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GLOSARIO

Antagonismo: se refiere a la interaccidon entre organismos o sustancias que

causa la pérdida de actividad de uno de ellos.

Bacterias: Organismo microscopico unicelular procariota, carente de nucleo,

gue se multiplica por division celular sencilla o por esporas.
Biocontrol : Capacidad de organismos vivo para controlar otros organismos.

Cepas: colonia de microorganismos aislados y caracterizados molecularmente

hasta género y especie.

Conidios: Cada una de las esporas que nacen por gemacion en el extremo de

una hifa especializada o no.

Controlados biologico : Microorganismo con la capacidad de controlar el
desarrollo o interrumpir el ciclo de vida de otro microorganismos, disminuyendo

o eliminando su poblacion

Electroforesis: Fendmeno de migracion que presentan las particulas cargadas

cuando se someten a la accién de un campo eléctrico.

Esporas: Unidad reproductiva, tipica de la reproduccién asexual que puede ser

unicelular, y gue no necesita fecundarse para originar un nuevo individuo.

Hifas: Cada uno de los filamentos que constituyen el aparato vegetativo de

algunos hongos, que sirve para tomar los nutrientes del suelo.

Hongos: Organismo pluricelular heterétrofo que vive fijo en la tierra o en la
superficie en la que crece, generalmente en lugares humedos; carece de
clorofila, se alimenta principalmente de materia en descomposicion y se

reproduce de forma sexual o asexual.
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Materia organica: Materiales que se encuentran en el suelo y cuyo origen son,
residuos vegetales o animales precedentes de organismos muertos en

diferentes etapas de descomposicion.

Microorganismo: Especies 0 grupos constituidas por individuos, que son
distinguidos Unicamente con el uso de un microscopio. Se separan en

microflora y microfauna.

PCR (del ingles “polymerase chain reaction”). Reacc  i6n en cadena de la
polimerasa: Sistema de amplificacion genética que permite obtener millones de
copias de un determinado fragmento de ADN o ARN del que simplemente se

conozcan dos secuencias que lo flanqueen.

pH (Potencial hidrogeno): Abreviatura que indica el grado de acidez o
alcalinidad de un medio. Las soluciones son acidas cuando el valor de pH
comprende entre 0 y 7 en orden decreciente; las soluciones son alcalinas
cuando el valor de pH oscila entre 7 y 14 en orden creciente. Las soluciones

son neutras cuando el valor de pH es de 7.
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RESUMEN

Los tubérculos de la papa son afectados por patégenos en el suelo, un ejemplo es
Streptomyces spp., agente que causa la sarna comun de la papa; estos
actinomicetos disminuyen la calidad de la papa, debido a las lesiones que causan
en el exterior de ella (acorchamiento), disminuyendo su comercializacion.
El biocontrol, es la utilizacion de microorganismos antagonistas para el control o
eliminacion de patdégenos. Existen varios agentes antagonistas conocidos, en esta
investigacion utilizamos dos, Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum, para ello se
aislo el patdogeno de la region, en suelos agricolas donde anteriormente se
presento la enfermedad y se trabajé con ese aislado nativo patogénico, ademas se
utilizaron cepas comerciales y nativas aisladas e identificadas como antagonistas
en el laboratorio de bioinsecticidas del CIIDIR Sinaloa. Se realizé la identificacion
molecular hasta género del patégeno a través de un PCR como complemento a la
identificacion morfoldgica, el cual resulto ser Streptomyces spp. Una vez realizados
los bioensayos de antagonismo e infeccion en el laboratorio, se realizaron las
pruebas en invernadero, utilizando concentraciones conocidas de los antagonistas
(B. subtilis 1x10% 1x10°, 1x10® UFC/ml, T. harzianum 1x10°, 1x10% 1x10%
esporas/ml) y del patégeno (3x10° esporas/kg) aplicado en el sustrato. Los
antagonistas fueron aplicados de igual forma. Se realizaron mediciones cada 15
dias durante el desarrollo fenoldgico de la planta. Los datos de las variables se
analizaron usando el paquete estadistico SAS, y aplicando un ANOVA y una
prueba de TUKEY. Se encontré que la mejor cepa fue la numero 3 de B. subtilis
(cepa comercial) la cual presentd la mejor produccion de tubérculo, asi como una
nula incidencia de la enfermedad. En conclusion B. subtilis en general tuvo mejores
resultados que T. harzianum, no obstante ambos pueden ser usados como

biocontroladores contra la sarna comun de la papa.
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ABSTRACT

