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RESUMEN
ANTAGONISMO MICROBIANO A Phytophthora infestans (Mont.)

De Bary, EN PAPA EN TOLUCA, MEXICO.

Se determind la efectividad antagdnica de 24 sepas bacterianas y tres de
Trichoderma sobre Phytophthora infestans en follaje y tubérculo de papa de la
variedad Alpha en Metepec, Toluca, México. En hojas desprendidas, inoculadas
con esporangios o con zoosporas € incubadas en el laboratorio, todas las
bacterias, individualmente vy mezdadas, tuvieron efecto inhibitorio sobre el
desarrollo de P. infestans, destacandose las cepas A38, A23, Ad4, R16 y R5,
entre otras. Durante el ciclo del 2001, tanto en invernadero como en el campo,
la mezcla de las cepas “P” fue la méas efectiva enla supresion dei patdgeno y de
produccion de esporangios cuando la solucién microbiana se usé tanto como
tratamiento a la semilla como en aspersion foliar, aunque sin alcanzar el grado
de control ejercido por los funguicidas guimicos comerciales. £n la siembra
directa en el campo en el 2002 la mezcla RG1 indujo la mayor inhibicion del
area bajo la curva de progreso de la enfermedad, mientras que en maceta el
mismo efecto fue ejercido por la RG2 y la menor cantidad de ésporangios se
produjo en la presencia de la mezcla TR y la mezcla RG1 indujo la mayor
tuberizacion. Los antagonistas ejercieron mejor su efecto bajo invernadero que
en el campo, aunque no alcanzaron el nivel de control de P. infestans de los
funguicidas quimicos. Con esto se abre la posibilidad de su uso en condiciones
de invernadero y en otras areas agricolas con menor hresién de la enfermedad

que las del presente estudio.

Palabras clave: Control bioldgico, tizon tardio.
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SUMMARY
MICROBIAL ANTAGONISM TO Phytophthora infestans (Mont.) -

De Bary, IN POTATO IN TOLUCA, MEXICO.

The antagonistic effect of 24 bacterial isolates and three of Trichoderma
over Phytophthora infestans in foliage an in potato tuber, cv. Alpha, in Metepec,
México, was assessed. In detached leaves, inoculated either with sporangia or
zoospores and incubated under laboratory conditions, all bacteria, individuaily or
mixed, induced inhibition over P. infestans development, specially the isolates
A38, A23, Ad4, R16, and R5, among other. During the 2001 growing cycle in
both, greenhouse and field conditions, the mixture of isolates “P” was the most
effective in the suppression of the pathogen and over sporangia production
when the microbial solution was used both as seed-tuber treatment and foliage
spray. However, this effect did not reach the level of control of the commercial
chemical fungicides. In the direct-planted plot in the field in 2002, the mixture
RG1 induced the best inhibition of the area under the disease progress curve,
while in transplanted pots the same effect was observed by RG2, but the least
sporangia was produced in the presence of the TR mixture and the treatment
RG1 induced the highest tuberization. The antagonists behaved better in the
greenhouse than in the field, but without reaching the control levels of the
chemicat fungicides. These resuits open the possibility to use the microbial
mixtures under greenhcuse conditions as well as in other agricultural areas with

less disease pressure than the one of this study.

Key words: Biological control, late blight.
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1. INTRODUCCION

| a enfermedad conocida como tizén tardio de la papa, provocada por
Phytophthora infestans (Mont.) De Bary, causa serios problemas en la produccion de
papa en todas las areas productoras de este cultivo, especialmente durante la
estacion de lluvias. Es por tal razén que en la mayoria de las regiones que producen
extensivamente papa, se considera que éi control de este patégeno debe realizarse
oportuna y correctamente para lograr un rendimiento altamente redituable
(Niederhauser, 1956).

El control quimico del tizon tardio se ha utilizado de manera excesiva, con
muy buenos resultados, pero también ha provocado la contaminacion del ambiente y
sobre todo del suelo asi como el incremento de los costos de produccion.

Empiricamente, por décadas se ha observado en cultivos de papa del valle de
Toluca que cuando los cultivos susceptibles al tizon tardio son deficientemente
protegidos quimicamente, la infeccién de tubérculo por el oomiceto no corresponde
en severidad a la del follaje {Reddick, 1932; Lozoya y Hernandez, 2001). Esto ha
inducido a la conclusion de que el suelo es supresivo para dicho patdogeno. En
algunos estudios se han identificado a varios microorganismos como !bs posibles
causantes de dicha supresion (Abato, 1998; Ferrera-Cerrato et al. 1998-1999;
"Torres, 1991).

Existen alternativas de caracter biologico para el control de muchos
patbgenos, entre estas se puede citar e! uso de microorganismos tales como
bacterias, actinomicetos y hongos. Muchos de estos agentes de control bioldgico

pueden aislarse de suelos supresivos comprobando su efecto antagénico in vitro e



in vivo en invernadero, pudiendo utilizarse posteriormente para inducir supresividad
al ser adicionados a ciertos sustratos (Malajczuk, 1983).

Debido a todo lo expuesto anteriormente y en seguimiento a investigaciones
previas (Ferrera-Cerrato et al. 1998-1999) se planted la presente investigacion con
la finalidad de encontrar una alternativa biologica para el control del tizon tardio de la
papa (P. infestans) en el foilaje y tubérculo de plantas de papa, mediante la
utilizacion de algunos microorganismos antagonicos (bacterias y hongos) a este
patégeno previamente identificados para cubrir los siguientes objetivos y probar las

hipotesis planteadas:
1.1. Objetivos:

1) Evaluar la efectividad antagonica de aislamientos bacterianos y flngicos
sobre  Phytophthora infestans (Mont) De Bary. en follaje de papa, en
diferentes ambientes (camara hiimeda, invernadero y campo).

2) Observar el efecto antagénico de las cepas bacterianas y fungicas sobre el
numero de esporangios producidos por P. infestans.

3) Evaluar el efecto de los antagonistas en la produccion de tubérculo.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1. La papa (Solanum tuberosum L.)

En nuestro pais, el cultivo de papa se inicio en la region ecoldgica de las
Sierras o areas montafiosas de los estados de Tlaxcala, Puebla, Veracruz y Meéxico,
doﬁde la altura va de 2500 a 3400 msnm. En estos lugares se cultiva bajo un sistema
rustico y de temporal a las variedades pertenecientes al grupo Andigenum, criollas,
de ciclo largo y susceptibles al tizon tardio. El sistema de cultivo tecnificado y de
riego se encuentra en los Valles, donde se cultiva principalmente la variedad
holandesa Alpha (grupo Tuberosum). En promedio nacional se producen 15 ton ha™
pero en algunas regiones se obtienen hasta 40 o mas ton ha™' (Anonimo, 1996).
Este cultivo es atacado por un gran nimero de hongos, que en muchas ocasiones
producen dafios minimos, pero que en otras causan dafios muy graves ya gque |0s
patogenos causantes poseen una 'gran agresividad y un alto poder de dispersion

(Calderoni, 1978).
2.2. Tizon tardio de la papa ( Phytophthora infestans (Mont.) De Bary.)
2.2.1. Historia y distribucion
Anton De Bary, fue el primero en darle el nombre de Phytophthora

(“Destructor de plantas”) en 1876, cuando describié al tizén tardio de la papa,

Phytophthora infestans (Mont.) De Bary, como la especie tipo para el nuevo genero.



En escasamente un siglo desde la descripcion de Anton de Bary, el interés y la

investigacién del genero han sido extensos (Zentmyer, 1983).

Romero (1993) menciona que Phytophthora infestans aparecio casi
simultaneamente - en Europa y Estados Unidos en la década de los 1830’s,
causéndo severos dafios a la papa, particularmente en Irlanda. Fue introducido a
Europa a través de tubérculos infectados procedentes de México y de aqui al resto
_ del mundo (Niederhauser y Cervantes, 1953). Relacionado a esto Fry et al. (1993)
proponen dos vias de migracién hacia Europa: 1) el hongo pudo ser transportado
desde México a los Estados Unidos y después a Europa o este pudo haber sido
transportado directamente desde Mexico a Europa. Desde entonces, continua siendo
un problema serio en las zonas productoras de papa con clima fresco y humedo en
paises tales como Rusia, China, Suecia, Holanda, Alemania, Inglaterra, Irlanda,
Canada, Estados Unidos, México, Colombia, Perd, Argentina y Chile (Romero,

- 1993).
2.2.2. Importancia

De las mas de 30 enfermedades fungoéas reportadas en la papa, el Tizon
tardio es probablemente la de mayor importancia en el mundo. Es una enfermedad
devastadora de follaje y tubérculos, reduciendo la cantidad y calidad del cultivo
(Glass et al. 2001), (Aylor et al., 2001; Glass et al., 2001; Hooker, 1980). Esta

enfermedad causa anualmente perdidas que llegan a cientos de millones de ddlares,



ya sea por los dafios gue le causa directamente al cultivo y por el costo de las

medidas de control (Niederhauser, 1936).

2.2.3. Origen

Niederhauser (1991) sefiala al Sur de América y a México como los dos
probables centros de origen de Phytophthora infestans. Por consiguiente en el
trabajo realizado por Abad y Abad (1997) se cuestiona a México central como el
centro de origen del tizon tardfo, presentando una serie de evidencias gue indican a
los Andes del Sur de América como el probable centro de origen del tizén tardio de fa
papa, sin embargo, Goodwin et al. (1992) creen que México es el centro de origen
del patosistema P. infestans — solanaceas. Esto lo sustentan debido a que
Gnicamente en este pais se encontraron los dos tipos de compatibilidad de P.
infestans, ademas de que la diversidad genética por aloenzimas y los loci de
virulencia son mas frecuentes en México que en ofro lugar. De igual manera
Griinwald et al. (2000) consideran a las tierras altas de Mexico central como el
centro de origen del tizon tardio. Esta hipétesis la basan en una serie de pruebas
como es el RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism — Amplitud de
Polimorfismo por Fragmentos de Restriccion), analisis de isoenzimas, frecuencia de

grupos de compatibilidad y resistencia al metalaxyl, entre otras.



2.2.4. Taxonomia

Reino: Stramenopiles
Divisibn: Qomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytophthora
Especie: P. infestans

(Wiley y Bons, 1996).

2.2.5. Caracteristicas

P. infestans es heterotalico, con dos grupos compatibles de apéreamiento (A1
y A2); presenta anteridio anfigino y un oogonio que son estructuras sexuales, las
cuales al fusionarse producen oosporas apleroticas que funcionan como estructuras
de supervivencia. Como estructura asexual presenta un esporangio el cual puede ser
de forma ovoide, elipsoide o limoniforme, operculado en la base y produce zoosporas
biflajeladas, y son los responsables de causar la infeccion en follaje y-tubérculo.
Cuenta con esporangiéforos ramificados en simpodio compuesto de crecimiento
indeterminado con unos caracteristicos hinchamientos justo donde se une con el
esporangio. La temperatura minima y maxima para su crecimiento es de 4 y 20°C
respectivamente, siendo la optima 20°C, con alta humedad relativa (valor cercano al

100%) para su desarrollo (Agrios, 1996; Fry et al. 1993;).



2.2.6. Dispersion

La dispersic’)n_ aérea es importante en la epidemiologia de muchas
enfermedades de los vegetales y en el caso de P. infestans, la dispersion aérea de
esporangios es el principal medio para e! establecimiento de epidemias de tizon
tardio en papa y jitomate. La supervivencia de esporangios durante la dispersion es
crucial para el incremento espacial de la enfermedad. La esporulacion y dispersion
son generalmente favorecidas por _condiciones  limpias 0 despejadas y la

supervivencia es favorecida por los nublados (Mizubuti ef al., 2000).

Avylor et al. (2001) demostraron que velocidades de viento de uno a dos m/s™
son suficientes para remover una proporcion considerable de esporangios de P.
infestans desde el dosel o copa de las plan"tas de papa. Estas mismas velocidades
del viento pueden transportar esporangios por 10 a 20 km en menos de tres horas.
La transmision exitosa de la enfermedad sobre estas distancias depende fuertemente

de la viabilidad de los esporangios.
2.2.7. Supervivencia e infectividad de P. infestans en el suelo

Los organos asexuales (esporangios, zoosporas y micelio) y oOrganos
sexuales (oosporas) libres o asociados con tubérculos de papa o desechos, pueden
encontrarse en el suelo en varios estados del ciclo de vida de P . infestans. Existen
tres posibles fuentes de indculo asexual originadas en el suelo; esporas producidas

en el follaje que luego caen al suelo, micelio que sobrevive saprofiticamente en



desechos vegetales y micelio y esporangios que sobreviven en tubércutos voluntarios

o de semilla de papa infectados (Andrivon, 1995).

2.2.8. Sintomas

El oomyceto P. infestans ataca hojas, tallos y tubérculos ilegando a destruir a

la planta totaimente.

En hojas. Las lesiones en las hojas son muy variadas dependiendo de la
temperatura, humedad, intensidad de la luz y variedad del hospedante (Hooker,
1980). En el campo, los primeros sintomas por lo general se presentan en las puntas
o bordes de las hojas inferiores y consisten en pequefias manchas de apariencia
himeda gue van de un color verde claro U 0ScUro a un color pardo o nhegro.
Dependiendo de la humedad existente, una aureola verde clara o amarilla de
algunos milimetros de ancho suele separar al tejido muerto del sano. En tiempo
himedo estas se extienden formando zonas cafés Y atizonadas que presentan
bordes irregulares y en condiciones de alta humedad y temperaturas frias las
lesiones se expanden rapidamente. La esporufacion puede verse en el envés de las
hojas como un moho blanco que corresponde a las hifas del micelio que rodea las
lesiones. Cuando el clima se vuelve seco las lesiones dejan de extenderse y cuando
el tiempo humedo regresa el patégeno se reactiva y la enfermedad se desarrolla una

vez més con gran rapidez (Agrios, 1996; Henfling, 1987).



En tallos. En los tallos se observan manchas alargadas, del mismo color que las de
las hojas, pudiendo aparecer antes que en éstas (Calderoni, 1978). Las lesiones
pueden desarrollarse por infeccion directa o por extensién a partir de las hojas, en
los peciolos y los tallos, donde se expanden longitudinalmente. Los tallos infectados

se debilitan, pudiendo colapsarse y morir de ia lesion hacia arriba (Henfling, 1987).

En tubérculos. Los tubérculos infectados presentan una decoloracion superficial e
irregular. Las lesiones necréticas, secas y de color marron penetran desde la
superficie en el tubérculo. Los patégenos secundarios (principalmente bacterias),
pueden convertir a la pudricion seca tipica de P. infestans que es casi inodora (solo
tiene un tenue olor a vinagre) en una pudricion blanda y mal oliente. El tizén tardio
normalmente no se propaga durante el almacenamiento sin embargo, las infecciones

secundarias pueden contaminar los demas tubérculos (Henfling, 1987).

