivo de la papa. La maxima
eficacia pudiera lograrse con el empleo de una cepa que se compruebe exhiba diferentes
modos de accibén frente a los principales patégenos del cultivo: competencia por el sustrato,
micoparasitismo y antibiosis. Esto favorece el control por un lado y disminuye la posibilidad de

gue surja resistencia en el patégeno al antagonista (Vero y Mondino, 1999; Vero, 1999).

Ambos bioproductos podrian ser empleados en un manejo fitosanitario del cultivo sobre bases

agroecoldgicas.

52



Resultados y Discusion

4.2 Respuesta de plantas de papa cv. ‘Romano’ con diferentes alternativas de manejo

agronomico frente a enfermedades fungicas

Desde la siembra hasta los 55 dias no se observaron sintomas de enfermedades fungicas en
las plantas de los tratamientos evaluados. En general, la plantacion se observaba homogénea,
las plantas mostraban vigor y con caracteristicas fenotipicas descritas para el cultivar

‘Romano’ (Figura 10). Sin embargo, manchas foliares asociadas al efecto de ozono fueron

frecuentes a partir de los 45 dias (Figura 11).

y

30 dias 55 dias

Figura 10. Plantacion de papa cv. ‘Romano’ durante el ciclo de cultivo.

Aunqgue no se encontraron referencias bibliograficas que registren la incidencia de sintomas
de afectaciones foliares por contaminacion atmosférica con ozono troposférico en plantas de
papa en Cuba, autores tales como Calvo et al. (2010) han informado de sintomas similares en
cultivares de papa antigua de Canarias. En experimentos en campo y en estudios en
condiciones controladas con diferentes concentraciones de ozono observaron sintomas de
punteaduras necroticas similares a los observados en el cultivar ‘Romano’. Ademas, en
andlisis de laboratorio no se comprobd la presencia de agentes causales de origen biolégico.
Segun Ashmore (2005) el ozono es un contaminante ambiental, fuertemente oxidante y con

un elevado poder téxico para la vegetacion y los cultivos.
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En Cuba se han referido dafios por ozono troposférico en el cultivo de tabaco (Nicotiana
tabacum L.) también con necrosis foliar. Las manchas pueden ser numerosas, pequefias,
irregulares y de color blanquecino en la primera fase, aumentando de tamafo y
cambiando su color a pardo-marrén (Andreu et al., 2010). No obstante, en el caso de papa

se requieren otros estudios especificos sobre este particular.

Figura 11. Manchas foliares ocasionadas por ozono en hojas de papa cv. ‘Romano’.

No se observaron en la plantacion del cv. ‘Romano’ enfermedades trasmitidas a través de la
semilla tales como virosis. El material vegetal de origen fue semilla basica obtenida en el IBP
a partir de material vegetal propagado in vitro y minitubérculos producidos en casa de cultivo

con sustrato de zeolita (Jiménez-Terry et al., 2010).

De las enfermedades fungicas del cultivo solo se detecto la incidencia de Tizén temprano. Bajo
las condiciones climaticas del periodo de ensayo (Anexo 1) los primeros sintomas aparecieron
en plantas del tratamiento al que no se aplicaron productos para el manejo fitosanitario
(tratamiento 1ll, MO) a partir de 55 dias después de la siembra pero la severidad mayor se
alcanz6 a los 70 dias y se vieron afectados todos los tratamientos (Figuras 12). Se comprobd
que la mayor incidencia se presento en el tratamiento que solo incluydé materia organica en el
suelo (tratamiento Ill, MO) en los dos tiempos de evaluacion. A los 70 dias después de la
siembra alcanzo el 100% de las plantas, seguido por el tratamiento Biologico (tratamiento 1) y
en el que se aplicaba Versaklin® (MEF-MO) (tratamiento ). Todos con diferencia significativa

con el tratamiento Quimico (tratamiento IV) en ambos tiempos de evaluacion. Se destaca el
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tratamiento con Versaklin® y materia organica (MEF-MO) (tratamiento |) que redujo la
incidencia en 30% con respecto al tratamiento sin aplicacion de productos (tratamiento Ill) y
solo super6 al Quimico (tratamiento IV) en 16% al final del ensayo. El bioproducto Versaklin®
cuenta en su composicion con microorganismos y sus metabolitos los cuales pudieran tener
accion directa sobre el patégeno como se demostré en el acépite 4.1.2 o inducir resistencia en

las plantas. Esto Gltimo requiere nuevas investigaciones.

En el tratamiento Biologico (tratamiento 1) a pesar de contar con Versaklin® y Tricosave solo
se redujo la incidencia en 11,25%. Ello pudo estar influenciado por las dosis, frecuencia de

aplicacion o la compatibilidad de los bioproductos empleados.
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Figura 12. Incidencia de Tizén temprano en plantas de papa cv. ‘Romano’ cultivadas bajo diferentes
alternativas de manejo agrondmico. Tratamientos: MEF-MO (1), Versaklin® aplicado al tubérculo y foliar,
materia organica al suelo; Bioldgico (ll), propuesta de manejo agrondmico con bioproductos cubanos y
materia orgénica al suelo; MO (lll), tratamiento sin aplicacién de productos y materia organica al suelo;
Quimico (IV), manejo agrondmico con productos quimicos y formula completa al suelo.Letras sobre
barras para cada tiempo de evaluacion indican diferencias entre los rangos medios segun la prueba de
Kruskal Wallis / Mann Whitney para p<0,05. n=80
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Con respecto a los sintomas, predominaron las plantas con manchas necréticas aisladas en
las hojas de toda la planta, que se observaron de diferentes didmetros y con anillos
conceéntricos bien definidos (Figura 13). No se detectaron plantas con nervios completamente

necrosados en las hojas superiores, defoliacion, ni plantas atizonadas. En los tallos no se

apreciaron sintomas.