Potato tubers are affected by pathogens in the soil, an example is Streptomyces
spp. Which one is the agent of common scab of potato; these actinomycetes
diminish the quality of potatoes, causing injuries on the outside, decreasing their
marketing. Biocontrolis the use of antagonistic microorganisms to control or
eliminate pathogens. There are several known antagonists, this research used two,
Bacillus subtilis and Trichoderma harzianum, for  this investigation the
pathogen was isolated in the region, in agricultural soils where previously the
disease was introduced and worked with tentative isolated pathogenic strains were
used in addition commercial and native isolated and identified as antagonists in the
laboratory of bioinsecticidas in CIIDIR Sinaloa. We perform the molecular
identification of the pathogento genus through a PCRto complement the
morphological identification, which turned out to be Streptomyces spp. Once
the antagonism bioassays and infection in the laboratory were tested, we probe the
antagonic action in a greenhouse, using known concentrations of the antagonist
(B. subtilis 1x104, 1x106, 1x108 CFU / ml, T. harzianum 1x105, 1x108, 1x1010
spores / ml) and the pathogen (3x103 spores / kg) applied on the substrate. The
antagonists were applied in the same way. Measurements were made every
15 days during the phenological development of the plant. Data variables were
analyzed using the SAS statistical package, and applying ANOVA and Tukey's
test. It was found that the best strain was the number 3 of B. subtilis (commercial
strain) that presented the best potato production and none incidence of the
disease. In  conclusion B. subtilis generally acted  better than  T. harzianum,

however both can be used as biocontrol against common scab of potato.

Vi
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I. INTRODUCCION

Desde tiempos remotos la agricultura forma parte basica de la supervivencia del ser
humano, desde las recolecciones y primeras siembras hechas por nuestros
antepasados, hasta la fabricacion de estructuras y la creacion de atmoésferas

controladas para mejorar la calidad y produccién de los cultivos.

El hombre siempre ha buscando superarse asi mismo por lo que ha experimentado
con nuevos métodos y técnicas de produccién agricola lo cual ha llevado al
desarrollo de la agricultura protegida, ya sea como un invernadero, una casa
sombra, tuneles o acolchados, con el fin de proteger al cultivo de condiciones
adversas del clima y de diversos patégenos. Aln asi, existen microorganismos
causantes de enfermedades que se encuentran tanto en el ambiente como en la
rizosfera del cultivo, es por ello que algunos son mas susceptibles a estas
enfermedades, como los tubérculos, los cuales se exponen a un medio que contiene

patdgenos que generan enfermedades.

Los tubérculos de la papa son afectados por algunos de estos microorganismos
patdgenos como Streptomyces spp., agente causante de la sarna comun de la
papa. Estas enfermedades provocan en el cultivo importantes pérdidas de
rendimiento y calidad comercial en su cosecha, lo cual es un resultado no grato para
los agricultores que se enfrentan a retos mayores para controlar las enfermedades
causadas por patégenos en el suelo; ademas las normas de inocuidad alimentaria

exigen alimentos sanos para el consumo.

Por lo anterior, en el presente trabajo se han evaluado microorganismos como B.
subtilis y T. harzianum como posibles antagonistas contra microorganismos

patégenos y en particular contra Streptomyces spp.
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[I. ANTECEDENTES
2.1. Papa Solanum tuberosum (L.)
2.1.1. Generalidades

La papa es una planta originaria del altiplano Andino en una area que coincide
aproximadamente con el Sur del Perl, donde ha sido cultivada y consumida al
menos desde el VIII milenio A.C. Fue introducida a Europa por los conquistadores
espafoles, tardo miles de afios en incorporarse a la dieta por contener sustancias
toxicas en sus partes verdes, pero posteriormente se convirti6 en uno de los

principales cultivos en distintas regiones del planeta.

Las especies de papa cultivadas son tetraploides que pertenecen a la especies
Solanum tuberosum (L.) es una planta anual, herbacea, dicotiledénea, de tallo
erecto, que con el tiempo tienden a desarrollarse pegada al suelo, puede medir
hasta 1m de altura, sus hojas estan compuestas con 7 foliolos de forma lanceolada;
las flores tienen forma de estrella y sus pétalos estan fusionados; el color de la flor
puede ser blanco, rosado o violeta con el centro amarillo. En los tallos subterraneos
se producen los tubérculos, que pueden ser de forma oval, redondeada o claviforme,
esta es la parte comestible el tallo subterrdneo y un reservorio de energia para la
planta. Es una especie autbgama pese a que posee individuos altamente
heterocigotos, su fruto es una baya verde pequefia que tiene forma semejante a un
tomate. Los tubérculos estan cubiertos por una “exodermis” que aparece al romperse
la “epidermis” que va engrosandose con el tiempo. Sobre la superficie existen “0jos”
(que son orificios por donde brotan raices y tallos de planta) o hundimientos en
forma helicoidal. Ademas, hay orificios que permiten la respiracion, llamados

lenticelas (Roman y Hurtado, 2002).
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2.1.2. Ubicacion taxonomica
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Salanales