Aunque Cox y Large (1960) reportan que la infecciéon de los tubérculos de
papa por P. infestans depende de las condiciones del suelo, textura,
susceptibilidad del tubérculo, época de siembra en relacion al ataque del tizon tardio
y de las condiciones del clima en la época del cultivo, en todas las zonas
productoras de papa el dafio por tizdn tardio en follaje se ve incrementadé durante la

estacion de lluvias (Niederhauser, 1956).
Tubérculos-semillas infectados. En &reas donde se cultiva la papa solo en
determinadas temporadas, los tubérculos-semilla enfermos constituyen generalmente

la fuente mas importante de infeccion. Los tubérculos se infectan a través de sus
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lenticelas vy lesiones cuando, por accién de Ia lluvia, las esporas caen de las hojas
infectadas y penetran en el suelo, especialmente cuando los tubérculos se forman
en la superficie y no estan suficientemente cubiertos por el aporque. En la cosecha,
los tubérculos también pueden ser contaminados por contacto con el follaje infectado

(Henfling, 1987).
2.2.9. Infeccion de tubérculos hijos
La esporulacion de P. infestans en tubérculos infectados en el suelo puede

proveer una fuente de inoculo para la infecciéon de tubérculos hijos. La posible causa

de la contaminacién del cultivo de papa es el contacto directo que se pudiera dar

. entre tubérculos sanos y enfermos, provocando no solo infecciones en campo sino

también pudriciones futuras durante el almacenamiento de los tubérculos, sin
embargo, el indculo producido en el follaje usualmente es considerado como la
mayor fuente de infeccion para el tubércuto. No hay evidencia que indique que las
oosporas puedan servir como indeulo secundario e infectaf a tubérculos hijos

(Andrivon, 1895).
2.3. Control de P. infestans
Craig (1991) reporta el uso de distintos métodos para controlar enfermedades

en cultivos, tales como la resistencia genética, uso de agentes bioldgicos, practicas

culturales o la combinacién de estos.
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Resistencia genética: Reporta un control considerable de enfermedades
mediante el uso de ciertos cultivares, hibridos, lineas mejoradas, plantas introducidas
y otras selecciones.

Agentes biologicos: El biocontrol se basa principalmente en bacterias y
hongos. Estos microorganismos pueden suprimir la enfermedad, incrementar la
produccién o ambos; en algunos casos en particular el proposito es la produccion
comercial de estos agentes biologicos.

Practicas culturales: Algunas de estas practicas evaluadas para el desarrollo
de enfermedades son; efecto de la fuente de nitrogeno, uso de fertilizantes
organicos, uso de compostas, mejoradores del suelo, rotacion de cuitivos  y

tratamientos de solarizacién, entre otros.

Stanghellini y Miller (1997) citan estrategias que han sido desarrolladas para el
control de dos de los mas:notorios patdgenos zoosporicos, Phytophthora infestans y
Plasmopara viticola, causante del mildiu velloso de la uva, dichas estrategias
incluyen el uso de cultivares resistentes y varios métodos culturales, fisicos,
biolégicos y quimicos. Sin embargo el uso de plaguicidas quimicos ha sido y continua
siendo el método de control mas empleado (Grinwald et al., 2002). Se puede
controlar satisfactoriamente mediante la combinacién de varias medidas sanitarias,
variedades resistentes y aspersiones oportunas con compuestos quimicos (Agrios,

1996).
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2.3.1. Control cultural

Semilia sana y saneamiento. Debe utilizarse Unicamente papas sanas para semilia.
Todas las papas descompuestas o de desperdicio deben guemarse antes de la
temporada de cultivo en la primavera, o bien deben matarse todos los brotes o
tejidos verdes de esos tubérculos con herbicidas potentes. Las plantas procedentes
de semillas de cultivos anteriores de la zona de cultivo deben ser destruidas ya que

constituyen una fuente de infeccion por el tizon tardio de la papa (Agrios, 1996).

Rotacién de cultivos y uso de barreras vivas. Se recomienda rotar al cultivo de
papa con otros cultivos, preferentemente que no pertenezcan a la familia de las
Solanaceas. El establecimiento de plantas altas no susceptibles al tizon tardio como
el maiz funcionan como filtros o trampas para las esporas y pueden disminuir 1a
cantidad del inéculo transportado por el aire. Se deben ubicar en los bordes de las

parcelas y entre los SUrcos de papa (hitp:/farneson

~ Gornell.edu/Olplpath/Enfermed/Tizontrd/Pa610t5.htm)

Uso de barreras fisicas. Segun Glass et al., (2001), con el uso de una pelicula de
polietileno pléastico negro y cubiertas textiles se rec‘iuce, la infeccion de P. infestans a
los tubérculos de papa. Los tratamientos con cubiertas, sin embargo, proveen
unicamente una proteccion parcial de tubérculos y en general deducen que es muy
dificil el controlar el ataque del tizon en el tuberculo por medio del uso de barreras

fisicas.
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2.3.2. Control genético

Barea et al. (1996) sostienen que aunque el uso de plantas resistentes es el
método mas prometedor para combatir plagas y enfermedades, en muchos casos
estas variedades resistentes a un patdégeno en particular son altamente susceptibles
a otros, por esto el uso de plaguicidas no ha podido reemplazarse con un enfoque

genético para el control de la enfermedad.

Uso de cultivares resistentes. Griinwald et al., (2002) recomiendan a los cultivares
Rosita y Nortefia mismos que ademas de tener un alto nivel de resistencia al
patégeno pueden producir de 20 a 30 ton ha”'. Ambas variedades tuvieron menos
del 20% de severidad de la enfermedad al final de la temporada sin una simple

aplicacion de fungicidas.

2.3.3, Control fisico

Uso de radiacion solar. Mizubuti ef al. (2000) encontraron que la radiacion solar
reduce drasticamente la viabilidad de esporangios de P. infestans en dias soleados
pero no en dias nublados. Sus resultados muestran gue la supervivencia de
esporangios de P. infestans durante dias nublados fue mas larga y mas medible
después de 2 horas y mas estable a 3 horas de exposicion. A diferencia de las
condiciones soleadas, las condiciones de dias nublados permiten una supervivencia
maés larga de esporangios. Sin embargo la esporulacion puede ser limitada durante

condiciones nubladas, porque la formacion de rocio es menor durante dias
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nublados comparado con condiciones de dias despejados. Aungue la humedad
relativa y la temperatura del aire afectan la supervivencia, la radiacion solar es con

mucho la méas importante determinante de supervivencia (Aylor et al., 2001).

Mizubuti ef al. (2000) indican gue exposiciones de esporangios durante un
periodo de 3 horas en dias soleados (radiacion solar > 600 W/m?) reduce
drasticamente su germinaciéon. Después de una hora de exposicion solar, la
viabilidad de esporangios decreci6 en un 95% aproximadamente, el tiempo exacto de

exposicién para lograr esto fue de 66 minutos.

Ei efecto de la radiacion solar total en la supervivencia de esporangios bajo
condiciones de campo probablemente interactiia con otros factores de exposicion,
tales como la temperatura y la humedad relativa, y los resultados obtenidos bajo
condiciones de laboratorio pueden no estar representados correctamente  en
situaciones de campo. Algunos autores sugieren que la luz del sol reduce la

separacion de esporangios (Mizubuti et al., 2000).

2.3.4. Control biolégico con bacterias y hongos antagénicos a Phytophthora

infestans en México.

Algunas investigaciones han demostrado la existencia de microorganismos
antagonicos (bacterias y hongos en su mayor parte) en el suelo de! Valle de Toluca,
ejerciendo  antagonismo en diferentes niveles sobre P. infestans durante la

produccion de tubérculos de papa. Esto respalda la conclusion de que existe
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supresividad bioloégica a P. infestans en los suelos mencionados (Abafo,1998;
Ferrera-Cerrato et al.,1998-1999; Torres,1991).

Ferrera-Cerrato et al. (1998-1999) mencionan que el numero de
microorganismos con capacidad antagonica varia en funcion a la variedad, etapa
fenologica de la planta y zona de muestreo (rizosfera, filosfera, caulosfera, rizoplano
y tuberosfera), en tubérculos de papa de la variedad Maria obtuvieron nicamente un
tipo de bacteria que presento antagonismo contra P. infestans. Doce cepas con
capacidad antibidtica contra el comyceto fueron aislados de plantas en desarrolio
vegetativo. En tubérculos en etapa de iniciacion, fueron aisiadas 22 colonias de
bacterias antibidticas, nueve de ellas provenientes de la variedad Nortefia y 13
colonias fueron de Rosita. Las bacterias con el mas alto nivel de antagonismo
(valor — 3) fueron encontradas en la variedad Nortefia. En la etapa de cosecha el
mas alto numero de bacterias antibidticas aisladas fue de la superficie de tubérculos
de las variedades Nortefia y Rosita, 50 -aislamientos de hongos seleccionados y
purificados de la endorizosfera fueron identificados principalmente como
Trichoderma, Fusarium, Rhizopus y Penicillium. Alrededor de 34% de estos
microorganismos inhibieron el desarrollo del patégeno in vitro a través de antibiosis y

el resto por micoparasitismo.

Se ha observado que tanto en la rizosfera, rizoplano y tuberosfera de algunas
" variedades de papa se encontraron cepas bacterianas con capacidad antibiotica
hacia P. infestans. Aunque algunas de ellas presentaron un alto nivel de
antagonismo al patoégeno, también indujeron fitotoxicidad en las hojas desprendidas

empleadas. Cabe sefialar que solo un porcentaje minimo de estas cepas han sido

16



evaluadas con buenos resultados para la implementacion del control biologico

(Alarcén et al., 1999; Ferrera-Cerrato et al., 1999).

Espinosa-Ramos et al. (1999) aislaron 39 cepas de hongos de la
endorrizosfera de Solanum sp. y algunas de ellas presentaron efecto de antibiosis a
P. infestans y otras tuvieron capacidad micoparasitica. Los autores concluyen que la
presencia de hongos antagonistas a P. infestans esta en funcién del hospedante y

grado de susceptibilidad al patogeno.

2.3.5. Control quimico

Los funguicidas, si se aplican adecuadamente, pueden mantener bajo control
al tizon tardio de la papa. Se recomienda iniciar las aplicaciones quimicas cuando
las plantas tengan una altura de 15 a 30 cm. Se sefala que las aspersiones deben
realizarse cada 5 —10 dias cuando el tiempo sea himedo, brumoso o lluvioso y

" cuando las noches sean moderadamente frias (Agrios, 1996).

Sin embargo, debido a lo dudoso que resulta la variacion meteorologica y
biolégica en la agricultura, la produccidon de algunos cultivos involucra tener uha alta
confianza en la aplicacion de fungicidas para controlar a ciertas enfermedades

(Shtienberg et al., 1994).
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Recientemente nuevos productos para el control de enfermedades causadas
por Phytophthora han sido lanzados al mercado. Estos grupos de funguicidas con
sus respectivos representantes son:

Carbamatos, incluye a prothiocarb HCI y propamocarb; Cianoacetamidas-Oxime,
incluye al cymoxanil; Etit fosfitos, incluye al fosetil-Al aunque algunas especies de
Phytophthora son relativamente insensibles; Acilalaninas y compuestos
relacionados, estos son fuertes protectantes y tienen actividad curativa, su mas
ofectiva molécula es el metalaxil. Estos nuevos fungicidas para controlar a P.
infestans ofrecen gran fiexibilidad de uso por su alta actividad fungitoxica, rapido
movimiento por hojas v tallos verdes después de la aplicacion foliar o por las raices
después de ser aplicados al suelo, su transporte es apoplastico y/o algunas veces es

simplastico y tienen actividad curativa (Schwinn, 1983).

En el valle de Toluca bajo circunstancias normales, deben realizarse de 16 a
24 aplicaciones de fungicidas por ciclo de cultivo en cultivares Alpha o Atlantic, ya
que ambos son susceptibles al patégeno, pero estos comprenden alrededor dei 50%
del hectareage de papa. Esta circunstancia se da por que este lugar presenta todas
las condiciones prﬁpicias u optimas para el desarrollo de la enfermedad (Griinwald et

al., 2000).

Segun Sujkowski et al. (1995) los fungicidas chlorothalonil, cymoxanil y
metalaxyl son ampliamehte usados en México para suprimir al tizéon tardio. El
primero se empezo a utilizar en la década de los 70's, es de ampiio espectro de

accién no sistémico e inhibe todos los estados de crecimiento del oomiceto por
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contacto y ha sido usado por muchos ahos en el manejo de del tizon tardio sin
generar problemas de resistencia-fungicida. El segundo fungicida es relativamente
nuevo en México, iniciando sus ventas en 1991, y exhibe accion sistémica local en
. contra de Oomycetos, siendo el crecimiento micelial mas sensible que la
germinacion de las zoosporas. El metalaxil ha sido usado desde los primeros afios
de los 80's y la resistencia a este es comun. Este fungicida es especifico para
Oomycetes, es sistémico, afecta crecimiento micelial pero no la integridad de la
zoospora y puede inhibir RNA polimerasa. En la practica el chlorothalonil es usado
exclusivamente como un protectante, pero el cymoxanil y metalaxil tienen “actividad

post infeccion”.

| as mezclas o alternancias de productos con diferentes modos de accion han
demostrado su eficiencia tanto en el control de la enfermedad como para evitar la
resistencia del microorganismo a los funguicidas (Dossier et al., 1990, Lozoya y

Hernandez, 2001b; Mayton et al., 2001).
2.4. Control biolégico

Se define al control biolégico de enfermedades de las. plantas como “La
reduccion de la densidad de indculo o de las actividades inductoras de enfermedad
de un patégeno o parasito en su estado activo o dormante por uno o mas
organismos, que se logra de manera natural o a través de la manipulacion del
ambiente, hospedante, -antagonistas © por la introduccion de uno o mas

antagonistas” (Baker y Cook, citados por Utkhede, 1996). Se han utilizado bacterias,
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hongos (filamentosos y micorrizicos) y levaduras, necesitando cada microorganismo
fuentes de abastecimiento de nutrientes. La implementacion de este método de
control natural ha sido para la obtencion de productos agricolas de calidad sin
perjudicar al ambiente, aunque dichos agentes de biocontrol tienen sus ventajas y
restricciones (Dunne et al., 1996; Hoitink y Boehm, 1998; Punja,1997). Por ejemplo
" se ha considerado a los sistemas de produccion intensiva (invernaderos) como los
(inicos nichos para el control biologico eficiente. Esto se debe al control del ambiente,
al alto valor de los cultivos y al limitado ntmero de fungicidas registrados. Se han
reportado varios microorganismos COmMoO ingredientes activos de formuiaciones
comerciales que se utilizan para controlar agentes fitopatogenos en el suelo y follaje

(Paulitz y Bélanger, 2001; Lindow et al, 1996).

Malajczuk (1983) afirma que los microorganismos interactian como una
consecuencia de su crecimiento y desarroilo en el medioambiente, estas
interacciones pueden ser benéficas o detrimentales, e indica que los procesos son:
Antibiosis. Es la produccién de antibitticos 6 metabolitos toxicos que son volatiles o
no volatiles, que causan lisis.

Parasitismo. Involucran actividad de contacto entre microorganismos resultando en
la degradacién hifal de células o la microfagia de todos los propagulos.

Competencia. Puede ser usada ampliamente para denotar factores que favorecen
una especie sobre otra, pero en un sentido limitado dos © mas microorganismos
pueden demandar €l mismo recurso en exceso y de inmediato abastecerse. Clark,

citado por Malajczuk (1983) define a la competencia como “El efecto dafiino de un
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organismo sobre otro a causa de la utilizacién o removimiento de algunos recursos

del ambiente”.

Agrios (1996), por otro lado, menciona cuatro posibles mecanismos:
1) parasitismo directo y muerte del patégeno, 2) competencia con el patégeno por el
alimento, 3) efectos toxicos directos sobre el patogeno por medio de sustancias
antibic')ticas liberadas por el antagonista y 4) efectos toxicos indirectos sobre el
patégeno por sustancias volatiles, como el etileno, liberadas por las actividades

metabolicas del organismo antagonista.