Figura 13. Sintomas de Tizon temprano en plantas de papa cv. ‘Romano’.

Un aspecto a destacar es que no se alcanzo el valor maximo de la escala (5, mas del 50,0%
de la superficie de la planta afectada) en ninguno de los tratamientos lo cual condujo a que la

intensidad de la enfermedad no sobrepasara el 53,0% (Figura 14).

Los mayores valores de intensidad se alcanzaron en el tratamiento donde no se aplicaron
productos para el manejo fitosanitario (MO, tratamiento Ill) con diferencias significativas con
los demas tratamientos. Con respecto a este tratamiento, el empleo de Versaklin® (MEF-MO,
tratamiento 1) redujo la intensidad de la enfermedad en 23,0% y el tratamiento Bioldgico (Il) en

15,5% al final del ciclo del cultivo.

56



Resultados y Discusion

100
80
S 060d m70d
- 60 a
I}
e b
) a
§ 40 c b —
E C [
20 — g d
: ml
MEF-MO Biologico MO Quimico

Tratamientos

Figura 14. Intensidad de Tizén temprano en plantas de papa cv. ‘Romano’ cultivadas bajo diferentes
alternativas de manejo agrondmico. Tratamientos: MEF-MO (1), Versaklin® aplicado al tubérculo y foliar,
materia organica al suelo; Bioldgico (ll), propuesta de manejo agrondmico con bioproductos cubanos y
materia orgénica al suelo; MO (lll), tratamiento sin aplicacién de productos y materia organica al suelo;
Quimico (IV), manejo agrondmico con productos quimicos y formula completa al suelo.Letras sobre
barras para cada tiempo de evaluacion indican diferencias entre los rangos medios segun la prueba de

Kruskal Wallis / Mann Whitney para p<0,05. n=80

En el caso de esta enfermedad la infeccion foliar se favorece por temperaturas superiores a
25°C, alta humedad y el riego por aspersion (Zachmann, 1982). Estas tres condiciones
estuvieron presentes. Durante los meses de crecimiento y desarrollo de las plantas aunque la
temperatura media fue 22,5°C y la humedad relativa media 76%, los valores méaximos de
temperatura sobrepasaron 29°C. A partir de los 55 dias posteriores a la siembra se produjo un
incremento de la temperatura media con valores superiores a 25°C y temperatura maxima
superior a 33°C (Figura 15, Anexo 1) lo cual coincidié con el periodo donde se detecto la
incidencia del Tizén temprano. La germinacién de las esporas del patégeno se facilita por la
presencia de humedad pero puede inducirse por humedad relativa cercana a la saturacion
(van der Waals et al., 2001), en el periodo en que incidi6 la enfermedad la humedad relativa
media se mantuvo por encima del 70% con valores de humedad relativa maxima media de

95,8% y valores puntuales de 98% en varios dias.
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Figura 15. Valores de temperatura y humedad relativa medios por dia durante el periodo de crecimiento

y desarrollo de plantas de papa cv. ‘Romano’.

El ABCPE, que es una variable de gran utilidad y se usa cominmente para cuantificar la
intensidad de la enfermedad en el tiempo e integra al patdgeno, al hospedero y el ambiente
(Pandey et al., 2003) demostré que la progresion de la enfermedad fue significativamente
mayor en el tratamiento donde no se aplicaron productos para el manejo fitosanitario (MO,

tratamiento Ill) y menor en el tratamiento quimico (Figura 16).

El tratamiento correspondiente a la AMA del tratamiento con Versaklin® y materia organica
(MEF-MO, tratamiento |) se encontré en un valor entre el tratamiento MO (lll) y el tratamiento
qguimico (IV). Ello evidencié el potencial de esta alternativa que solo incluye a un bioproducto
para el manejo de enfermedades como el Tizén temprano. Por ello, podria incluirse en una
estrategia de manejo agronomico del cultivo con efecto también sobre la nutricién por el
contenido de macro y micronutrientes. Aunque este bioproducto forma parte del tratamiento
Bioldgico (Il), donde también se aplica Tricosave, se requiere determinar su compatibilidad con
el resto de los bioproductos que se emplean para el manejo de plagas y su efecto sobre estas

ya que el ABCPE en dicho tratamiento fue significativamente mayor.
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Figura 16. Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) de Tizén temprano en plantas de
papa cv. ‘Romano’ cultivadas bajo diferentes alternativas de manejo agronémico. Tratamientos: MEF-
MO (1), Versaklin® aplicado al tubérculo y foliar, materia organica al suelo; Biolégico (ll), propuesta de
manejo agrondémico con bioproductos cubanos y materia organica al suelo; MO (lll), tratamiento sin
aplicacion de productos y materia organica al suelo; Quimico (IV), manejo agronémico con productos
quimicos y férmula completa al suelo. Letras sobre barras indican diferencias entre los rangos medios

segun la prueba de Kruskal Wallis / Mann Whitney para p<0,05.