Familia Solanacea

Género: Solanum

Especie: S. tuberosum

2.1.3. Variedades

En el mundo se cuenta con una gran cantidad de variedades, las cuales se pueden
dividir en industriales, para consumo fresco y variedades llamadas finas. En nuestro
pais existe un importante nimero de variedades entre las que destaca la Alpha, que
se utiliza en el 44% de la superficie nacional cosechada y mas de la mitad de la
produccion total del pais; ademas de que se cuenta con otras como la Atlantic,
Gigant, Criolla, Mondial, entre otras (SAGARPA-ASERCA, 1998).

La papa se puede clasificar de acuerdo con su uso en tres diferentes variedades:

a). Variedades industriales: Se caracterizan por su alto contenido de féculas
(alrededor del 20 por ciento); son resistentes al frio y a las enfermedades,
generalmente tardias; la pulpa esta formada por células grandes y de color blanco.
b). Variedades de gran consumo: Tienen la pulpa blanca formada por células
pequefias, son utilizadas tanto en la alimentacion humana como en la de algunos

animales domésticos, también se emplean para la extraccion de fécula.
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c). Otras variedades consideradas como finas tienen la pulpa amarilla y esta formada
por células pequefas y apretadas, suelen ser precoces y de rapido desarrollo (SIAP,
2008).

2.1.4. Siembra de la papa

Las plantas de papa prefieren un suelo de tipo arenoso, fértil y &cido (pH de 5.0 a
5.5). No se recomienda modificar el suelo con cantidades grandes de estiércol y
otros tipos de materia organica. La adiciéon de materia organica puede incrementar la
incidencia de la sarna. Esta enfermedad también es un problema en suelos alcalinos
0 “dulces”. Se recomienda comprar papas certificadas libres de enfermedades.
Generalmente las papas que sobran de la cosecha del afio anterior pueden
transmitir enfermedades no visibles. Antes de la siembra (en invernadero), se deben
cortar los pedazos con un cuchillo filoso, y cada uno de ellos debe contener al
menos 2 0jos, los pedazos de papa son propensos a descomponerse en suelos
frescos y humedos, para prevenir esto, se tratan los pedazos cortados con un
fungicida o se almacenan a una temperatura de 60 a 70 ¥ a humedad relativa alta
por varios dias. Esto permite que la superficie cortada se cure antes de sembrarse,
lo cual reduce las pérdidas ocasionadas por el deterioro de las semillas. Las papas
pequenas se pueden sembrar enteras. La siembra de papas es en algunos lugares
en otoflo. Se siembran los pedazos de papa y papas pequefias enteras a una
distancia de un pie en un surco a una profundidad de 4 a 3 pulgadas, debe haber

una distancia de 2 a 3 pies entre las hileras (Hynes, 2000).

Superficie Sembrada

En México se siembran aproximadamente 65 mil hectareas, de las cueles Sinaloa
ocupa el segundo lugar en cuanto a superficie con un total de 12 mil hectareas, tan
solo por debajo de Sonora, quien siembra aproximadamente 13.5 hectareas, con un

total de 300 mil toneladas.
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Aunque la papa es originaria de Ameérica, actualmente ésta se cultiva en todo el
mundo y en muchos paises es el alimento basico, como lo es el arroz, el maiz o
trigo. Los principales paises productores son China, Rusia, India, Ucrania, Estados
Unidos y Polonia. Rusia es el pais con mayor superficie cultivada, ocupando el 30%
del total mundial dedicado a este cultivo, seguido de China, Ucrania, India, Polonia y
Estados Unidos, que en conjunto aportan en 76% del total de la produccién (SIAP,
2008).

2.1.4.1. Monocultivo

Un monocultivo se refiere a la plantacion o reproduccion de una sola especie de
plantas en un terreno que puede o0 no ser delimitado. Este sistema de cultivo a largo
plazo disminuye los nutrientes del suelo erosionandolo, lo cual debilita al mismo
permitiendo la entrada de organismos patdégenos que llegan a causar una
enfermedad, este tipo de problema se presenta con gran severidad en los cultivos de
papa, ya que es recomendable dejar un tiempo de 3 a 4 afos entre ciclos de
produccion, es por ello que enfermedades como la rofia de papa, entre otras
enfermedades, son tan severas en algunos lugares (Shiva, 1994).