El control biolégico de fitopatdgenos ha sido observade como un fenémeno
natural y mientras que ha sido efectivo y ampliamente aceptado contra insectos y
malezas, en el caso de los fitopatégenos del suelo-se ha encontrado con varios

obstaculos (Steddom et al., 2002b).
2.4.1. Generalidades

Stanghellini y Miller (1997) sefialan que para el control de importantes plagas
agricolas como fitopatogenos, malezas e insectos es nécesario utilizar estrategias
diferentes a los plaguicidas para disminuir la contaminaciéon y la amenaza que
representan los residuos de plaguicidas en los alimentos. Una de las principales es el
control bioldgico, que no es mas que el uso de microorganismos antagoénicos
(bacterias y hongos) para controlar directa o indirectamente a las plagas blanco.

Mencionan que la implementacion y éxito del control biologico depende de tener un
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conocimiento total de la ecologia y biologfa tanto de la plaga objetivo como del
agente de control, ademéas el conocer el mecanismo especifico de antagonismo
microbial permite obtener el maximo de eficacia y citan a la competencia,
hiperparasitismo, predacion y la produccion de metabolitos extracelulares tales
como antibidticos, cianuro de hidrégeno (HCN) y sideréforos como mecanismos de

control ya documentados para el-control de fitopatdogenos.

Guetsky et al. (2002) indican que en varias ocasiones el control biolégico
como medida no quimica se ha reportado tan efectivo como el control quimico,
aunque su eficacia de control es ocasionalmente inadecuada y la variabilidad en esta
llega a ser alta y es por eso que el lograr entender los mecanismos involucrados en
el control bioldgico puede aumentar la eficacia y reducir la inconsistencia y
- variabilidad, estos mecanismos son diversos tales como: resistencia inducida,
competencia por nutrientes y secrecion de compuestos inhibitorios. De igual manera
sugiere algunas estrategias para reducir variabilidad en el control biologico y para
incrementar su eficacia en condiciones de campo:

i) Combinando los agentes biocontroladores con ofras medidas que
son menos afectadas por condiciones externas (p.e. funguicidas
quimicos) en alternancia o basados en un cierto esquema racional
de acuerdo al pronostico de las lluvias.

i) Desarrollo de agentes de biocontrol bastante efectivos aun bajo un

amplio rango de condiciones bitticas y abiéticas.
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iii) Aplicacion de varios agentes biocontroladores simultdneamente,
esto por poseer diferentes requerimientos ecologicos para

sobrevivir, crecer y activarse.

Mathre et al. (1999) mencionan que los microorganismos juegan un papel
enormemente importante en el control de enfermedades vegetales y como suele
ocurrir, los antagonistas residentes pueden ser manejados o explotados hasta
alcanzar los resultados deseados como se indica:

a) Antagonistas semejantes al patogeno podrian ser adaptados al hospedero
vegetal a ser protegido, en adicién a su habilidad de inhibir o competir con el
patdgeno blanco.

b) Antagonistas que pueden ser aplicados directamente y precisamente a la
infeccion no necesitan ser tan habiles para dispersarse o para persistir igual

en el ambiente.

Steddom et al. (2002a) concluyen gue uno de los problemas mas grandes en
el control biologico es mantener una poblacion alta de un agente de biocontrol activo
por todo el periodo de actividad de una enfermedad y deduce que debido a esto el
tiémpo de aplicaciones de agentes de biocontrol es muy importante, demostrando la
utilidad de las aplicaciones repetitivas como estrategia para la liberacion de agentes

de biocontrol a grandes escalas comerciales en campo.
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2.4.2. Suelos supresivos y Fungistasis

La ocurrencia de situaciones donde la vegetacibn no se enferma en
presencia de patdgenos, o donde la probabilidad de introduccion de patbgenos es
alta, bajo condiciones climaticas que son normalmente optimas para su desarrollo,
proveen la mejor evidencia del potencial que poseen las técnicas  de control
biolégico y/o cultural. La inospitabilidad de ciertos suelos a algunos fitopatégenos es
tal que estos pueden no establecerse algunas veces, 0 si lo hacen e inician la
enfermedad esta disminuye en severidad conforme avanza el cultivo. Tales suelos
son referidos como suelos “Supresivos”, opuestos a “Conductivos” suelos donde,
hay condiciones favorables y el hospedante es susceptible al patégeno
desarrollandose la enfermedad. Los suelos supresivos han sido llamados también

resistentes, inmunes, intolerantes y antagonisticos (Shea y Broadbent, 1983).

La microflora del suelo puede producir sustancias inhibitorias de la
germinacion de propagulos fungosos, llamandose & esta inhibicién “fungistasis” la
cual es el resultado de la actividad microbial que puede ser anulada por la
esterilizacion del suelo o reestablecerse pot la colonizacion de cualquier bacteria y
por la adicion de nutrientes especialmente carbén organico o exudados radicales. El
mecanismo de fungistasis en el suelo tiene implicaciones para la microbiologia del
suelo generalmente y para el control especificamente de hogos fitopatdgenos del
suelo y se ha visto que esta actividad se da mayormente en suelos alcalinos que en

suelos acidos (Liebman y Epstein, 1992).

24



2.4.3. Parasitismo

Baker (1987) manifiesta que eventualmente el parasitismo puede culminar en
la muerte de las células hospedantes. Por otra parte, el micoparasitismo ha sido
explotado en el control bioldgico de hongos fitopatbgenos para reducir
substanciaimente sus densidades de indculo y ademas justo como en las relaciones
de enfermedades de plantas superiores, ahi puede haber numerosos tipos de
interacciones de hospedante-patégeno en micoparasitismo, desde patogenicidad sin
parasitismo hasta parasitismo sin. patégenicidad. La primera relacion puede
cumplirse por la produccién de sustancias toxicas. Hongo vy plantas hospedantes
pueden ser totalmente susceptibles al ataque de patogenos cuando son jovenes pero

son resistentes cuando maduran.

Cooke, citado por Baker (1987) dice que utiliza al termino de hiperparasitismo,
para describir el estado de simbiosis antagonista entre hongos, describe Unicamente
estas situaciones: “Cuando un hongo es antagonico a otro el cual es por si mismo

antagonico a un tercer organismo”.

Cook et al. (1996) identificaron cuatro temas relacionados a los efectos
adversos que pueden presentar los agentes microbiales de biocontrol: i)
desplazamiento por competencia, ii) alergenicidad humana, iii) toxigenicidad de

metabolitos, y iv) patogenicidad.
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planta, el patdogeno, el agente de biocontrol, la comunidad microbiana alrededor de la

planta y el ambiente fisico.

El grado de supresion de la enfermedad alcanzado por competencia es regido
por numerosos factores tanto bibticos (especies hospederas y estado nutricional) y
abioticos (temperatura y humedad relativa) vy su eficacia no puede ser predecida
correctamente. La supresion de enfermedades por el uso de agentes de biocontrol es .
la manifestacion sustentada de las interacciones dadas entre la planta, patdgeno,
agente de biocontrol y ambiente. Pero a pesar del potencial en el uso de agentes de
biocontrol en aplicaciones a la agricultura, el contro! biolégico es una de las areas
mas pobremente entendidas de las interacciones planta-microorganismo (Guetsky ef

al., 2002; Bao y Lazarovits, 2001).

Lara y Ferrera-Cerrato {2002) comentan de acuerdo a varios autores que el
fenomeno de antibiosis es uno de los principales mecanismos de accién que poseen
algunos agentes de biocontrol como las bacterias y hongos. Este mecanismo tiene
como base la produccion de metabolitos. de tipo antibiéticos, afectando estos al
patégeno en alguno de sus procesos fisioldgicos como inhibicion de la esporulacion,
reduccion del crecimiento micelial, alteracion en la actividad metabdlica bacteriana,
retardacion en la germinacion de esporas, inhibicion de 1a melanizacion, germinacién
y supervivencia de esclerocios, Y especificamente. en los Oomycetes, detiene su
crecimiento y deforma el tuvo germinativo, lo que evita la proliferacion de la

enfermedad.
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2.4.6. Analisis de riesgo en la liberacion de agentes de biocontrol

La introduccion de muchos agentes de biocontrol que han sido 0 no
genéticamente modificados necesitan de evaluaciones costosas en su impacto
ambiental, ya que después de ser introducidos . estos agentes en el suelo pueden
comportarse genéticamente estables y podrian sobrevivir y mantenerse por si
mismos para tener una actividad de biocontrol adecuada y ne intervenir de ninguna
manera con la microflora residente. Se sabe que una poblacion microbiana
incrementada artificiaimente posee un potencial de riesgo el cual debe ser evaluado
para bacterias, hongos entomopatogenos y micoherbicidas. La estructura de una
comunidad microbiana puede sufrir alteraciones tanto cualitativas como cuantitativas
al introducir microorganismos antagonistas, esto se ha considerado como uno de los
aspectos mas dificiles de evaluar en los estudios de riesgo. Por tal razon las cepas
de antagonistas deben ser inofensivas a las plantas donde se aplican al igual que a
los insectos no plaga y a otros cultivos, ya que estos podrian ser expuestos

intencionalmente (Lodovica et al., 1999).

2.5 Uso de bacterias antagonicas en el control biolégico ‘

Weller (1998) sefiala que los agentes bacteriales de control mejoran el
crecimiento vegetal por medio de la. supresion de patogenos superiores e inferiores.
Estos Ultimos son parasitos o saprofitos que dafian principalmente tejidos jovenes,

tales como pelos radicales, meristemos y celulas corticales y sus sintomas no son
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visibles. Por otro lado se ha demostrado la intervencion de rhizobacterias induciendo
resistencia sistémica contra hongos, bacterias y virus en varios cultivos (Van Loon et

al., 1998).

Maurhofer et al. (1992) manifiestan que varias pseudomonas fluorescentes
suprimen a una variedad de enfermedades causadas por patdogenos del suelo y uno
de los mecanismos involucrados en la supresion de enfermedades es la produccion
de metabolitos antifungicos por cepas de Pseudomonas, ya gue identificaron dos
metabolitos antibidticos como pyoluteorin (Pit) y 2 4-diacetil-floroglucinol producidos

por Pseudomonas fluorescens cepa CHAO.

Como se menciond anteriormente, los microorganismos producen compuestos
volatiles y no voldtiles que pueden intervenir en la supresién de muchos
fitopatogenos, como la inhibicion de Botrytis cinerea con Pseudomonas florescensy
" Bacilius pumilus en el cultivo de fresa, precisamente por la secrecion de ciertos
compuestos volatiles con efectos fungistaticos. Por otro lado la antibiosis no volatii ha
sido descrita en varios sistemas, en los que se han aplicado aislamientos bacteriales
como agentes de biocontrol, reportandose peptidos antifungosos secretados por .
Bacillus subtilus como los responsables de controlar a ciertos fitopatbgenos como

Monilia fruticola causante de la petrificacion de frutos (Guetsky et al., 2002).

En algunos casos pueden utilizarse myxobacterias, pero aunque estas

producen un amplio rango de antibidticos y enzimas liticas que ayudan a su
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habilidad de atacar o suprimir a otros microorganismos, se le ha dado poca atencion

al papel que juegan o tienen en la agricultura (Bull etal., 2002).

Bin et al. (1991) sostienen que algunas cepas de pseudomonas fluorescentes
inhiben muchos hongos del suelo, incluyendo a Trichoderma spp debido a la

produccién de sideroforos o compuestos antibidticos.

2 6. Uso de Trichoderma spp. en el control biolégico

Aunque varias especies de Trichoderma han sido reportadas con exitosa
inhibicion del crecimiento y desatrollo de patoégenos, 7. harzianum Rifai es la que se
menciona con mayor frecuencia, principalmente contra hongos del suelo (Benhamou
y Chet, 1993; Bin ef al., 1991; Dandurand y Knudsen, 1993; Green y Jensen, 1995;

Guetsky et al., 2002; Knudsen y Bin, 1990; Roiger y Jeffers, 1991).

Harman (2000) afirma que los mecanismos por medio de los cuales actian
los aislamientos de Trichoderma harzianum son los siguientes:
*Micoparasitismo
*Antibiosis
*Competencia por nutrientes y espacio
*Tolerancia a estrés a través de incremento de raizy desarrollo de la planta
*Resistencia inducida
*Solubilizacion y secuestro de nutrientes inorganicos

“Inactivacion de enzimas de patdégenos
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De estos los tres primeros considerados siempre como los que utiliza el hongo como

mecanismos de accién:

Micoparasitismo. Ha sido considerado comio importante mecanismo de accion de
biocontral por Trichoderma spp. Este es un mecanismo complejo que involucra el
crecimiento de! agente de biocontrol alrededor del hongo blanco, es decir
Trichoderma ataca la hifa del patogeno y finalmente ataca y disuelve la pared celular
del hogo blanco por medio de actividad enzimatica, la cua! puede ser asociada con

penetracion fisica de la pared celular.

Antibioticos. Han sido ampliamente sugeridos en el biocontrol por Trichoderma.
Sivasithamparam y Ghisalberti, citados por Harman (2000) listaron 43 substancias
producidas por Trichoderma spp. que tienen actividad antibidtica {enzimas no son

incluidas).

Competencia. La competencia por espacio o nutrientes ha sido considerada uno de

los “clasicos” mecanismos de biocontrol por Trichoderma spp.

El micoparasitismo es un proceso complejo que requiere de la produccion de
enzimas que digieren la pared celular fungosa y se concluye que las especies de
Trichoderma spp. son las més estudiadas de los hongos para el control de
enfermedades de los vegetales, indicando que las enzimas quitinoliticas tienen que
estar implicadas en la habilidad de Trichoderma spp. para actuar como agente de

biocontrol (Lorito et al., 1993a,b).
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La manipulacién genética de cepas de Trichoderma spp. incrementa su
capacidad de biocontrol y e! micoparasitismo ha sido propuesto como el mejor
mecanismo de accion; se conoce que Trichoderma spp. es un eficiente productor de
polisacaridasas, proteasas y lipasas las que pueden ser usadas para la degradacion

de paredes celulares de los hongos blancos (Lorito et al., 1894).

2.7. Micorrizas en el control biologico

. "Los hongos micorrizas arbusculares son biotrofos obligados que tienen un
amplio rango de hospedantes y que promueven el crecimiento vegetal, mediante el
incremento de en la eficiencia de la asimilacion de nutrientes. Tales efectos son, sin
embargo, dificiles de generalizar, porque la efectividad micorrizal esta modulada por
diferentes interacciones planta-hongo. Ademas las interacciones competitivas entre
los hongos micorrizas arbusculares y algunos microorganismos del suelo pueden
reducir considerablemente el indculo micorrizal, induciendo marcados desordenes en
las plantas dependientes de micorrizas. Trichoderma spp. puede causar efectos
adversos en los hongos micorrizas arbusculares mediante i) reconocimiento y
penetracion local del antagonista dentro de las esporas micorrizales, ii) proliferacion
activa de células antagonistas en hifas micorrizales, iii) liberacion de los antagonistas

a través de células hifales moribundas (Rousseau et al., 1996).
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2.7.1. Ectomicorrizas

Los hongos ectomicorrizicos tienen el propésito de contribuir a la proteccion
de las raices de las plantas de patdogenos por proveer una barrera fisica a la
penetracion del patogeno, por la secrecion de anticuerpos inhibitorios a los
patégenos, por la utilizacién de los carbohidratos en exceso, por favorecer
microorganismos que protegen a la rizosfera y por inducir en el hospedante
inhibidores de los patégenos. La efectividad de ectomicorrizas  en prevenir
infecciones puede depender de la condicion de la raiz micorrizada en adicion al tipo

de hongo micorrizico (Shea y Broadbent, 1983).