Considerando al tratamiento sin aplicacion de productos como tratamiento control para el
andlisis de la efectividad técnica (ET) de las alternativas de manejo agronémico frente al Tizén
temprano se comprobé la superioridad del tratamiento quimico (IV) y el potencial de la AMA
con Versaklin® (MEF-MO, tratamiento I) (Figura 17) que alcanz6 un valor de ET que
representa un 60% de la ET del tratamiento quimico con solo un producto. Este resultado es
importante ya que teniendo en cuenta los resultados de inhibicion del crecimiento in vitro del
resto de los patdégenos podrian disefiarse otras alternativas de manejo donde se aplique de
conjunto con productos quimicos pero estos puedan reducirse en dosis y frecuencia de

aplicacion lo cual disminuiria el impacto negativo al ambiente y los costos de produccion.

Por otra parte, A. solani es un patégeno policiclico con muchos ciclos posibles de infeccion

durante el tiempo que dura el cultivo (Shuman, 1995) por lo cual probablemente se requiere

59



Resultados y Discusion

ajustar las dosis y frecuencia de aplicacion de los bioproductos antifungicos Versaklin® y
Tricosave vy verificar el efecto directo sobre el patégeno en las condiciones de campo para

incrementar la efectividad técnica de los tratamientos MEF-MO y Bioldgico.
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Figura 17. Efectividad técnica de alternativas de manejo agrondmico frente al Tizon temprano de la
papa. Tratamientos: MEF-MO (1), Versaklin® aplicado al tubérculo y foliar, materia organica al suelo;
Bioldgico (Il), propuesta de manejo agronémico con bioproductos cubanos y materia organica al suelo;
Quimico (IV), manejo agrondmico con productos quimicos y férmula completa al suelo.

Conrespecto a las variables agrondmicas se comprobo que también las alternativas de manejo
agrondémico influyeron en el nimero de tubérculos por planta, en su masa fresca, seca y la

distribuciéon de calibres.

El nimero de tubérculos no tuvo diferencias significativas entre el tratamiento quimico (IV),
MEF-MO (1) y MO (lll) y si entre el tratamiento quimico (IV) y el biologico (ll) (Tabla 4). Estos
resultados concuerdan con informes previos de Hernandez (2001) quien refirié que en el cultivo
de papa, con el uso de abonos organicos se podian obtener resultados similares a los
alcanzados con fertilizantes quimicos. De igual forma, apoyan resultados de Mufioz y Lucero
(2008) quienes informaron de un efecto favorable de la fertilizacién organica en el cultivo de

papa criolla (Solanum phureja L.). En este sentido, se ha comprobado que la incorporacion de
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materia orgénica al suelo puede favorecer el control de patégenos del suelo e incrementar el

rendimiento en papa (Larkin y Tavantzis, 2013).

En el tratamiento Bioldgico (Il) después de 55 dias de la siembra se presentd clorosis
generalizada en algunas plantas y dafios en el tejido foliar posiblemente asociados a la
toxicidad ocasionada por alguno de los productos aplicados en esas condiciones o por la
interaccidn negativa entre ellos. Se requieren ajustar las frecuencias de aplicacion de estos
productos y verificar su compatibilidad, especialmente entre los aplicados para la nutricion y el
manejo de plagas para lograr resultados repetibles y tener referencias del momento de
aplicacion segun las condiciones lo requieran. Ello posiblemente condicioné los resultados

agronémicos en este tratamiento.

Tabla 4. Efecto de alternativas de manejo agrondmico en la produccion de semilla de papa cv. ‘Romano’

Tratamientos NUmero de Rangos medios Masa fresca Rangos medios
tubérculos/planta tubérculos/Planta
(9)
MEF-MO (1) 7,91 125,52 ab 356,83 106,78 b
Biologico (1) 7,08 105,20 b 346,95 103,42 b
MO () 7,75 114,53 ab 396,96 126,77 ab
Quimico (IV) 8,33 135,00 a 438,81 143,43 a

Tratamientos: MEF-MO (1), Versaklin® aplicado al tubérculo y foliar, materia organica al suelo; Bioldgico
(1), propuesta de manejo agronémico con bioproductos cubanos y materia organica al suelo; MO (lll),
tratamiento sin aplicacion de productos y materia orgénica al suelo; Quimico (IV), manejo agronémico
con productos quimicos y formula completa al suelo. Rangos medios con letras desiguales en una

misma columna indican diferencias para p<0,05 segun prueba de Kruskal Wallis/ Mann Whitney. n=80
A pesar de que en la masa fresca los resultados favorecieron al tratamiento quimico (IV) sin
diferencias con el MO (lll), en la masa seca se comprobd que los valores mas bajos (p<0,05)
se alcanzaron en dicho tratamiento (Figura 18). Este resultado apunta hacia nuevas
investigaciones que esclarezcan el papel de la fertilizacion con materia orgénica y
bioproductos en el contenido de materia seca de los tubérculos. Esta variable es un indice de
calidad de los tubérculos y contiene informacion sobre la concentracién de carbohidratos y

agua y adquiere gran importancia en la conservacion de los tubérculos y en su uso (Subediy
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Walsh, 2009). En observaciones previas de tubérculos obtenidos con la aplicacion de la AMA
propuesta por la EPPF Indio Hatuey se ha comprobado mayor durabilidad de los tubérculos
en conservacion y menores afectaciones por patégenos postcosecha (Martin, Comunicacion

personal).
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Figura 18. Masa seca de tubérculos obtenidos bajo diferentes alternativas de manejo
agronémico.Tratamientos: MEF-MO (1), Versaklin® aplicado al tubérculo y foliar, materia organica al
suelo; Bioldgico (11), propuesta de manejo agronémico con bioproductos cubanos y materia organica al
suelo; MO (lll), tratamiento sin aplicacion de productos y materia organica al suelo; Quimico (1V),
manejo agronémico con productos quimicos y férmula completa al suelo. Letras sobre barras indican

diferencias entre los rangos medios segun la prueba de Kruskal Wallis / Mann Whitney para p<0,05.