Estos hongos ectomicorrizicos a causa de la morfologia de su envoltura fisica
pueden ocupar muy bien los sitios de infeccion normales del patogeno (Whipps,

2001).
2.8. Perspectivas del control biologico

Berger et al. (1996) sostienen que los métodos de biocontrol podrian proveer
una alternativa o reducir el uso de fungicidas en invernaderos L:on alta humedad y
comentan que varios antagonistas microbiales incluyendo cepas de Bacillus,
Pseudomonas y Enterobacter y cepas de hongos de los géneros Gliocladium,
Pythium y Trichoderma han mostrado actividad de biocontrol contra enfermedades
. de ahogamiento, siendo alguno de ‘estos desarrollados dentro de productos

comerciales.
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El control biotogico ha sido propuesto para reemplazar el control guimico de
enfermedades de plantas o para el manejo de enfermedades que no son
econémicamente controladas con quimicos. Aungue hay muchos avances en el
conocimiento de los mecanismos de control biologico, los agentes de biocontrol para
fitopatdgenos han tenido éxito comercial limitado, y la falla en la introduccion de
agentes de biocontrol para establecerse en el suelo o en las raices hospedantes se

ha asociado con el deficiente control de la enfermedad (Steddom et af., 2002a).

En este contexto se menciona también que el reemplazamiento de
plaguicidas por el uso de microorganismos biocontroladores para proteger plantas
contra patégenos (bacterias, hongos y nematodos) puede considerarse cOmo un
componente clave en el desarrollo de una agricultura sustentable, econdomicamente
provechoso con una minima contaminacion medioambiental (Barea et al,, 1996;

Hagedorn et al., 1993).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion

La presente investigacion fue desarrotlada en los laboratorios de Fitotecnia de
la Universidad Auténoma - Chapingo y de Microbiologia del Colegio de
Postgraduados, asi como en el laboratorio, invernadero y campo del Programa
Internacional . Cooperativo del Tizon Tardio de la Papa, A. C. ( PICTIPAPA, A.C.) en

Metepec, Edo. de México.

3.2. Obtencion de aislamientos de P. infestans

L os aislamientos 98a 22/1(A1), 98a 10/2 (A2) y 98b 1/1 (A1) de Phytophthora
infestans (Mont.) De Bary de patogenicidad comprobada empleados en la fase de
laboratorio e invernadero, fueron proporcionados. por el Programa Internacional
Cooperativo del Tizon Tardio de la Papa, A. C. (PICTIPAPA, A.C.) en Metepec,

Edo. de México.

AISLAMIENTO TIPO DE PERFIL IZOENZIMATICO
COMPATIBILIDAD PEP GPI
98a10 A2 100/100 100/100
98a22 A1 100/100 100/122
98b 1 Al 100/100 86/100

Poblacién a (no asperjéda con chlorothalonil)
Poblacién b (asperjada con ¥ de chlorothalonil
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3.3. Obtencién de los microorganismos antagénicos.

Los microorganismos (hongos y bacterias) considerados a nivel in vitro como
antagonicos a P. infestans (24 bacterias y tres hongos) fugron proporcionados por
el Area de Microbiologia de suelos del Colegio de Postgraduados y forman parte de
su Coleccién Microbiana (Ferrera-Cerrato et al. 1998-1999). Las cepas bacterianas
fueron aisladas qriginalmente de suelos del Valle de Toluca a partir de la rizosfera,
rizoplano, caulosfera y/o filosfera de plantas de papa de tres diferentes variedades de
papa (Alfa, Nortefia y Rosita) durante 1998 y 1999 como parte de un Proyecto de
Cooperacién entre el PICTIPAPA, A.C. y el area de Microbiologia del C.P. Estas,
aunque no han sido identificadas taxondémicamente, poseen una élave conformada
por una letra (A, P y R) que corresponden a la serie (zona de aislamiento y afio} y un
namero consecutivo (Cuadro 1). Las cepas fangicas mientras tanto, correspondieron
al género de Trichoderma de probado efecto antagonico: una de ellas (T30) fue
aislada de suelos del Valle de Toluca y las otras dos (R41 y R44) de suelo de
chinampas.

Cuadro 1.Cepas de bacterias seleccionadas y consideradas como antagénicas a P.
infestans.

Cepa Procedencia Cepa Procedencia
Variedad Zona Variedad Zona
Al Alpha Talio RS Alpha Rizoplano
A18 Alpha Tallo R11 Alpha Rizoplano
A23 Alpha Tallo R16 Alpha Rizopiano
A38 Nortefia Tallo R17 Alpha Rizoplano
Ad4 Nortefia Hoja R19 Alpha Rizoplano
A46 Nortefia Hoja R29 Alpha Rizoplano
P14 Nortefia Rizoplano R33 Alpha Rizoplano
P15 Nortefia Rizoplano R34 Alpha Rizoplano
P21 Nortefia Rizoplano R35% Alpha Rizoplano
P54 Alpha Tuberosfera R38 Alpha Rizoplano
P61 Alpha Rizosfera R44 Nortefia Rizoplano
P98 Rosita Tuberosfera R51 - Nortefia Rizoplano
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3.4. Activacién y preservacion de microorganismos antagonicos

Las cepas bacterianas seleccionadas fueron primeramente activadas en
placas de agar nutritivo (AN) y las de los hongos en papa dextrosa agar (PDA)
(Anexo 1). La siembra (estriado) de las bacterias, se realizd en cohdiciones estériles
(camara de flujo laminar) con ayuda de un asa bacterioldgica esterilizada con fuego;
la activacion de las cepas de hongos se hizo colocando un disco con medio de
cultivo conteniendo al organisrﬁo, en el centro de la caja con PDA. Una vez que todos
los- microorganismos fueron activados se procedit a sembrar seis repeticiones de
cada cepa en tubos inclinados con el medio de cultivo correspondiente. Cuando las
cepas crecieron los tubos fueron guardados en condiciones asépticas y a

temperatura ambiente.
3 4.1. Incremento de inéculo bacteriano

Para la aplicacion de los microorganismos antagoénicos seleccionados se
requirié de cierto volumen de inéculo, mismo que fue obtenido mediante diversos
métodos usando agar en placa y caido nutritivo {Anexo 1). Para este Ultimo se utilizo
un agitador-incubador, asi como en un fermentador rustico instalado para tal fin

(Anexo 2).
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3.4.1.1 Método de incubacion — agitacion

Para el incremento de inéculo empleando la incubadora- agitadora, se usaron
dos-tubos preservados por cada bacteria; a cada de ellos se le agregé 1 mL de agua
destilada y con un asa bacteriologica se procedio a desprender su crecimiento. La
suspension bacteriana obtenida fue utilizada para inocular un matraz erlenmeyer que
contenia 75 mL de caldo nutritivo (Anexo 1) previamente esterilizado. Este proceso
se realizd en condiciones asépticas (cadmara de fiujo laminar). Después de ia
inoculacion, los matraces se colocaron en el incubador-agitador horizontal (NEW
BRUNSWICK SCIENTIFIC-EDISON) a 160 revoluciones por minuto {rpm) a 28°C
durante 72 horas. Transcurrido el tiempo de agitacion, la suspension obtenida fue
centrifugada a 4500 rpm durante 15 minutos, con la finalidad de eliminar residuos del
medio de cultivo (caldo nutritivo). El sobrenadante fue eliminado y la pastilla
bacteriané de cada tubo fue sometida a dos lavados consecutivos con agua destilada
estéril durante cinco minutos a 4500 revoluciones por minuto (rpm), posteriormente a
la pastilla bacteriana de cada tubo se le adicionafon 25 mbL de agua destilada estéril
y después de homogenizarla en un vortex (mezclador eléctrico), la suspension de
cada bacteria (50 mL) fue preservada en botellas de color ambar de 50 mL de

capacidad a 4°C.
3.4.1.2. Método de fermentacion

Una vez activadas las cepas con colonias de 72 horas se procedié a preparar

5 mL de una suspension a una concentracion de 10° Unidades Formadoras de
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Colonias (UFC) de la siguiente manera. en un tubo con 5 mlL de agua destilada
estéril se adiciond paulatinamente el crecimiento bacteriano con un asa
bacteriologica. Después de cada asada el tubo fue agitado con un vortex hasta
lograr la concentracion deseada. El contenido del tubo de ensaye fue adicionado en
500 mL de caldo nutritivo (Anexo 1) contenido en un matraz de 1000 mL al que se le
colocarén los demas aditamentos gue conforman el fermentador, asi como su fuente
abastecedora de aire (pomba de aire tipo pecera) siguiendo los pasos expuestos en
el anexo 2. Posteriormente, los matraces fueron dispuestos en una mesa de metal
previamente desinfestada  con alcohol a 96° instalandose las baterias de
fermentacion conformadas por seis cepas bacterianas. El periodo optimo de
fermentacioén en el caldo nutritivo fue de cinco dias. La poblacion bacteriana obtenida
por este método fue aproximadamente de 81.3 X 108 UFC mL™" (en el medio liquido

sin procesar).

Con la finalidad de obtener el indculo puro se elimind el caldo nutritivo por
medio de la centrifugacion, Tanto la obtencion de la pastilla como su lavado y
preservacion fueron realizados tal como se describio en el apartado  3.4.1.1. Las
Unicas variantes fueron la velocidad de centrifugacion (7500 rpm), el tiempo de
centrifugacion (30 minutos y 15 minutos en un solo enjuague), asi como el control de

temperatura (de 15 a 18 °C).
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3.4.2. Conformacion de las mezclas bacterianas antagénicas

Se combinaron seis cepas bacterianas seleccionadas por serie y fueron
realizadas un dia antes de su utilizacion en el ensayo respectivo. Para ello, el
indculo  mantenido en refrigeracion fue mezclado de la siguiente manera: 1) en el
caso del inoculo obtenido mediante el uso del agitador-incubador; los 25 mL de
inoculo de cada cepa bacteriana fueron vaciados en un recipiente esterilizado,
terminando con 150 mL de suspension bacteriana. Esta fue mantenida en
refrigeracién a 4°C hasta su aplicacion. 2) Para el inéculo obtenido por la técnica de
fermentacién, el procedimiento consistié en colocar en una probeta estéril 10 mL de
inoeulo de cada bacteria contenido en las botellas ambar refrigeradas; la mezcla de
las seis cepas bacterianas (60 mL de suspension) fue realizada y mantenida a 4°C
en una botella de dilucién estéril hasta su aplicacion. La concentracion de estas

mezclas sin diluir fue de 273.3 x 102 UFC mL™.

3.4.3. Incremento de inéculo fingico (Trichoderma spp.)

~ Los hongos seleccionados (R41, R44 y T30) una vez activados (apartado 3.4.)
fueron incrementados en cajas petri con medio PDA (Anexo 1). Para ello, los discos
con medio de cultivo conteniendo al antagonista fueron colocados en el centro de la
caja de Petri (3 por cepa). Después de cinco dias de incubacion a 28°C, se procedid
a recoger la esporulacion de tres cajas de Petri de cada cepa. Para ello se
adicionaron de 15 a 20 mi de agua destilada estéril por cada caja de petri, v la

esporulacion fue desprendida del medio con la ayuda de un tubo de vidrio.
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3.4.3.1. Conformacién de la mezcla fungica

La suspensién de esporas resultante de cada cepa se deposité en una misma
botella de dilucion esterilizada previamente, formandose aqui mismo la mezcla de las
tres cepas la cual fue guardada a 4°C hasta su utilizacion. Esto fue realizado bajo
condiciones estériles y dos dias antes de su utilizacion con la finalidad de conservar

el efecto antagonice de las cepas fungicas.

3.5. Instalacién de experimentos

En la presente investigacion se instalaron cuatro experimentos (uno en
laboratorio, uno en invernadero y dos en campo) para probar el efecto de los

antagonistas seleccionados sobre la incidencia y severidad de P. infestans.

3.5.1. Evaluacién en laboratorio con el método de hojas desprendidas de papa

En cada experimento se establecieron dos ensayos; 1) hojas inoculadas con
esporangios, 2) hojas inoculadas con zoosporas. Se usaron hojas de la variedad

alpha, libres del patogeno de plantas cultivadas en invernadero.

En el primer experimento se utilizaron las cepas de la serie A: A1, A18, AZ23,
A38, Ad44, A46 asi como la mezcla de estas (MA). En el segundo, las cepas
empleadas fueron: R5, R11, R16, R17, R19, R29, R33, R34, R35, R38, R44, R51y

dos mezclas, una formada con las seis primeras bacterias (RG1) y la otra por las seis
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ultimas (RG2). Cada mezcla se realizé afiadiendo a un vaso de precipitados 10 mL
de inéculo refrigerado de cada cepa, se considero a cada bacteria y a sus
respectivas mezclas como los tratamientos en los dos experimentos, de manera que
el disefio experimental (completamente al azar) en el primer caso consistio de siete
tratamientos y un testigo, inoculado con P. infestans pero sin antagonistas, mientras
que en el segundo fue de 14 tratamientos y un testigo. En ambos casos hubo seis

repeticiones.

El inoculo del patdégeno fue una mezcla de los grupos A1y A2 de P. infestans.
Para la obtencién de los esporangios se agregé agua destilada estéril a las cajas con
micelio patogénico que fue desprendido con el dedo Indice previamente
desinfectado; La suspension resultante se coloco en un vaso de precipitados de 50
mL y fue ajustada a una concentracion de 20,000 esporangios mL™. El conteo fue
realizado en un hematocitometro tal y como lo describen French y Hebert (1982).
Para la obtencién de zoosporas la suspensién de esporangios se dejo reposar

durante 2 horas a 4°C antes de realizar la inoculacion.

El in6culo bacteriano empleado se obtuvo directamente de cajas de Petri con
medio agar nutritivo (Anexo 1) el volumen que se utilizo para cada cepa bacteriana

fue de 40 mL a una concentracion de 10? células mL™,
En ambos casos el inéculo bacteriano se asperjoé con un atomizador en el
envés de las hojas de papa colocadas sobre papel absorbente antes de aplicar al

patégeno. Cuando las hojas estuvieron secas, se aplicaron 100 pL de indculo de P.
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infestans a cada hoja (50 L en cada extremo del envés de la hoja) de esporangiocs
o zoosporas segln el ensayo correspondiente. Una vez tratadas, las hojas fueron
transferidas a cajas’ de Petri con medio agar agua (Anexo 1), mismas que
funcionaron como camaras himedas. Las variables evaluadas fueron: porcentaje de

infeccion y de inhibicion.

La evaluacion se realizd siete dias después de la inoculacion, mediante la
siguiente escala: 0 = antibiosis total, no se observa infeccion visual ni microscopica,
1= solo se observan al microscopio algunos esporangios en la zona de la gota de
inoculo aplicada; 2 = al microscopio se observan esporangios en varias partes de la
hoja; 3 = visualmente se observa infeccién en la mayorta de la hoja; 4 = se presenta

infeccion total de P. infestans, y este valor corresponde al 100% de infeccion.

Para normalizar errores y homogenizar varianza, se aplico la transformacion
2=+x a los datos obtenidos. El analisis fue efectuado mediante el programa

estadistico S.A.S® (Statistical Analysis System Anexo 4}.
3.5.2. Evaluacion de antagonistas en invernadero

Este experimento consistio de seis tratamientos: mezcla A que incluyé a las
cepas bacterianas A1, A18, A23, A38, Ad4, A46; mezcla P (cepas P14, P15, P21,
P54, P61, P98); mezcla TR (cepas de Trichoderma R41, R44, T30); producto
biolagico comercial Biopak—F® a una dosis de 1 g 0.5 L de agua destilada; fungicida

dimetomorf a una dosis de 2.5 g de producto comercial por 0.5 L de agua comun y
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testigo absoluto sin tratamiento. La concentracion de las mezclas Ay P fue de 10"
UFC mL™ v la de la mezcla TR de 50.3 X 10° UFC mL™; las mezclas A, P-y TR se
formaron con 150 mL de inoculo aforado a 0.5 L con agua destilada. El disefio
experimental utilizado fue completamente al azar se emplearon seis repeticiones por

tratamiento y se considero a una maceta como unidad experimental.

Los seis tratamientos se aplicaron en el follaje de las plantas de papa y
Gnicamente en los tratamientos biolégicos (mezclas A, P, TR y el Biopak F), los
tubérculos de papa variedad Alpha fueron embebidos durante 60 minutos antes de
‘su siembra. Posteriormente los tubérculos fueron colocados en suelo estéril
contenido en macétas de plastico de 12" de diametro. Inmediatamente después
estas fueron regadas. Las macetas fueron dispuestas en camaras de rocio
permanente © microaspersion en las que se colocaron humidificadores  para

asegurar humedad constante.

Se hicieron cinco aplicaciones de los tratamientos al follaje, iniciandose 30
dias después de la siembra (dds) dejando un intervalo de siete dias entre cada
aplicacién. Conjuntamente las plantas de papa fueron inoculadas en tres ocasiones
{(con un intervale de 15 dias entre éada inoculacion) con 20,000 esporangios mL? de
la mezcla de los. grupos A1 y A2 de P. infestans mencionada en el apartado anterior.
Antes de cada aplicacion, la suspension de esporangios se mantuvo a 4°C por 90
minutos para lograr tener ademas de esporangios, ta presencia de zoosporas. Para
evitar la desecacion del patégeno, dichas inoculaciones se realizaron con un

atomizador en las primeras horas de la mafiana.
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Las variables evaluadas fueron: severidad de la enfermedad y el nimero de
esporangios producidos por P. infestans asi, como el rendimiento y sanidad del

tubérculo.

Las evaluaciones en el follaje se realizaron siete dias despues de cada
aplicacién del tratamiento respectivo, utilizando para ello la clave de campo
propuesta en el Centro internacional de la Papa por Henfling en 1987, la cual va de
0 a 100 % de severidad. Una vez obtenidos todos los datos, se procedio a realizar la
astimacién del Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE o AUDPC)
que fue seleccionada por ser una técnica recomendada en ausencia de ajuste de las
epidemias a algin modelo epidemioldgico. El calculo se efectué mediante la

ecuacion:

ABCPE = 3 [(vir(¥i+1 12 Yt —t ) ]

Donde Y; es la intensidad de la enfermedad y t es el periodo de evaluacion en

dias, de manera que las unidades seran en %-dias (Pedroza, 1995).

Tanto e! calculo del ABCPE como el analisis estadistico fueron realizados

7 mediante el programa estadistico S.A.S° (Anexa 4).

as evaluaciones de la produccion de esporangios por tratamiento se
realizaron paralelamente a las de severidad; es decir, cada siete dias a partir de la
primera aplicacion de antagonistas (37 dds). Para ello, seis foliolos de cada

tratamiento con sintomas tipicos de esporulacion de F. infestans, fueron colectados y
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llevados al laboratorio en tubos de plastico de 12 mL, después se colocaron por
tratamiento en vasos de precipitados de 50 mL a los que se les agregd 30 mL de
agua destilada estéril. Para homogenizar la suspensién, el agua se agité por dos
minutos en un vortex. Con una micropipeta de 20 ul. se tomd una alicuota que fue
colocada en un hematocitometro realizandose el conteo de esporangios tal y como lo
describen French y Hebert (1982). Estos datos se analizaron estadisticamente con el

programa estadistico S.A.8°.

La evaluacion en la produccion de tubérculo sano y.enfermo para cada
tratamiento se realizo 65 dds ya gue fue el tiempo maximo que permanecio vivo el
follaje de las plantas de papa. Para ello, los tubérculos fueron extraidos de cada
maceta y agrupados por tratamiento. El tubérculo consider6é enfermo cuando
presentd una consistencia blanda y presencia de una coloracion canela o castafio-
rosaceo en los cortes transversales, asi como la emision de olor fétido caracteristico,

resultado de la descomposicion del tejido.
3.5.3. Evaluaci6n de antagonistas en campo

Se establecieron dos experimentos en el campo experimental del PICTEPAPA
A.C. uno en el verano del 2001 y otro en el 2002. En ambos se utilizé papa de la

variedad Alpha y el disefio experimental fue completamente al azar con diez

repeticiones por tratamiento, la unidad experimental fue una planta.
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3.5.3.1. Experimento en campo 2001

El experimento se instalé el 10 de Julio del 2001 en una superficie de 12 m?.
Consistio de seis tratamientos (mezclas A, P y TR, Biopak F, dimetomorf, metalaxil) y
el Testigo absoluto. Al igual que en la fase de invernadero, los seis tratamientos se
aplicaron en el follaje y Gnicamente en las mezclas A, P, TR y el Biopak F, los
tubérculos de papa se embebieron durante 680 minutos antes de que se sembraran.
Posteriormente, estos fueron colocados en los sitios correspondientes a cada
repeticion de los tratamientos en los surcos en campo. La primer aplicacion de los
tratamientos al follaje se realizé 16 dds. Debido a la agresividad del patdgeno
existente de manera natural en el ambiente solo se realizaron cuatro aplicaciones de

los tratamientos.
3.5.3.2. Experimento en campo 2002

Este experimento se.estableci(') en una superficie de terreno de 14 m?. La
siembra se realizé ‘el 21 de Agosto del 2002 en el campo experimenta!. del
PICTIPAPA A.C. en Metepec, México, donde se probaron siete tratamientos: mezcla
RG1 conformada por las bacterias R5, R11, R16, R17, R19, R29; mezcla RG2
(cepas R33, R34, R35, R38, R44, R51); mezcla TR (cepas de Trichoderma R41,
R44, T30); producto biologico comercial BiopakF® a una dosis de 1 g 0.5 L de agua
destilada; fungicida dimetomorf a una dosis de 2.5 g de producto comercial por 0.5 L
de agua; fungicida metalaxil a una dosis de 2 mL de producto comercial por 0.5 L de

agua y el testigo absoluto. La concentracion de las mezclas RG1 y RG2 fue de 10"
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células mL' y la de TR de 50.3 X 10° mL™". Las dos mezclas bacterianas se formaron
con 60 mL de indculo aforado a 0.5 L con agua destilada, mientras que la mezcla
fungica se conformé por 90 mL de inoculo aforado a 0.5 L con agua destilada. Los
siete tratamientos se aplicaron en el foliaje de las plantas de papa y Unicamente se
embebieron tubérculos antes de sembrarse en las mezcias RG1, RG2, TR y el
Biopak F durante 30 minutos. Posteriormente; estos fueron colocados en los sitios
dispuestos en los surcos para cada repeticion y tratamiento. 14 dds se realizd la
primera aplicacion de los tratamientos al follaje y por la agresividad del patégeno

existente de forma natural en el ambiente, solo se realizaron tres aplicaciones.

La unica variable evaluada en ambos experimentos fue la severidad de la
enfermedad. Debido a la intensidad de la enfermedad no fue posible evaluar Ia

produccion de esporangios ni las variables de rendimiento y sanidad de tubérculo.

Las evaluaciones en follaje para ambos experimentos se realizaron siete dias
después de cada aplicacion de los tratamientos respectivos, siguiendo las
indicaciones explicadas en la evaluacion en invernadero desde la toma de datos
hasta la realizacion del analisis estadistico de los mismos, utilizando para ello el

programa estadistico S.A.S® (Anexo 4).

3.5.4. Evaluacion de antagonistas en maceta-campo 2002

Este experimento se establecié con la finalidad de evaluar si la edad de las

plantas de papa en la cual se expone al patogeno influye en la intensidad del ataque
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de P. infestans y por consiguiente, en |a efectividad antagbnica de los

microorganismos utilizados en campo durante el ciclo 2002 sobre P. infestans.

La siembra se efectudé el 17 de Julio del 2002 en el invernadero del

PICTIPAPA A.C. en Metepec, México.

Para los tratamientos de las mezclas RG1, RG2, TR y el Biopak F, los
tubérculos de papa variedad Alpha fueron embebidos durante 30 minutos antes de
su siembra. Posteriormente, estos fueron coiocados en suelo estéril contenido en
macetas de plastico de 12" de diametro. Después de regarse, las macetas se
colocaron en mesas de concreto ubicadas al interior del invernadero, donde fueron
mantenidas durante 42 dias libres del ataque de P. infestans. Durante este periodo,
las plantas fueron asperjadas en dos ocasiones con los tratamientos respectivos
como medida protectante. Posteriormente las plantas fueron llevadas a condiciones
de campo, colocando cada maceta en el lugar determinado por el disefio
experimental. Las plantas se sometieron Ulnicamente a cuatro aplicaciones
 semanales mas de los tratamientos en condiciones de campo, ya que debido a la
severidad de la enfermedad no fue posible continuar con la evaluacion. Las variables
evaluadas fueron: severidad de la enfermedad y namero de esporangios producidos

pot P. infestans asi como el rendimiento y sanidad del tubérculo.

Los tratamientos que se probaron fueron los siete utilizados en el experimento

de campo durante el Verano 2002. El disefio experimental que se utilizd fue
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completamente al azar con diez repeticiones para cada tratamiento. Como unidad

experimental se considero a una maceta.

|as evaluaciones de la severidad, produccion de esporangios y rendimiento de
tubérculo se hicieron de la misa manera en que se realizaron en la evaluacion en
invernadero 2001, desde la toma de datos hasta la realizacion del analisis estadistico

de los mismos utilizando el programa estadistico S.A.S® (Anexo 4).

En este caso Ia primer evaluacién de la produccion de esporangios, se efectud
alos 42 dds y la evaluacion de la produccién de tubérculo para cada tratamiento se
realiz6 a los 70 dds ya que fue el tiempo maximo que permaneci6 vivo el follaje de

las plantas de papa.

3.6. Evaluaciéon de la poblacion microbiana (UFC) en tubérculos de papa, en

hojas de papa tratados y en mezclas diluidas.

La concentracién de microorganismos en las diferentes mezclas (mezcla A,
mezcla P, mezcla RG1 y RG2) que se conformaron con las bacterias de tipo A, Py R
y la constituida por tres cepas de Trichoderma spp. (mezcla TR) que se aplicaron en
las diferentes pruebas se presenta a en el Cuadro 2. E! método por medio del cual se

obtuvieron estos datos se presenta en el Anexo 1.
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Cuadro 2. Unidades Formadoras de Colonias (UFC) obtenidas en las diferentes

pruebas realizadas en invernadero y campo.

VARIABLE MEZCLAS HONGOS
BACTERIANAS (Trichoderma spp.)
(A, P, RG1, RG2)

Mezclas diluidas de 60 26.3 X 10° UFC mL" 50.3 X 10° UFC mL"

mL de inoculoa 0.5L

de agua

Tubérculos de papa 1.3 X 10° UFC cm™ 16.3 X 10° UFC cm™

embebidos en mezcla

diluidaa 0.5L

Hojas de papa 135.6 X 10° UFC cm™ 12.3 X 10° UFC cm™

asperjadas con mezcla

diluidaa 0.5 L

UFC = Unidades Formadoras de Colonias
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacion en laboratorio con el método de hojas desprendidas de papa

Existieron diferencias estadisticamente significativas (a < 0.05) entre las cepas
de la serie A empleadas (Anexo 5). Dos de las seis cepas probadas y la mezcia
(MA), presentaron una inhibicion igual o superior al 50% de la infeccion, tanto en el
experimento con esporangios como €on zo0Sporas como inoculo (Figuras 1y 2). El
mejor tratamiento para ambos experimentos fue la cepa A38 que proporciond 82.61y
73.91 % de inhibicién a P. infestans respectivamente, en el caso de la inoculacion
con zoosporas la A44 fue otra de las cepas efectivas. Puede observarse claramente
que la efectividad antagonica de las cepas es mayor al ser empleadas
individualmente que al ser mezcladas, lo que indica un posible efecto antagonico
entre ellas. También se aprecia una mayor inhibicion de la infeccion cuando el
in6culo utilizado es la  zoospora que cuando es esporangio. La produccion de
metabolitos extracelulares tales como antibioticos, cianuro de hidrogeno (HCN)y
sideroforos son el mecanismo de control mas cominmente explicado (Stanghellini y
Miller, 1997) considerandose asi una posible hipotesis a probar en trabajos

posteriores.
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Figura 1. Efecto de cepas bacterianas aisladas de filosfera y caulosfera sobre la
infeccion de Phytophthora infestans en hojas de papa desprendidas inoculadas con
esporangios. Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales en base a
la prueba de comparacion de medias Tukey (« < 0.05).
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Figura 2. Efecto de cepas bacterianas aisladas de filosfera y caulosfera de papa
sobre la infeccion de P. infestans en hojas de papa desprendidas inoculadas con
zoosporas. Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales en base a la
prueba de comparacion de medias Tukey (o < 0.05).
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En los experimentos establecidos con las cepas de bacterias de la serie R,
estas ofrecieron diferente grado de control a los esporangios y zoosporas de F.
infestans con un o < 0.05 (Anexo 3). Para el caso de la inoculacion con
esporangios, las cepas bacterianas que mejor se comportaron fueron: R186, seguidas
por la R34, R35 y R38, mezcla RG1 y la cepa R28 que aungue no presentaron
diferencias significativas entre ellas (Anexo 5), conformaron grupos diferentes vy se
consideraron a todas como las mejores antagonistas a P. infestans. EN la
inoculaciéon con zoosboras, estadiétic’aménte las mejores cepas de bacterias en la
inhibicion del patogeno fueron RS, mezcla RG2 y la cepa R11 (Figuras 3 y 4), Estas
bacterias efectivamente tienen efecto antagénico sobre P. infestans en las hojas de
papa, ya sea de manera individual o mezcladas entre si, lo que indica que no existe
aparentemente efecto antagc'micorentre las cepas mezcladas; por otra parte, no se
presentaron indicios de fitotoxicidad como en el trabajo realizado por Ferrera-
Cerrato (1999). Se pudo observar claramente que cuando se inocularon las hojas
con zoosporas las cepas bacterianas presentaron un mayor efecto antagénico sobre
la infeccion de P. infestans que cuando se inocularon con esporangios, esio se
aprecia perfectamente en la figura 4, donde Gnicamente la cepa R44 vy el testigo

superan el 60% de infeccion del patdégeno.
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Figura 3. Efecto antagonico de cepas bacterianas aisladas de rizoplano de papa
sobre la infeccién de P. infestans en hojas de papa desprendidas inoculadas con
esporangios. Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales en base a
la prueba de comparacion de medias Tukey (o < 0.05).
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Figura 4. Efecto antagénico de cepas bacterianas aisladas de rizoplano de papa
sobre la infeccion de P. infestans en hojas de papa desprendidas inoculadas con
zoosporas. Las barras con la misma letra son estadisticamente iguales en base a la

prueba de comparacion de medias Tukey (¢ < 0.05).
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4.2. Evaluacion de antagonistas en invernadero 2001

Existieron diferencias estadisticamente significativas (a < 0.05) entre los
tratamientos. Con base en la comparacion de medias del Area Bajo la Curva de
Progreso de la Enfermedad (ABCPE Anexo 5), los tratamientos biolégicos la mezcla
A, mezcla TR, Biopak-F y mezcla P fueron estadisticamente iguales entre si
ofreciendo una efectividad intermedia a la severidad del patégeno. El maximo control
de la enfermedad fue obtenido con el tratamiento quimico (dimetomorf) y el minimo

correspondi6 al testigo absoluto (Figura 5).