En todos los tratamientos se obtuvieron tubérculos con diametros (calibres) que oscilaron entre
<25y >60 mm (Tabla 5). Sin embargo, la mayor proporcion de tubérculos con calibre para ser
empleados como semilla se produjeron en los tratamientos MEF-MO (1) y Biolégico (ll) (Figura

19).

62



Resultados y Discusion

Tabla 5. Distribucién de tubérculos segun diametro (calibre) obtenidos de plantas de papa cv. ‘Romano’

sometidas a diferentes alternativas de manejo agronémico.

Tubérculos en cada calibre* (%)
Tratamiento

<25 25-28 28-35 35-38 38-40 40-45 45-50 50-55 55-60 >60

MEF-MO (I) 10,73 5,47 9,47 14,31 8,42 13,05 18,10 14,31 547 0,42
Biologico (Il) 5,64 5,17 10,11 13,64 11,76 16,23 15,52 13,64 7,29 1,17
MO () 580 7,09 13,11 9,89 6,23 14,40 16,77 16,34 9,46 1,07
Quimico (IV) 5,69 4,47 6,09 10,16 9,14 12,60 21,34 20,12 8,53 1,42

Tratamientos: MEF-MO (1), Versaklin® aplicado al tubérculo y foliar, materia organica al suelo; Bioldgico
(1), propuesta de manejo agronémico con bioproductos cubanos y materia organica al suelo; MO (lll),
tratamiento sin aplicacion de productos y materia organica al suelo; Quimico, manejo agronémico con
productos quimicos y férmula completa al suelo.* diametro expresado en mm.

Se conoce que el didmetro de los tubérculos esta determinado por diferentes factores tales
como la duracién del periodo de crecimiento. A medida que avanza el ciclo vegetativo del
cultivo, el rendimiento y el porcentaje de tubérculos grandes se incrementa. Algunos
productores de semilla para evitar la formacién de tubérculos muy grandes emplean practicas
agronémicas como el corte del follaje. Segin Pozo (1997), se puede obtener hasta el 100%
de tubérculos para semilla en periodos menores a 90 dias, independientemente del didmetro
de semilla usado para la plantacién. En este estudio con el cultivar ‘Romano’ y 70 dias de
cultivo se obtuvieron entre el 30 y el 42% de los tubérculos con calibre de semilla lo cual indica
gue es necesario ajustar algunas practicas culturales para incrementar el niumero de
tubérculos para este fin. Segun Ojeda et al. (2010) el diametro de los tubérculos determina el
uso. La proporcién que se obtiene por cada uno es un factor determinante de la produccion,
ya que se requieren tubérculos con caracteristicas especificas para la industria, para semilla

0 consumo.
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Figura 19. Distribucion segun didametro de tubérculos obtenidos bajo diferentes alternativas de manejo

agronémico. Tratamientos: MEF-MO (1), Versaklin® aplicado al tubérculo y foliar, materia organica al

suelo; Bioldgico (11), propuesta de manejo agronémico con bioproductos cubanos y materia organica al

suelo; MO (lll), tratamiento sin aplicacion de productos y materia organica al suelo; Quimico (1V),

manejo agrondmico con productos quimicos y férmula completa al suelo.

Los resultados de este estudio demostraron que es posible obtener semilla de papa cv.

‘Romano’ en las condiciones climaticas de Cuba con alternativas de manejo agronémico que

incluyen el uso de bioproductos de fabricacion nacional.
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5. CONCLUSIONES

1. Trichoderma harzianum CCIBP-Trichl5 es antagonista in vitro de los patdgenos
fungicos del cultivo de la papa Alternaria alternata CCIBP-Aa 8, Fusarium solani
CCIBP-Fus 23, Geotrichum candidum CCIBP-Geo 1 y Phytophthora infestans CCIBP-
Pi 1 y puede inhibir su crecimiento mediante diferentes mecanismos.

2. El bioproducto Versaklin® elaborado a base de la tecnologia de microorganismos
eficientes puede emplearse para el manejo de enfermedades fungicas del cultivo de la
papa ya que inhibe el crecimiento in vitro de los patégenos Alternaria alternata CCIBP-
Aa 8, Fusarium solani CCIBP-Fus 23, Geotrichum candidum CCIBP-Geo 1 y
Phytophthora infestans CCIBP-Pi 1 y reduce la incidencia de Tiz6n temprano en campo
en 30% y su efectividad técnica alcanza el 60% de la obtenida con el manejo con
productos quimicos.

3. Las alternativas de manejo agrondmico influyen en la respuesta de plantas de papa en
campo frente al Tizon temprano y en sus variables agrondmicas.

4. Mediante alternativas de manejo agrondmico que incluyen el uso de bioproductos de
fabricacion nacional se pueden manejar las enfermedades fangicas y producir semilla

de papa cv. ‘Romano’.
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6. RECOMENDACIONES

1. La alternativa agronémica que incluye el uso del bioproducto Versaklin® y materia
orgénica por su simplicidad y resultados pudiera instrumentarse en la produccién
agroecoldgica de semilla de papa por pequefios productores.