TESTIGO 770* a™
MEZCLA A 448.58 b
MEZCLA TR 373.33 bo
20 % 1) / BIOPAK F 366.33 b

10- T = ! MEZCLA P 313.25 be

% de severidad -
s

30 37 44 51 58’ 65
Dias despues de la siembra

Figura 5. Efecto de los tratamientos sobre la severidad de P. infestans en
invernadero durante el ciclo 2001.

*. Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad

**_ Cifras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, a < 0.05).
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Proporcionar condiciones controladas de temperatura vy humedad a los
microorganismos  antagonicos aplicados, ayudo al efecto antagc')nicol contra P.
infestans, redu_ciendo la severidad de ataque al follaje de plantas de papa; en
comparacién con la presentada por el testigo absoluto. Mathre ef al. (1999),
mencionan que los antagonistas pueden ser manejados o explotados hasta alcanzar
los resultados deseados mediante la adaptacion de antagonistas semejantes al
patogeno del cultivo a ser protegido debido a su habilidad de inhibir o competir con el

patdgeno blanco.

De manera practica, esto puede ser utilizado en e! manejo de otras
enfermedades que son problema en invernaderos. Berger et al. (1996) sostienen que
el biocontrol podria proveer una alternativa o reducir el uso de fungicidas en
invernaderos con alta humedad y comentan que varios antagonistas microbianos,
incluyendo cepas de Bacillus, Pseudomonas y Enterobacter y cepas de hongos de
los géneros Gliocladium, Pythium y Trichoderma, han mostrado actividad de
biocontrol contra enfermedades de damping-off, alguno de los cuales han sido

incluidos en productos comerciales.

La produccion de esporangios hasta el inicio de la tercer semana fue similar
en los seis tratamientos incluidos. Después de esta fecha - su numero se vio
incrementado coincidiendo con la severidad de la enfermedad observada en el

follaje (Figura 6).
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Existieron diferencias estadisticamente significativas en la comparacion de
medias del nimero de esporangios producidos, entre los tratamientos (Cuadro 3).
Los cuatro tratamientos bioldgicos (mezcla A, mezcla P, mezcla TR y Biopak F)
resultaron con una media de produccion de esporangios mL™" de 37,000 a 59,500. EI .
minimo y maximo ndmero de esporangios fue obtenido respectivamente con el
dimetomorf y testigo absoluto. Los mejores tratamientos en la inhibicion de
produccion de esporangios fueron la mezcla P vy el producto Biopak F, ya que
arrojaron las medias de esporangios mL~" menores entre los tratamientos biolbgicos.
En invernadero existi¢ efecto .inhibitorio de la produccion de esporangios por parte de
los tratamientos biologicos ya que ninguno de estos supero la esporulacion del
testigo absoluto, con lo que se comprueba la hipétesis de que existe efecto
antagonico de los microorganismos seleccionados en la produccion de esporangios

de P. infestans.

Cuadro 3. Experimento en invernadero 2001. Analisis de la produccion de

esporangios en los tratamientos aplicados para el control de P. infestans.

Tratamientos Media (esporangios mL")  Agrupacion Tukey*
Testigo absoiuto 76500
Mezcla A 59500 AB
Mezcla TR 49667 AB
Mezcla P 37500 AB
Biopak-F 37000 AB
Dimetomorf 12333 B

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales. Tukey (P < 0.05).
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Figura 6. Produccion de esporangios de P. infestans por tratamiento de las plantas

de papa mantenidas en invernadero durante el ciclo 2001.

E| efecto de los tratamientos sobre el rendimiento de tubérculo fluctué de 449
a 1135 g por lote de cada tratamiento. Los Onicos tratamientos que superaron al
testigo absoluto fueron la mezcla TR (1023 g) a base de Trichoderma y el
tratamiento quimico Dimetomorf (1135 g). La mezcla Ay Biopak F incluso fueron
“superados por el testigo (Figura 7). La razén por la cual la mezcla TR presento la
mayor produccion se debid6 a que el hongo base (Trichoderma) tiene su mayor
efectividad en el control de patdgenos en el suelo por ser precisamente éu habitat
natural y favorable. Benhamou y Chet (1993) por ejemplo, aseveran que entre 1o0s
hongos antagonistas que han mostrado satisfactoriamente grados de control contra
patégenos del suelo, varias especies de Trichoderma han sido reportadas con

exitosa inhibicién del crecimiento y desarrollo de patdégenos.
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Una vez mas, el control quimico ha demostrado la efectividad al favorecer la
produccion del cultivo y que realmente es dificil el tratar de evitar aplicaciones de
funguicidas quimicos para el control de enfermedades tan agresivas como es gl caso
del tizén tardio de la papa. En muchas ocasiones el manejo inadecuado de diversas
enfermedades a generado un excesivo uso de agroquimicos, lo que ha provocado la
generacion de resistencia del patdgeno blanco, asi como de otros patdgenos; lo que
ocasiona una seleccion y por lo tanto la aparicion de generaciones con mayor
adaptacion, lo que provoca un incremento en las dosis de aplicacion y promueve la
aparicion y utilizacion de productos guimicos mas avanzados. También se favorece
la eliminacion de flora benéfica; que ocasiona una nula competencia, por lo tanto

existe una mayor proliferacién del patogeno.

La sanidad del tubérculo fluctué del 70 al 100% y fue obtenida a partir de
relacionar el peso del tubérculo enfermo con respecto a la produccion total del
tratamiento. Los tratamientos en los que se obtuvo la produccion de mayor calidad,
fueron el testigo quimico (dimetomorf) y las mezclas TR y A, mismas gue superaron

ia sanidad del testigo absoluto (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de los tratamientos aplicados durante el ciclo 2001 sobre el
rendimiento y sanidad de tuberculos de papa producidos en condiciones de

invernadero.

En las figuras 8 y 9 se aprecia la sintomatologia de P. infestans presentada

en los diferentes tratamientos durante el periodo de investigacion.

Aunque dos de los tratamientos bioldgicos mostraron tener una buena calidad
de la produccién y pueden considerase como alternativas al control quimico, seria un
componente clave en el desarrollo de una agricuttura sustentable, econémicamente

provechoso con una minima contaminacion medioambiental (Barea et al., 1996).
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Figura 8. Efecto de los tratamientos aplicados en invernadero contra
Phytophthora infestans, en follaje de plantas de papa. a) Mezcla A,
plantas con dafio moderado; b) Mezcla P, plantas con minimos dafios; c)
Mezcla TR, follaje parcialmente sano; d) Biopak-F, follaje fuertemente
dafado por el patogeno; e) Testigo Absoluto, plantas con ataque severo,
f) Dimetomorf, plantas con el follaje totalmente sano.
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Figura 9. Acercamiento del efecto de los diferentes tratamientos aplicados
en invernadero contra P. infestans, en follaje de plantas de papa.

a’) Mezcla A, foliolos y tallos afectados; b’) Mezcla P, puntas y bordes de
hojas con dafios; ¢’) Mezcla TR, presencia de esporulacién en hojas; d’)
Biopak-F, hojas, tallos secundarios y principales fuertemente dafados por
el patogeno; ') Testigo Absoluto, plantas practicamente destruidas por el
patoégeno; f) Dimetomorf, plantas con el follaje totalmente sano.
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4.3. Evaluacion de antagonistas en campo
4.3.1. Experimento en campo 2001

La severidad de P. infestans en condiciones de campo se detecto en las
plantas de papa 23 dds y esta fluctud del 12 al 100% de infeccion foliar. La
agresividéd de dicho patdgeno fue tal, que solo en 21 dias después de su primera
deteccion alcanzé niveles de dafio elevados, repercutiendo incluso en la mayoria de
“los ’;ratamientos,_ situacion respaldada por las diferencias estadisticamente

significativas (Tukey o = 0.05) entre los tratamientos (Figura 10).

El testigo quimico (Metalaxil) fue el que mejor controld al -patoégeno; sin
embargo, al realizar la prueba de Comparaci()n de medias Tukey del Area Bajo la
Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE), dicho testigo quimico también dio
lectura de ABCPE, lo que pone de manifiesto la existencia de una cierta resistencia
de P. infestans hacia el producto, o infeccién incipiente no controlada, sobre todo en

la parte inicial de la infeccion.

Existen varios fungicidas quimicos recomendados para el control de
enfermedades causadas por Phytophthora y entre estos se menciona al metalaxil
como uno de los mejores ya que tiene accion protectante y actividad curativa (Lozoya

y Hernandez, 2001; Schwinn, 1983). .
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El Gnico tratamiento biolégico estadisticamente diferente correspondid a la

mezcla P, que mostré en los primeros 37 dds una tendencia mas estable en el

controi del tizon tardio en campo. El comportamiento de los tres restantes

tratamientos biolégicos restantes fue estadisticamente igual al del testigo absoluto.

100-

9, de severidad

TESTIGO 1698.2* a**
MEZCLA A 1700.3 2
BIOPAK F 1620.5 2

J mezoLa TR 1570.8 2

MEZCLA P 1172.5b

METALAXIL 239.8 ¢

Dias despues de la siembra

Figura 10. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la severidad de P. infestans en

las plantas de papa cultivadas en campo durante el ciclo 2001.

». Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad

**_ Gifras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, o < 0.05).

El efecto antagonico

de los microorganismos seleccionados, fue menor en

campo que en laboratorio, probablemente debido a una serie de factores adversos
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que perjudican su establecimiento, desarrollo y actividad de los antagonistas en
condiciones de campo. Lindow et al. (1996) indican que comunmente el control
biologico  de enfermedades bajo condiciones de campo es muchas veces

substancialmente menor y mas variable que bajo condiciones controladas.
4.3.2. Experimento en campo 2002

En este énsayo al igual que en los anteriores, también se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos (x < 0.05). De los cuatro tratamientos
bioldgicos, Unicamente la mezcla RG1 fue estadisticamente diferente y se considerd
como el mejor tratamiento para el control del tizén tardio en el follaje; los tres
tratamientos restantes no presentaron diferencias estadisticas entre ellos

ubicandose, en un grupo independiente (Figura 11).

Como se sefiald anteriormente, existe una gran diversidad de factores que
afectan la actividad antagénica que pudieran ofrecer los microorganismos
seleccionados. También se menciona la necesidad de fuentes de abastecimiento de
nutrientes para cada antagonista (Hoitink y Boehm, 1999). Asi por ejemplo el grado
de supresion de la enfermedad alcanzado por competencia, es regido por
numerosos factores bidticos (especies hospederas y estado nutricional) y abidticos
(temperatura 'y humedad relativa) y su eficiencia no puede ser predecida
correctamente. Por otra parte la supresion de enfermedades mediante agentes de

biocontrol, es la manifestacion sustentada de las interacciones dadas entre planta,
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patogeno, agente de biocontrol y ambiente (Guetsky ef al., 2002; Bao y Lazarovits,

2001).

Por’ otro lado los tratamientos quimicos (Metalaxil y Dimetomorf}, aunque
presentaron las medias mas bajas, también presentaren lectura de ABCPE, situacion
que indica la posible generacion de resistencia del patégeno al producto y
mayormente al metalaxfl que aunque es uno de los mejores, el patégenc ha
generado resistencia hacia él. Segun Sujkowski et al. (1995) los fungicidas
chlorothalonil, cymoxanil y metalaxil son ampliamente usados en Mexico para
suprimir al tizon tardio. El metalaxil ha sido usado desde los primeros afios de los
80's: se ha reportado ademas que la resistencia a este es comtn. Este fungicida es
especifico para Oomycetes, es sistémico, afecta el crecimiento micelial pero no la
integridad de la zoospora y puede inhibir la RNA polimerasa. En la practica, el
chlorothalonil es usado exclusivamente como un protectante, pero el cymoxanil y

metalaxil tienen “actividad post infeccion”.
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Figura 11. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la severidad de P. infestans en
las plantas de papa cultivadag en campo durante el ¢iclo 2002,
*_ Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad

*_ Cifras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, o < 0.05).

La agresividad de P. infestans en las plantas establecidas en campo durante
el ciclo 2002 fue tan marcada que dichas plantas no lograron sobrepasar los 35 dias
. después de la siembra Yy la altura alcanzada por estas fluctud entre los 20 y 25 cm

(Figuras 12 y 13).
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Figura 12. Efecto de los diferentes tratamientos en la fitosanidad inicial
del follaje de las plantas de papa establecidas en campo durante el ciclo
2002. a) Mezcla RG1, b) Mezcla RG2, c) Mezcla TR, d) Biopak-F, e)
Testigo Absoluto, f) Dimetomorf, g) Metalaxil; ninguno de los tratamientos
mostro sintomas de Phytophthora infestans.
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Figura 13. Efecto de los diferentes tratamientos en la fitosanidad terminal
del follaje de ias plantas de papa establecidas en campo durante el cicio
2002. a) Mezcla RG1, planta con una minima parte de follaje verde; b)
Mezcla RG2, c) Mezcla TR, d) Biopak-F, e) Testigo Absoluto, en los
cuatro incisos anteriores el follaje de la planta se encuentra totalmente
dafiado por el tizén tardio; f) Dimetomorf y g) Metalaxil, en ambos
tratamientos se muestra la eficiencia de los fungicidas quimicos de uso.
comun en la proteccion de las plantas contra P. infestans.
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4.4. Evaluacién de antagonistas en maceta-campo 2002

En este experimento las plantas fueron mantenidas en invernadero por 42 dds
antes de ser fransferidas a campo. La mezcla RG2 fue el unico tratamiento que
mejor controld la severidad de P. infestans en el follaje de papa. Los tres
tratamientos biolégicos restantes junto con el testigo absoluto estadisticamente
presentaron la misma significancia. Sin embargo, cabe sefialar que ninguno de los

anteriores -superé a los testigos quimicos, considerados como los mejores

tratamientos (Figura 14).

100

" YESTIGO 716.10% 2™
[ mEzoLA RG1 650.65 3
BIOPAK F 69230 a

MEZCLA TR 621.60 a

9% de severidad
(<]
(=)
i

MEZCLA RG2 520.80 b

Dias despues de la siembra

Figura 14. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la severidad de P. infestans en
las plantas de papa cultivadas en maceta-campo durante el ciclo 2002
*. Area Bajo la Curva de Progreso de |a Enfermedad

**_ Cifras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, & < 0.05).
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Se observo que la edad de las plantas de papa ayuda a la actividad de control
de los antagonistas e influye en la resistencia al ataque del tizon tardio. Todas las
plantas de cada tratamiento llegaron a la etapa de produccion, incluso las del testigo
absoluto. Para fines de investigacion esta medida es factible, pero para
establecimientos comerciales existen otras medidas que pueden ayudar a mejorar e
incrementar la eficacia del control biolégico en condiciones de campo. Guetsky et al.
(2002) menciona la combinacion de los agentes biocontroladores con otras medidas
que son menos afectadas por condiciones externas (p.e. fungicidas quimicos) en
alternancia o basados en un cierto esquema racional de acuerdo al prongstico de las
lluvias, desarrollo de agentes de biocontrol efectivos ain bajo un amplio rango de
condiciones bidticas y abidticas y la aplicacion de varios agentes biocontroladores
simultaneamente, esto por poseer diferentes requerimientos ecologicos para

sobrevivir, crecer y activarse.