2. Evaluar los mecanismos de accioén del bioproducto Versaklin® sobre el patégeno y las
plantas.

3. Revisar las dosis, frecuencia de aplicacién y compatibilidad de los bioproductos
empleados en la alternativa de manejo agrondémico propuesta por la Estacion
Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey (nombrada en el trabajo como
tratamiento Bioldgico) para incrementar su efectividad técnica en campo y evitar

fitotoxicidad en las plantas.
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Anexo 1. Datos climéticos correspondientes al periodo del ensayo de evaluacion del efecto de
alternativas de manejo agronémico sobre enfermedades fangicas en la produccién de semilla
de papa cv. ‘Romano’. Diciembre de 2013 a marzo 2014. Fuente: Estacién meteoroldgica Indio

Hatuey.
Afio Mes Dia . Temperatura (°C) I-!umedad relativa (%)
T min T med T max Hrmin | Hrmed | Hrmax

2013 12 25 14.4 21.6 29.0 53 81 98
2013 12 26 15.2 22.0 29.2 54 81 98
2013 12 27 18.3 23.4 29.8 59 83 97
2013 12 28 20.3 24.8 31.7 51 81 97
2013 12 29 20.5 25.5 33.1 45 78 96
2013 12 30 19.4 24.4 32.1 51 82 95
2013 12 31 18.0 23.6 30.9 56 84 97
2014 1 1 17.7 23.8 32.0 43 77 97
2014 1 2 18 24.5 32.1 37 72 97
2014 1 3 16.2 20.9 26.5 78 88 95
2014 1 4 21.3 24.4 28.6 59 79 90
2014 1 5 20.9 24.5 30.5 56 82 96
2014 1 6 19.3 24.0 30.4 51 82 97
2014 1 7 18.2 19.6 22.4 48 81 98
2014 1 8 20.0 23.5 28.6 66 86 99
2014 1 9 19.1 24.2 30.6 51 83 99
2014 1 10 17.4 24.6 31.9 41 78 98
2014 1 11 20.7 25.3 32.3 35 72 96
2014 1 12 16.8 22.9 31.7 44 78 98
2014 1 13 17.2 23.6 30.8 37 75 97
2014 1 14 17.2 22.9 31.6 34 74 98
2014 1 15 16.1 21.5 28.8 58 83 98
2014 1 16 12.2 19.2 24.1 53 73 94
2014 1 17 10.2 16.0 21.9 44 67 90
2014 1 18 7.1 16 25.2 26 64 95
2014 1 19 9.3 15.6 24.4 24 65 94
2014 1 20 5.3 15.5 25.5 34 69 94
2014 1 21 8.6 18.2 29.5 29 68 96
2014 1 22 12.6 18.2 24.4 41 72 93
2014 1 23 6 16.3 25.1 40 72 95
2014 1 24 10.2 18.2 27.8 44 75 93
2014 1 25 11.1 19 28.3 45 76 97
2014 1 26 10.5 19.4 29.4 35 71 94
2014 1 27 11.5 21.3 32.7 29 72 97
2014 1 28 15.7 24.0 32.4 40 74 96




2014 1 29 17.4 23.8 33.3 47 77 93
2014 1 30 19.2 22.9 28 63 85 98
2014 1 31 17.4 24.7 32.2 38 73 98
2014 2 1 16.1 24.7 33.0 38 74 97
2014 2 2 12.6 23.1 32.1 45 78 98
2014 2 3 18.3 25.0 33.1 48 80 96
2014 2 4 18.0 24.9 31.5 53 82 96
2014 2 5 18.0 25.5 32.5 47 76 95
2014 2 6 17.2 24.9 32.6 31 72 96
2014 2 7 16.5 24.7 32.6 42 75 94
2014 2 8 19.2 25.6 32.7 36 74 95
2014 2 9 16.2 23.8 30.0 53 80 98
2014 2 10 145 22.8 31.1 46 77 98
2014 2 11 12.9 22.9 32.0 41 76 98
2014 2 12 141 24.0 32.5 45 74 96
2014 2 13 17.6 23.6 32.3 48 78 95
2014 2 14 12.8 21.0 29.2 47 72 91
2014 2 15 11.8 20.9 28.9 32 72 95
2014 2 16 10.5 20.0 28.2 35 66 90
2014 2 17 7.2 19.9 29.6 47 72 91
2014 2 18 10.3 21.2 30.6 34 70 95
2014 2 19 9.9 21.6 31.4 39 71 91
2014 2 20 151 23.9 32.6 42 78 96
2014 2 21 16.5 25.5 33.5 33 73 94
2014 2 22 15.2 24.7 33.5 43 75 98
2014 2 23 17.9 25.8 34.1 35 72 96
2014 2 24 16.0 25.0 33.2 41 72 97
2014 2 25 16.8 25.2 31.1 45 75 98
2014 2 26 12.8 23.8 32.0 40 73 95
2014 2 27 14.9 25.0 33.0 30 69 96
2014 2 28 13.6 21.4 23.0 85 91 96
2014 3 1 11.2 20.4 28.0 48 77 97
2014 3 2 9.5 20.6 29.7 36 68 95
2014 3 3 10.9 21.7 30.9 34 68 92
2014 3 4 13.7 22.5 30.7 34 70 95
2014 3 5 13.7 23.1 32.4 38 75 96
2014 3 6 20.1 25.2 32.4 40 74 96




Anexo 2. Caracteristicas del suelo en las &reas de cada alternativa de manejo agronémico al inicio del ensayo.

Nitrégeno amoniacal o . Nitrégeno nitrito . .
(NH4+) Nitrégeno nitrato(NO3-) (NO2-) Fosforo (POa) Potasio (K) Azufre (SOa)
Tto prof. pH (ppm) Val ppm Val (ppm) Val (ppm) Val (ppm) Val (ppm) Val
(cm) | (H20) ’ ’ ’ ’ ’ )
0-15 7.29 0.52 Media 0.31 Media 0.12 Medio alto 1023 Alto 24 Media 4 Baja
|
15-30| 7.1 0.34 Baja 0.18 Media 0.08 Media 1001 Alto 2.1 Media 5 Baja
0-15 7.55 1.2 Media 0.29 Media 0.11 Medio alto 1059 Alto 24 Media 5 Baja
Il
15-30 | 7.01 0.7 Media 0.2 Media 0.09 Media 1014 Alto 2.2 Media 6 Baja
0-15 7.62 11 Media 0.26 Media 0.14 Medio alto 1066 Alto 2.6 Media 3 Baja
n
15-30 | 7.13 0.41 Baja 0.25 Media 0.1 Medio alto 1018 Alto 2 Media 4 Baja
0-15 7.58 0.97 Media 0.27 Media 0.11 Medio alto 1562 Alto 25 Media 3 Baja
v
15-30| 7.05 0.33 Baja 0.18 Media 0.07 Media 1368 Alto 2.2 Media 5 Baja
Cachaza 7.51 0.23 Baja 24 Muy alto 0.17 Medio alto 1251 Alto 15.1 Xlttjg 67 Alto

Tratamientos:

I. MEF-MO, Versaklin® aplicado al tubérculo y foliar, materia organica al suelo;

Il Bioldgico, propuesta de manejo agronémico con bioproductos cubanos y materia organica al suelo;
[Il MO, tratamiento sin aplicacion de productos y materia organica al suelo (control);

IV Quimico, manejo agronémico con productos quimicos y férmula completa al suelo



Anexo 3. Metodologia de sefializacion y pronostico Sanidad Vegetal (seleccion de lo relativo al cultivo de la papa).

Resumen ampliado de Metodologias de
Sefalizacion y Pronostico

Fitosanitario:

En el presente documento le resumimos las metodologias de muestreo de los principales organismos nocivos (plagas y

enfermedades) que inciden en varios cultivos de importancia econémica.

Es necesario que usted las estudie y las aplique hasta tener un dominio pleno de cada una de ellas. Su aplicacién en los
campos de produccion le informaré cual es la verdadera situacion fitosanitaria que presenta el cultivo por lo que debe

aplicarlas de forma correcta y cuidadosa.

No permita que en su Unidad se realicen aplicaciones si no esta presente el organismo nocivo o aun no ha alcanzado los
niveles (indices) que requieran aplicacion. Recuerde que esto contribuir4 en gran medida a la economia y rentabilidad de
su Empresa o Cooperativa, contribuyendo directamente a la economia de nuestro pais ya que todos los productos que hoy

utilizamos son sumamente costosos y por lo tanto debemos velar por no malgastarlos.

Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal
Villa Clara, 2005



Generalidades
Para determinar en campo el indice de infeccién y la distribucion de un organismo nocivo se debe tener una libreta para anotar las
evaluaciones o muestreos. Cada muestreo debe tener fecha, campo, cultivo y el nombre del organismo nocivo a evaluar. Los
muestreos se haran por el método de las diagonales, puntos en las diagonales (en cada punto se toman las plantas a evaluar a tu
alrededor) o diagonal en zigzag. En caso de tomar 5 puntos en cada diagonal, se evaltan en el mismo 10 plantas. En caso de tomar
10 puntos en la diagonal se evaltan 5 plantas en cada punto.

Figura 1. Modelo de asentamiento de los resultados del muestro

Punto | Planta | Organismos Punto | Planta | Organismos Punto | Planta | Organismos Punto Planta | Organismos
nocivos nocivos nocivos nocivos
1 26 51 76
2 27 52 77
1 3 6 28 11 53 16 78
4 29 54 79
5 30 55 80
6 31 56 81
7 32 57 82
2 8 7 33 12 58 17 83
9 34 59 84
10 35 60 85
11 36 61 86
12 37 62 87
3 13 8 38 13 63 18 88
14 39 64 89
15 40 65 920
16 41 66 91
17 42 67 92
4 18 9 43 14 68 19 93
19 44 69 94
20 45 70 95
21 46 71 96
22 47 72 97
5 23 10 48 15 73 20 98
24 49 74 99
25 50 75 100

Nota: En la columna de organismos nocivos se pone el nombre o simbolo de las plagas o enfermedades objeto de muestreo




% de Intensidad (% I)
Y(ax*b)

%l = W*100 Donde a — grado, b — cantidad de plantas afectadas en cada grado N — total de plantas evaluadas, K — ultimo
*

grado de la escala
% de Distribucién (% D)

%D =|: *100 Donde: n — Total de plantas afectadas, N — Total de plantas muestreadas

Efectividad Técnica (ET)
eT-"—P

*100 Donde P — cantidad de organismos nocivos antes del tratamiento P, - cantidad de organismos nocivos después

del tratamiento
Ejemplo:

Para aplicar las escalas de infeccion debe proceder de la forma siguiente:
Nombre de enfermedad a evaluar:

Grados 0 1 2 3 4 5

0 A O 1 1 111
0 1 T T 1

L1111 L1111 L
Cantidad de plantas en cada grado | 10 | 25 25 30 10 0

Figura 2. Diagrama de orientacion para la evaluacion de las plantas enfermas.