De acuerdo con estos resultados, el obtener sélo a una. mezcla antagonica
como el mejor tratamiento para el control de P. infetans, hace suponer que los
microorganismos que la conforman tienen una mayor capacidad de adaptacion tanto
al hospedante como al ambiente que los rodea asi como la existencia de un grado
de compatibilidad mayor. Steddom et al. (2002a) concluyen que‘ uno de los
problemas mas grandes en el control bioI‘C)gico es mantener una poblacion alta, es
decir, un agente de biocontrol activo por todo el periodo de actividad de una
enfermedad y deduce que debido a esto, el tiempo de aplicaciones de agentes de

biocontrol es muy importante, demostrando la utilidad de las aplicaciones repetitivas
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como estrategia para la liberacion de agentes de biocontrol a escala comercial en

campo.

Como en los experimenfos anteriores; los tratamientos quimicos siguen
superando-faciimente a los tratamientos biolégicos por las razones antes descritas.
Griinwald et al. (2002) sefiala que el tizon tardio de la papa es frecuentemente
manejado con una variedad de tacticas aunque en la agricultura comercial predomina
el uso de fungicidas. Otros medios que podrian facilitar el control del patégeno seria
la combinacién de varias medidas sanitarias, uso de variedades resistentes y
aspersiones con compuesios quimicos aplicadas en la etapa adecuada (Agrios,

1996).

La severidad del tizon tardio en el follaje de las plantas de papa fue
directamente proporcional al tiempo transcurrido después de la siembra (Figura 14)
en los tratamientos biolagicos (mezcla RG1, mezcla RG2, mezcla TRy Biopak F), asi
como en el testigo absoluto. No se presentaron aumentos drasticos de severidad a lo
largo de tres semanas de evaluacion como en el caso de las plantas establecidas en
el suelo. La figura 15 muestra el estado fitosanitario de las plantas de papa antes
de aplicar los tratamientos, Yy enseguida se ilustra la situacion de ias mismés al final

dei experimento (Figura 16).
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Figura 15. Efecto de los tratamientos en la fitosanidad inicial del follaje de
las plantas de papa llevadas del invernadero a campo durante el ciclo
2002. a) Mezcla RG1, b) Mezcla RG2, ¢) Mezcla TR, d) Biopak-F, e)
Testigo Absoluto, f) Dimetomorf, g) Metalaxil; Ninguno de los tratamientos
muestra ataque de Phytophthora infestans.

74



Los tratamientos fueron estadisticamente diferentes (o < 0.05) en cuanto al
numero de esporangios/mL“ producidos. En tanto la prueba dé comparacion de
medias Tukey mostré que de los tratamientos biologicos, la mezcla RG2 y TR, asi
como el Biopak F fueron los que proporcionaron la mayor inhibicién de la produccion
de esporangios; esto se sustenté debido a que si bien compartieron caracteristicas
estadisticas con el testigo absoluto, también Io hicieron con los fungicidas quimicos
(Cuadro 4), colocandolos en la parte media del rango de efectividad antagoénica a P.

infestans. El maximo control se obtuvo con los tratamientos quimicos (Figura 17).

Cuadro 4. Experimento en maceta-campo 2002. Analisis de la produccion de

esporangios en los tratamientos aplicados para el control de P. infestans.

Tratamientos Media {esporangios mL") Agrupacion Tukey
Testigo absoluto 11600 A

Mezcla RG1 10600 A
Biopak-F 8800 AB

Mezcla RG2 7400 AB

Mezcla TR 6000 AB
Metalaxil 800 B

Dimetomorf 800 B

(P < 0.05)

Cabe sefialar que la producciéon de esporangios fue muy inestable; en las
primeras evaluaciones no se encontraron esporangios a pesar de que en el foliaje de
algunas plantas de algunos tratamientos ya habia infeccién (Figura 17 evaluacion a
los 42 y 49 dds). La evaluacion de la inhibicion de esporangios se torndé muy
deficiente ya que en los tratamientos se encontraron lecturas muy irregulares e
incluso el testigo absoluto presentd una produccion de esporangios mayor en la

" tercer evaluacion que en la cuarta y quinta (Anexo 3). Este comportamiento pudo
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deberse a las condiciones de temperatura y humedad relativa que se presentaron
durante el desarrollo del experimento mismas que no fueron las mas favorables ni se

mantuvieron estables como en otros ciclos de cultivo pasados.

25000

20000 4 -- -
-
E
B 45000 - - ey
-E’ i
=
Il
1
2
y 10000 -
1w
5000
0 —m@
Dias después de la siembra
s MEZCLA RG1 w=ifirms MEZCGLA RG2 malp M EZCLA TR e BIOPAK F
maies DIMETOMORF ====METALAXIL ez TESTIGO AB

Figura 17. Produccion de esporangios de P. infestans por tratamiento en las plantas
de papa establecidas en maceta-campo durante el ciclo 2002.

La cosecha de los tubérculos fue realizada a los 70 dds observandose
diferencias cuantitativas en el rendimiento obtenido de acuerdo al efecto generado
por cada tratamiento, mismo que fluctu6 de 1600 a 2010 g por lote de cada
tratamiento. Todos los tratamientos aplicados en este experimento superaron al
testigo absoluto, aunque el rendimiento de la mezcla TR y del Biopak F estuvo por

arriba del testigo absoluto y este ultimo con solo 20g (1620g), pudimos observar que
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existio efecto positivo por parte de ambos tratamientos en la produccion de tuberculo
de papa. Las mezclas RG2 y RG1 fueron los mejores tratamientos en cuanto a
produccion, ya que su rendimiento supero al del mejor testigo quimico por méas de

220 a 410 g respectivamente (Figura 18).

De todos los ’gratamientos utilizados (quimicos y bioldgicos), la mezcla RG1
proporcioné el mas alto rendimiento, debido probablemente a que tres de sus
bacterias constituyentes tienen la capacidadrde‘fijar nitrégeno (R16, R17 y R19) y
otra méas puede solubilizar fosforo (R11) *(Lara Hernandez, 2002. Comunicacion
personal). Los rendimientos promedio de los tratamientos restantes se ubicaron

sobre los del testigo absoluto y abajo de los de funguicidas quimicos (Figura 18).

La sanidad del tubérculo fiuctud del 88 al 94.38 %. Los tratamientos en los que
se obtuvo la produccién de mayor calidad fueron con fungicidas quimicos (Metalaxyl
y Dimetomorf), seguidos por el empate de la mezcla RG1 y el Biopak F. Por otro
lado, la mezcla RG2 y TR aunque presentaron los menores porcentajesde sanidad

también superaron la sanidad del testigo absoluto (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de los tratamientos aplicados en el experimento maceta-campo
2002 sobre el rendimiento y sanidad de tubérculos de papa producidos en

condiciones de campo.

Bajo las condiciones de campo del Valle de Toluca se pudo apreciar que los
fungicidas quimicos son el recurso mas viable para obtener producciones de alta
calidad, aunque en cuanto a cantidad hayan sido superados por las mezclas RG1y
RG2. Esto podria deberse a varias interacciones positivas de compatibilidad entre
sus componentes microbianos v la eficiencia del biocontrol de hongos fitopatogenos
puede incrementarse combinando diferentes organismos con una amplia gama de
metabolitos o genes capaces de proveer mayor control que el que podrian
proporcionar los componentes individualmente. Por otro lado, el hongo imperfecto

Trichoderma tiene la habilidad substancial de suprimir un amplio rango de hongos
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fitopatdgenos por medio de varios mecanismos tales como la produccion de enzimas
que degradan la pared celular (Lorito et al., 1993b). No obstante, comercialmente los

fungicidas quimicos siguen siendo los mejores tratamientos.
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5. DISCUSION GENERAL

Todas las cepas bacterianas probadas en hojas desprendidas de papa en
laboratorio tuvieron efecto antagonico sobre el desarrollo de la enfermedad cuando el
inbculo consistid de esporangios y zoosporas, tanto de manera individual como
mezcladas entre si por grupos afines, lo que evidencio efectividad en el control del

patdégeno.

Los tratamientos bioldgicos probados en invernadero y campo durante gl ciclo
2001 repercutieron positivamente en el control del tizén tardio de la papa, tanto en
follaje como en la produccion de tubérculo. La mezcla de la serie de bacterias P
proporciono e} maydr control del tizon tardio en el follaje, en invernadero y campo
mientras que la mayor produccion de tubérculo se encontrd en las plantas tratadas
con la mezcla TR a base de Trichoderma spp., sin superar la cantidad y calidad de la

produccion de los tratamientos quimicos.

Los tratamientos biolégicos probados en los experimentos establecidos
durante el ciclo 2002, tuvieron efecto antagdnico sobre P. infestans en el follaje asi
como promovieron la produccién de tubérculos en algunos casos, de tal manera que
la mezcla RG1(cepas bacterianas RS, R11, R16, R17, R19, R29) se considero como
la mejor en el control del tizén tardio en el follaje de las plantas establecidas en
campo directamente en el suelo, mientras que la mezcla RG2 (bacterias R33, R34,
R35, R38, R44, R51) controld mas eficazmente al tizon tardio en el follaje de las

plantas establecidas en macetas a campo abierto. En lo que respecta a la produccion
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total de tubérculos las plantas tratadas con las mezclas RG1y RG2 proporcionaron
la produccién mas alta, superando a las tratadas con funguicidas quimicos

Unicamente en cantidad mas no en calidad.

De manera general, la fuerte presion de inoculo y las condiciones ambientales
existentes en el campo del Valle de Toluca, México (Anexo 6) son probablemente la
causa de que las mezclas de antagonistas (bacterias y Trichoderma spp.) sean
menos eficientes en el control del tizon tardio al avanzar el ciclo fenologico de la

papa.

Los microorganismos antagonistas utilizados en la presente investigacion
“pudieran dar mejores resultados en el control de P. infestans tanto en invernadero
como en otras areas geograficas que se encuentren bajo condiciones menos

favorables para el desarrollo de la enfermedad.

Los antagonistas evaluados en este trabajo proporcionaron un mejor efecto
antagonico cuando se aplicaron en invernadero que en campo, esto confirma o
expuesto por Paulitz y Bélanger (2001), guienes mencionan a los sistemas de
produccion intensiva (invernaderos) como los nichos mas adecuados para el empleo
exitoso del control biolégico de enfermedades vegetales, debido a que favorecen el
control de varios factores entre los cuales el ambiente es uno de los principales. Las
pruebas realizadas en invernadero pueden utilizarse para adaptar a microorganismos
con capacidad de biocontrol a un cierto hospedante asi como a condiciones

ambientales especificas.
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6. CONCLUSIONES

1. Se demostrd la actividad antagénica de aislamientos bacterianos y
fungicos sobre el desarrollo de Phytophthora infestans (Mont,) De Bary, en
diferentes ambientes. Este efecto fue mas drastico en hojas desprendidas

e invernadero que en el campo.

2. La presencia de los microorganismos indujo un efecto antiesporulante

sobre el oomiceto fitopatdgeno, aunque no a niveles de evitar la epifitia.

3. Algunos antagonistas favorecieron la produccién y/o calidad de tubérculo.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivo

Agar Nutritivo
20 g de medio agar nutritivo (Merck®) por litro de agua destilada.
Procedimiento: En un matraz de 1 litro de capacidad colocar 500 mL de agua .
destilada y adicionar 7.5 g de agar nutritivo, tapar con papel aluminio sujetado con
una liga de hule y esterilizar en una olla de presion a 18 Ib pulg.” por un lapso de 18
minutos. Una vez que el medio tiene una temperatura aceptable al tacto se procede
al llenado cajas de Petri esterilizadas con aproximadamente 20 mL por caja. Esto

gltimo se realiza en condiciones asepticas.

Papa Dextrosa Agar (PDA)

39 g de medio PDA (Sigma® ) por litro de agua destilada.

Procedimiento: En un matraz de 1 L de capacidad colocar 500 mL de agua
destilada y adicionar 19.5 g de PDA. La esterilizacion y vaciado se realizé tal y como

y como se describio en el apartado anterior.

Agar Agua

Pueden emplearse de 8 a 15 g de Agar-agar (Merck®) por litro de agua
destilada

Procedimiento: En un matraz de 500 mL de capacidad poner 200 mL de agua
destitada y agregar 4 g de agar-agar. El esterilizado vaciado en cajas de Petri.se
realiza de igual manera que en el apartado inicial.
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Caldo nutritivo
8 g de caldo nutritivo (Merck®) por litro de agua destilada.

Procedimiento: Agregar 4 gramos de caldo nutritivo en 500 mL de agua
destilada, contenidos en un matraz erlenmeyer de 1 litro de capacidad. La

asterilizacion se realizé como se describe anteriormente,

Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de bacterias y hongos en
tubérculos de papa embebidos, en hojas de papa asperjadas y en mezclas

diluidas.

La evaluacion de la poblacién microbiana por medio de las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) presentes en tubérculos y hojas de papa se realizo

de la siguiente manera:

Se tomaron 10 trocitos de 1 cm? ya sea de la superficie de tres tubérculos de

papa embebidos o de los foliolos asperjados (uno por foliolo), seleccionados para tal

objetivo.

Los 10 trocitos (segin cada caso), fueron colocados en tubos de dilucion con
9 mbL de agua destilada estéril;' este se agité en un vortex por dos minutos
obteniéndose asi la dilucion 10 ™. 1 mL. de tal suspensién fue transferido a otro tubo
de dilucion para dar lugar a la dilucion 10", Este procedimiento se repitid hasta llegar

a la dilucion 107,
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Para la cuantificacién de la poblacion microbiana se escogieron las tres
diluciones mas apropiadas de cada mezcla. Para -el caso de las bacterias, las
diluciones seleccionadas fueron 10° a 107 mientras que para los hongos, estas
fueron 102 a 10™* . Posteriormente, 0.1 mL de las diluciones anteriores fue colocado
por triplicado en la parte central de una caja petri con medio so6lido, Agar Nutritivo
en el caso de las bacterias y PDA para el hongo {(Anexo 1). La alicuota (0.1 mL) fue
distribuida uniformemente en el medio de la caja con la ayuda de un tubo de cristal
esterilizado. Todo lo anterior se hizo en condiciones asépticas en una camara de flujo
laminar. Las cajas fueron incubadas durante cinco dias a 28°C. La evaluacion de las
bacterias se realizé dos dias después de la siembra y la de los hongos a los dos y
cinco dias después de la siembra. E} promedio de las tres cajas fue convertido a UFC

mL"' 0 UFC cm2de cada prueba.
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Anexo 2. Fermentador
Material

Para la elaboracion de este fermentador se utilizo el material siguiente:
manguera de latex de 7 mm de diametro interior, tubo de cristal de 7 mm de diametro
exterior, jeringas esterilizables de 60 cc de capacidad, algodon absorbente, velo de
angel, gasa, tapones de hule del nimero 6.5 y 9, papet aluminio, pinzas Hoffman,
ligas de hule, matraces erlenmeyer de 1000 mL y aditamentos para pecera
(manguera de plastico flexible, una bomba de aire, dos valvulas de paso de aire una

de cinco pasos vy ofra de dos).
Armado

Filtros. Para la elaboracion de los filtros se utilizaron jeringas de 60 cc cuya parte
frontal (donde va la aguja) fue cortada (estas seran referidas posteriormente como
tubos). Una vez realizado lo anterior, se procedié a introducir algodon hasta llenar
. dos terceras partes del tubo, colocando al final gasa y velo de éngel. En cada lado
. del tubo fue colocado un tapén de hule en cuya perforacion de 7 mm de didmetro se
colocd a su vez un pedazo de tubo de vidrio de 7 mm de didmetro exterior y de 6 a 8
cm de longitud; una vez colocados los tubos los tapones fueron sujetados con hilo.