Se marcara mediante paloteo los valores que estimes (segun metodologias), de acuerdo a las escalas a utilizar
Si se evaltan 100 plantas y el resultado es como se sefiala anteriormente se procede a multiplicar cada grado por el total
de plantas con ese grado

0*10= 0
1 *25 =25
2 * 25 =50
3 *30 =90
4 * 10 = 40
5* 0= 0



205+100 20500
5%100 500

El 5 es el mayor niumero de la escala de infeccion y el 100 es el nimero de plantas que se evalud.

Luego se suman: 0 +25 +50 +90 +40 +0 = 205 y se aplica la siguiente férmula:

Entonces la enfermedad que se evalu6 tuvo una intensidad o indice de infeccion del 41%.
Para determinar cudl es la distribucion de la enfermedad se procede de la forma siguiente:

Si se evaluaron 100 plantas y de ellas habian 90 enfermas (porque 10 tenian grado 0 o sea estaban sanas) entonces se
( . 90100 9000
NUmero de plantas enfermas *100 . en el ejemplo: * _
Total de plantas evaluadas 100 100
distribuida en el campo en un 90%.

=90% . Asi se obtiene que la enfermedad esta

procede asi:




IS N A

Grado O Grado 1 Grado 2

‘};iﬁ/fe

Grado 3 Grado 4 Grado 5

Figura 3. Esquema para evaluar la intensidad de las enfermedades



Cultivo: Papa

Organismo Causal Método de muestreo indice para la sefal . Gradolpgla
Ligero Medio Intenso
Myzus persicae Sulzer | Se observaran 33 puntos diferentes del Cuando se presente el 5% Menos del |5 a 9% de Mayor de
Aphis gossypii Glover | campo distribuidos segun la diagonal en de plantas (2) con 20 o mas |5% de plantas 9% de
(Afidos o pulgones) zigzag o en forma de tablero de ajedrez. afidos (1.5 por planta). plantas infestadas por | plantas
En cada punto se observa una planta infestadas | la plaga con 20 | infestadas
revisando solamente 3 hojas completas por la afidos o mas. por la plaga
(no foliolos) una del nivel inferior, una del plaga. con 20
medio y otra del nivel superior (se afidos o
adicionara una mas del nivel superior para mas.

un total de 100 hojas).




Myzus persicae Sulzer
(Areas de produccion
de semillas)

Semilla registrada Il 100 plantas, 3
hojas/planta 3 niveles.

Semilla certificada | y Il 50 plantas, 3
hojas/planta 3 niveles.

Registrada: 0.025
afidos/planta
Certificada I: 0.05
afidos/planta
Certificada II: 0.1
afidos/planta

Liriomyza trifolii Se muestrean 33 plantas tomando una 1 larva viva por hoja Menos de 2 [ De 2 a 5 larvas | Mayor de 5
(Burgess) hoja de cada nivel (inferior, medio, Promedio de 66 hojas larvas vivas/hoja y los | larvas
(Minador) superior y una mas para un total de 100 cuando los dafios son vivas/hoja | biorreguladores | vivas/hoja
hojas). Al estereo se contaran las larvas localizados en los tercios con un % por debajo del |[con un %
vivas determinando el promedio por hoja. |inferiores de 40%. de
Los muestreos se haran del sur al norte en | 0.5 larvas vivas/hoja parasitismo parasitismo
diagonal en zigzag. Promedio en 33 hojas superior al inferior al
cuando los dafios son 40%. 40%.
localizados en el tercio
superior
Si los biorreguladores son
inferiores al 40% se haran
observaciones para
determinar la tendencia y la
definicion del modo de
control.
Polyphagotarsonemus | Se haran los chequeos hasta los 90 dias. |10 a 20% de hojas Menos de 2 Mas de 5
latus (Banks) Se observaran 100 hojas jévenes del nivel |infestadas. ejemplares |De2ab5 ejemplares
(Acaro blanco) superior de 100 plantas en zigzag. Se de ejemplares de |de
analizaran al estereo anotando los &caros cualquier cualquier cualquier
presentes (hasta 5, mas de 5y no estadio por | estadio por estadio por
infestadas para el calculo de la hoja hoja hoja
efectividad).
Menos de |[De 10al 20% |Mas de
10% de de hojas 20% de
hojas infestadas. hojas
infestadas. infestadas.




Thrips Se observaran 33 puntos diferentes del Méas de 10 individuos por 6al0 11a25 Més de 25
campo distribuidos segun la diagonal en hoja Thrips/hoja. | Thrips/hoja Thrips/
zigzag o en forma de tablero de ajedrez. Aplicar un insecticida de alta hoja.

En cada punto se observa una planta efectividad.
revisando solamente tres hojas completas
no foliolos una del nivel superior una del
medio y otra del inferior, se adicionara una
hoja mas del nivel superior para un total de
100 hojas.
Cultivo: Papa (continuacion).
Organismo Método de muestreo indice para la sefal . Gradolqg|a
Causal Ligero | Medio | Intenso
Crisomélidos Se analizan 100 hojas/ha y se determina la intensidad de | Intensidad de dafio: Por insectos en 10 pases de jamo
dafio mediante la siguiente escala. 20 a 25% Menos de 1 Dela2 Mas de 2
(0) hojas sanas (1) 1 o 2 perforaciones independientes | Conteo  directo: 2| insectos/ insectos/ insectos/
en el limbo de las hojas (2) de 6 a 10 perforaciones |insectos por planta jamada jamada jamada
mdepent_ﬂentes en e_I limbo de la hoja (3) de 11 a 16 Jameo: 1 a 2 insectos Por hojas daRadas
perforaciones en el limbo. Algunas grandes producto de | por jamada 1032 Tasa 6 Vias do 6

la unién de varias pequefias (4) Mas de 16 perforaciones
grandes producto de la union de varias pequenfas, el
limbo aparece perforado fuertemente

s Intencicad de darig - ZA*)

% Intensidad de dafio = N %100

> - Sumatoria, a — Grado de la escala b — Cantidad de
hojas en cada grado N — Total de hojas evaluadas 4 —
ultimo grado de la escala. Para determinar el nimero de
perforaciones por hoja se calcula el promedio de las
perforaciones en las hojas evaluadas.

Por conteo directo: Se observan 100 plantas y se
anotan los crisomélidos observados en las mismas,
distribuidas en puntos en la diagonal.

Jameo: 10 pases de jamo en 10 lugares del campo.

perforaciones /
hoja.

perforaciones /
hoja.

perforaciones /
hoja.

Conteo directo

Menos de 2
insectos /
planta.

De2a3
insectos /
planta.

Mas de 3
insectos /
planta.




como minimo cada 2 dias. Se observan 100 plantas /ha.
Escala para la evaluacion:

(0) planta sana (1) Primeros sintomas o manchas en las
hojas (2) Las manchas ocupan hasta un 10% de la
superficie de la planta (3) Entre 11 y 25% (4) 26 y 50%
(5) Mas del 50% de la superficie de la planta.

Spodoptera Se observan 25 plantas /ha al azar en forma de diagonal | Si se observa del 15 a | Menos del Del 15 al Mas del
spp o tablero de ajedrez. Se revisan todas las hojas de las|20% de infestacion ya| 15% de 20% de 20% de
plantas tanto por el haz como por el envés contando el |sea por masas de |infestacion. infestacion. | infestacion.
nimero de masas de huevos o larvas encontradas. huevos o larvas de los
1  estadios. Si el
mayor % es de huevos
debemos esperar de 4
a 5 dias para aplicar.
Phytophthora | Metodologia para la evaluacion del Tizon Tardio Con los primeros | Menos del 10 a 25% de | Mas de 25%
infestans Las inspecciones a los campos deben realizarse con | sintomas. 10% de la la SFA. de la SFA.
(Montagne) de|sumo cuidado para detectar los primeros sintomas, Superficie
Bary enfatizando en las areas con mayor edad revisando los Foliar
(Tizon tardio) lugares bajos y donde existan encharcamientos. Una vez Afectada
detectada la enfermedad las observaciones se realizaran (SFA)

! SFA Superficie Foliar Afectada. Se estima por el observador de forma visual de acuerdo con el esquema mostrado en la figura 3 de este documento y aplicando
la férmula de % de intensidad.




Cultivo: Papa (continuacion).

Organismo Causal

Método de muestreo

indice para la sefal

Gradologia
Liger | Medi Intenso
0 0

Phytophthora
infestans (Montagne)
de Bary (Tiz6n tardio)
Prondstico

Pronéstico de Naumova modificado

Cuando en 2 dias consecutivos se presenten: humedad relativa
media del dia mayor o igual al 84%, humedad relativa minima del
dia mayor o igual al 60%, Temperatura minima del dia mayor o igual
ali°C

Periodo de Alerta: Si se presentan las condiciones anteriores y
temperatura maxima del dia entre 25 y 28°C

Periodo de Critico: Las condiciones inicialmente sefialadas y
temperatura maxima del dia menor de 25°C

Pronéstico del umbral de lluvias

Se llevara a partir del 1ro de diciembre cada 4 semanas se
acumulan 38 (Dic), 76 (Ene) y 114 (Feb) milimetros de lluvia. Con
estos datos se ploteard una linea recta, cuando los valores
acumulados de lluvia estén por encima de la recta y existan
temperaturas medias menores de 24°C puede manifestarse
epidemia del patdgeno

Pronéstico por McHardy (Provincial)

Lluvia acumulada en 10 dias consecutivos mayor o igual a 26 mm.
Temperaturas minimas mayores de 7°C y temperaturas medias
menores de 25.5°C

Tres dias después de haberse dado estas condiciones deben
aparecer las manchas hasta pasados los 7 dias

Segun prondstico

Alternaria solani (Ell.
and Mart.) Jones and
Grout.

(Tizén temprano)
Prondstico

Pronéstico: Si durante 2 dias consecutivos se presentan humedad
relativa media mayor o igual a 84% o humedad relativa minima
mayor o igual a 60% o ambas, temperatura minima mayor o igual a
18°C y precipitacion mayor o igual a 0.5 mm

En plantas menores de 30 dias buscar manchas

En plantas de 50 a 60 dias con 5 a 10% de intensidad se debe
esperar un desarrollo violento.

Segun prondstico
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Alternaria solani (Ell.
and Mart.) Jones and
Grout.

(Tizén temprano)

Metodologia para la evaluacion del Tizén Temprano

Se comenzaran las observaciones 14 dias después de la brotacién.
Observando cuidadosamente las hojas de la planta. Se observan
100 plantas /ha

Para la evaluacion se empleara la escala descrita en Tizon Tardio

Con los primeros sintomas

Meno
s del
10%
de la
SFA

10 a
40%
de la
SFA

Mas de
40% de
SFA
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