“Finalmente los filtros fueron sellados con masquen tape.

. Distribuidor de aire. Este distribuidor se armé con una valvula de cinco pasos de aire

y otra de dos pasos unidas por manguera de hule. Todo este material generalmente
se utiliza como aditamento para peceras. Una vez unidas las dos valvulas, se tienen
seis salidas de aire y en cada una de ellas se conectd un pedazo de manguera de
hule de pecera de 8 cm de largo que sirvid para conectar las fuentes de aire a los

fermentadores.

Camara de fermentacion. A cada matraz erlenmeyer de 1000 mL se le colocd un

tapon de hule del namero 9 con dos perforaciones de 7 mm de diametro. En estas
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perforaciones se introdujeron tubos de vidrio de 7 mm de didmetro exterior: uno con
30 cm y el otro con 20 cm de longitud; los dos tubos fueron doblados a un angulo de
00° y 45° respectivamente, de tal manera que el tubo de mayor longitud funcion6

como entrada de aire y el mas corto de salida.
Ensamblado

La fuente de aire para los fermentadores es la bomba de pecera. Esta se
conecta a la entrada principal del distribuidor de aire mediante manguera de plastico
flexible. ‘

En cada una de las seis salidas de aire del distribuidor se conect6é un filtro de
algodon mediante un pedazo de manguera de latex.

A cada pedazo de manguera de latex se le coloco una pinza Hoffman en su
parte media para controlar mas eficientemente el paso de aire y evitar movimiento
innecesario de las conexiones. Sus extremos fueron ademas asegurados con ligas
de latex para evitar fugas de aire.

El filtro conectado al distribuidor de aire se coloco en la entrada de aire de la
* camara de fermentacion (tubo de vidrio mas largo) con ayuda de manguera de latex.

La longitud de la manguera fue variada (debe cubrir perfectamente los tubos de
vidrio tanto e! de salida del filtro como el de entrada de aire de la camara de
fermentacién). Las uniones se aseguraron con ligas de latex perfectamente
estiradas y amarradas.

- En la salida de aire de cada camara de fermentacion (tubo mas corto) se
“conecto otro filtro de algodén mediante un pedazo de manguera de latex, que cubrid
totalmente los tubos de vidrio (el de salida de la camara y el de entrada del filtro). Las

uniones se aseguran con ligas y pinzas Hoffman.

Funcionamiento

Estetilizacion del material. Todas las partes que forman .a ia bateria de
‘fermentadores se esterilizaron a una presion de 18.51b pulg.? por un periodo de una

hora, y el armado se realizé en condiciones asépticas.
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Inoculacién. En cada camara de fermentacién se colocaron 500 mL de medio de
cultivo liquido (caldo nutritivo) esterilizado como se describi6 en el apartado 8.1.1.
Una vez que se enfrio, el medio liquido fue inoculado con ayuda del asa
bacteriologica con cada una de las cepas de bacterias que se pretendian
incrementar. El indeulo fue tomado de las placas de AN previamente sembradas €l
cual se diluyo en 5 mL de agua destilada estéril; y fue vertido en el medio liquido
contenido en las. camaras de fermentacion, todo esto fue realizado en condiciones

asépticas en la camara de flujo laminar y calor {mecheros).

Aireacioén. El abastecimiento de oxigenacion a cada fermentador se proporciond
_ con la bomba de aire de pecera. Para ello se introdujo el tubo de vidrio de entrada de
aire lo mas abajo posible sin tocar el fono del matraz. Los pasos de aire del
distribuidor fueron calibrados para lograr una aireacion constante y adecuada sobre
el medio liquido, es decir, que la formacidon de burbujas de aire en el interior no

sobrepasar el tubo de salida.

Tiempo de aireacién. El tiempo que se le proporcion6 aireacion a los fermentadores
~ en funcién del grado de turbidez alcanzado en el medio y a la produccion de inoculo

fue variado, siendo de cinco dias el periodo Optimo.

Produccién de inéculo libre de contaminantes. Se realizaron pruebas para
determinar la cantidad de indculo producido en cada camara de fermentacion
cuantificandose 81.3 x 10 8 UFC mL™, Se corroboré ademas la ausencia de agentes
contaminantes en las bacterias de interés objeto del incremento. Esto fue realizado
con bacterias cuyas caracteristicas morfologicas facilitaron su identificacion (R51 por

ejemplo).
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Anexo 3. Datos obtenidos en las diferentes evaluaciones realizadas

Evaluaciones realizadas en el afio 2001

Porcentaje de severidad (%promedio) de P. infestans en el experimento de

invernadero durante el ciclo 2001.
DDS MEZCLA A MEZCLAP MEZCLA BIOPAKFE ACROBAT TESTIGO

TR ABSOLUTO
30 0 0 0 0 0 0
37 1.5 2.5 15 2 2 3
44 105 7.8 6.5 5.3 43 9.1
51 12.3 7 10.3 6.8 3.5 18.3
58 19.3 14.5 19 15.5 3.8 43
65 40.8 25.8 32 45.3 25 73

DDS = Dias después de la Siembra

Numero de esporangios mL™ producidos en los tratamientos de invernadero 2001.
DDS MEZCLAA MEZCLAP MEZCLA BIOPAKF ACROBAT TESTIGO

TR ABSOLUTO
30 0 0 0 0 0 0
37 7000 6000 7000 6000 5000 8000
44 32000 14000 18000 8000 5000 27000
51 69000 85000 98000 33000 28000 113000
58 118000 41000 40000 95000 28000 143000
65 131000 79000 135000 80000 8000 168000

Rendimiento de tubérculos de papa por tratamiento en el experimento de invernadero

durante el ciclo 2001.

TRATAMIENTO PESO TUBERCULO SANO PESO TUBERCULO
(@) ENFERMO (g)
MEZCLA A 368 81
MEZCLA P 469 188
MEZCLA TR 930 93
BIOPAK F 375 143
DIMETOMORF 1135 0
TESTIGO ABSOLUTO 456 193
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Porcentaje de severidad (%promedio) de P. infestans en el experimento de campo

durante el ciclo 2001.
DDS MEZCLAA MEZCLAP MEZCLA BIOPAK F RIDOMIL TESTIGO

TR GOLD ABSOLUTO
16 0 0 0 0 0 0
23 15.6 12 27.5 18.8 26 24
30 81 36.5 52.5 67.5 5 73.5
37 96.3 69 91.9 95.2 3 95.1
44 100 100 100 100 0.5 100

DDS = Dias después de la Siembra

Evaluaciones realizadas en el afio 2002

Porcentaje de severidad (%promedio} de P. infestans en el experimento de campo

durante el ciclo 2002.
‘ DDS MEZCLA MEZCLA MEZCLA BIOPAK ACROBAT RIDOMIL TESTIGO

RG1 RG2 TR E GOLD ABS.
14 0 o 0 0 0 0 0
21 4.1 8.3 8.6 9.6 0.4 0.4 5.8
28 . 445 56.5 56.5 59 17 1.5 73.8
35 08.8 99.4 99.3 100 0.4 2.1 100

DDS = Dias después de la Siembra

Porcentaje de severidad (%promedio) de P. infestans en el experimento de maceta-

campo durante el ciclo 2002.
DDS MEZCLA. MEZGLA MEZCLA BIOPAK ACROBAT RIDOMIL TESTIGO

RG1 RG2 TR F GOLD ABS.
42 0 0 0 0 0 0 0
49 0.3 0.3 2.5 2.1 0 0.5 1.2
56 9.1 8.3 9.1 9.4 1 0.3 11.9
63 38.3 218 30.8 41.5 0 0 41

70 90.5 86 91.8 91.8 1.5 1.1 96.4
DDS = Dias después de la Siembra '
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Numero de esporangios mL™ producidos en los tratamientos en maceta-campo

durante el ciclo 2002.

bDS MEZCLA MEZCLA MEZCLA BIOPAK ACROBAT RIDOMIL TESTIGO
RG1 RG2 TR F GOLD ABS.
42 0 0 0 0 0 0 0
49 0 0 0 0 0 0 0
56 18000 14000 14000 14000 2000 1000 22000
63 13000 11000 6000 16000 0 0 18000
70 22000 12000 10000 14000 2000 3000 18000

DDS= Dias después de la siembra

Rendimiento de tubérculos de papa por tratamiento en el experimento de maceta-

campo durante el cicto 2002,

TRATAMIENTO PESO TUBERCULO SANO PESO TUBERCULO
(o) ENFERMO (g)

MEZCLA RG1 1850 160
MEZCLA RG2 1640 180
MEZCLA TR 1550 180
BIOPAK F 1500 120
DIMETOMORF 1650 110
METALAXIL 1680 100
TESTIGO ABSOLUTO 1420 180
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Anexo 4. Programas estadisticos utilizados.

Programa utilizado en S.A.S® para el anélisis estadistico de los datos
.obtenidos en las diferentes evaluaciones hechas en laboratorio.

DATA

INPUT BACTER $ REPE VESC; _
VALE=SQRT(VESC); transformacion ~ ¥'= +/x
CARDS;

DATOS DEL LABORATORIO;

PROC PRINT;

PROC GLM;

CLASS BACTER REPE;
MODEL VALE= BACTER REPE;
MEANS BACTER/TUKEY;

RUN;

Programa utiiizado en S.A.S® para el analisis estadistico de los datos
obtenidos en las diferentes evaluaciones hechas en invernadero y campo.

DATA

INPUT EVALUACION DDS REP MEZCLA SEV;
CARDS;

DATOS DE CAMPOQ;

PROC SORT; BY MEZCLA REP DDS;
DATA AUDPC;SET CAMPOQ;
SEGAREA = ((SEV + LAG (SEV))/2) * (DDS - LAG(DDS));
IF DDS =16 THEN SEGAREA = . ;
PROC PRINT,;
TITLE 'Area Parcial Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (% - dias).";
PROC SUMMARY DATA = AUDPC NWAY;
CLASS REP MEZCLA;
VAR SEGAREA,
OUTPUT OUT = TOTAREA SUM(SEGAREA)=TOTAREA;
PROC PRINT;
TITLE 'Area Total Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (%-dias).’;
TITLE2 'por repeticién, de los tratamientos utilizados Vs. Tizén tardio.';
PROC GLM DATA=TOTAREA;
CLASS REP MEZCLA;
MODEL TOTAREA = REP MEZCLA;
MEANS MEZCLA/TUKEY;
TITLE 'Anova para el Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (%-dias).’;
RUN,;
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Anexo 5. Analisis de varianza de los diferentes experimentos realizados

Evaluacién en hojas desprendidas de papa de bacterias serie A sobre esporangios

de P. infestans.

Fuente Grados de Sumade Cuadrado F Pr>F

libertad cuadrados medio

Tratamiento 12 9.98 0.83 4.37 0.0003
Error 35 6.66 0.19

Total 47 16.65
R*=0.59 C.V.(%)=31.13

Evaluacion en hojas desprendidas de papa de bacterias serie A sobre zoosporas de

P. infestans.
Fuente Grados de Sumade Cuadrado F Pr>F
libertad cuadrados medio
Tratamiento 12 8.49 0.70 3.83 0.0009
Error 35 6.46 0.18
Total 47 14.95
R%= 0.56 C.V. (%) = 32.10

Evaluacion en hojas desprendidas de papa de bacterias sefie R sobre esporangios

de P. infestans.

“Fuente Gradosde Sumade Cuadrado F Pr>F

libertad cuadrados medio

Tratamiento 19 6.42 0.33 5.16 0.0001
Error 70 4.58 0.06
Total 89 11.00

R?=0.58 C.V. (%)= 18.14
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. Evaluacién en hojas desprendidas de papa de bacterias serie R sobre zoosporas de

P. infestans.
Fuente Gradosde Sumade Cuadrado F Pr>F

libertad cuadrados medio

Tratamiento 19 5.056 0.26 3.94 0.0001
Error 70 4.72 0.06
Total 89 9.78

R*= 0.51 C.V. (%)= 18.67

Experimento en invernadero 2001. Analisis del Area Bajo la Curva de Progreso de la

Enfermedad ( ABCPE } de los tratamientos aplicados para el control de P. infestans

Fuente Grados de Sumade Cuadrado F Pr>F
libertad cuadrados medio
Tratamiento 10 1482522.9 148252.29 5.60 0.0002
Error 25 661990.34  26479.61
Total 35 2144513.24 _
R*=0.69 C. V. (%)= 41.09

Experimento en invernadero 2001. Andlisis de la produccion de esporangios en los

tratamientos aplicados para el control de P. infestans

Fuente Grados de  Suma de Cuadrado F Pr>F
libertad cuadrados medio
Tratamiento 10 68747166666 687416666  8.76 0.0001
Error 25 19627583333 785103333
Total 35 88374750000
R?=0.77 C.V. (%) = 61.69
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Experimento en campo 2001. Andlisis del Area Bajo la Curva de Progreso de la
Enfermedad ( ABCPE ) de Ios tratamientos aplicados para el control de F. infestans

Fuente Grados de Sumade  Cuadrado F Pr>F
libertad cuadrados medio
Tratamiento 14 16449923.52 1174994.53 21.32 0.0001
Error 45 2480428.38 55120.63
Total - 59 18930351.91
R%= 0.86 C. V. (%)=17.60

Experimento en campo 2002, Analisis del Area Bajo ta Curva de Progreso de la
Enfermedad ( ABCPE ) de los tratamientos aplicados para el control de P. infestans

Fuente  Gradosde Sumade Cuadrado F Pr>F
libertad cuadrados medio
Tratamiento 15 9339616.65 ©622641.11 24.52 0.0001
Error 54 973872.55  18034.67
Total 69 10313489.2
R%=0.90 C.V. (%) = 23.12

Experimento en maceta-campo 2002. Analisis del Area Bajo la Curva de Progreso de
la Enfermedad (ABCPE) de los tratamientos aplicados para el control de P. infestans

Fuente Grados de Sumade Cuadrado F Pr>F
libertad cuadrados medio
Tratamiento 15 5967985.27 39786568  82.26 0.0001
Error 54 261179.8 4836.66
Total 69 6229165.07
R*= 0.95 C.V. (%)= 15.10

Experimento en maceta-campo 2002. Andlisis de la produccion de esporangios en
los tratamientos aplicados para el control de P. infestans

Fuente Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
libertad cuadrados medio
Tratamiento 10 1613714285.71 161371428.57 8.75 0.0001
Error 24 442857142.85 18452380.95
Total - 34 2056571428.57
R?=0.78 C.V. (%)= 65.36
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Anexo §. Graficas de condiciones ambientales de Toluca, México 2001-2002
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- Daily rainfall ( mm ), average daily temperature (°C ), and number of
hours during which relative humedity is above 99% (Hrs RH >= 90%)
during the period of potato growing. Toluca, México, 2001.

Kindly provided by Gaspar Romero-Montes, CEEM staff.
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Daily rainfall (mm), maximum, minimum and average daily temperature (°C),
average daily relative humidity (%) and number of hours/day with relative
humidity above 90% (Hrs RH >= 90%) during the potato growing cycle. Toluca,
México, 2002.
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