2.1.5. Importancia de | cultivo de la papa
2.1.5.1. Nutricional

Segun la FAO, aunque depende de la variedad cultivada, el tubérculo se compone
basicamente de 72-75% de agua, 16-20% de fécula en forma de almidén, 2.0-2.5%
de substancias nitrogenadas, 0.15% lipidos y 1.0-1.8% de fibra dietética como
celulosa. Otro compuesto contenido en el tubérculo es la solanina, producida en
pequeinas cantidades (menos de 0.2 mg/g de producto). En general, la papa es un
alimento rico en carbohidratos, ya que tiene un alto contenido de almidén, el cual
conforma el 80% de la materia seca. A traves del consumo de papa hay una
importante contribucién de proteinas y minerales como el hierro y el fosforo, y de

otras vitaminas como las de complejo B, de gran importancia en la nutricion del ser
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humano. La papa cruda es muy toxica por la solanina lo cual se pierde al momento
de la coccion al igual que se pierde cierto contenido de la vitamina C. La solanina
aumenta con la exposicién a luz solar dandole a la papa un sabor muy desagradable

y amargo el cual se mantiene incluso después de la coccion.

2.1.5.2. Econémica

La produccion de papa en los paises desarrollados, especialmente en Europay en la
Comunidad de Estados Independientes, ha disminuido en promedio un 1 % al afio
en los ultimos 20 afios. Sin embargo, la produccion en los paises en desarrollo ha
aumentado a una tasa promedio del 5% anual. Los paises Asiaticos, en particular
China y la India, han impulsado este crecimiento. En 2005, la participacion de los
paises en desarrollo en la produccién mundial de papa fue del 52 por ciento, con lo
que superd la del mundo desarrollado. Hace 20 afios los paises en desarrollo
apenas producian poco mas del 20%. Aun asi, hoy en dia la produccion y el
consumo mundial de papas crece a tasas inferiores que la poblacién. El consumo de
papas frescas, que antes era como se utilizaba basicamente este producto, esta
disminuyendo en muchos paises, sobre todo en las regiones en desarrollo.
Actualmente se elaboran mas papas para satisfacer una demanda en aumento de
las industrias de los alimentos rapidos, aperitivos y alimentos de facil preparacion.
Las principales razones de esta tendencia son el crecimiento de la poblacion urbana,
el aumento de los ingresos, la diversificacion de la alimentacion y el tiempo

necesario para preparar el producto fresco para el consumo (SIAP, 2008).

2.1.6. Probleméat ica econémica

Por lo general, en México las papas se consideran un producto voluminoso,
perecedero y cuyo transporte es costoso, con poco potencial de exportacion, que se
limita mayormente al comercio transfronterizo. Estas limitaciones no han
obstaculizado el comercio de la papa, que se ha duplicado en volumen y cuyo valor

6
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casi se ha cuadruplicado desde mediados del decenio de 1980. Este crecimiento se
debe a la demanda internacional sin precedentes de productos elaborados, en
particular productos de papas congeladas y papas deshidratadas. Hasta hoy, los
paises en desarrollo no se han beneficiado de este crecimiento comercial. El
comercio internacional de papas y productos de papa sigue siendo inferior a la
produccion, ya que so6lo un 6% de la produccion nacional llega al mercado
internacional. El elevado costo del transporte, asi como el de la refrigeracion, son
importantes obstaculos para ampliar el comercio internacional de este producto. La
gran demanda mundial lleva a productores a intentar explotar al maximo la
produccion de este tubérculo, lo cual se maneja como un monocultivo, acarreando
serios problemas entre ellos enfermedades derivadas del aumento de la densidad de

microorganismos en la rizosfera que rodea a la planta (SIAP, 2008).

2.1.7. Distribucion y ¢  omercializacion

Los mecanismos de comercializacién en nuestro pais se llevan a cabo dependiendo
de la region donde se produzca, la organizacion de los productores, el tamafio de las
unidades productivas y de la infraestructura para almacenaje con que se cuente. En
Sinaloa, una gran parte de los productores cuentan con grandes bodegas en las
distintas centrales de abasto del pais, lo que les permite comerciar directamente el
producto. Los que no tienen bodegas envian directamente su producto a las
centrales de abasto en donde previamente se fija el precio. La industria compra
directamente a los productores bajo el esquema de agricultura por contrato; lo
mismo ocurre en toda la zona norte del pais. En el Estado de México el mediador es
fundamental. Los medieros comparten la mitad de los gastos de produccion, pero
también les corresponde la mitad de las ganancias, bajo este esquema, los
productores o medieros venden directamente en las centrales de abasto con base
en un contrato previo; en éste se establece el precio de venta y las condiciones de la
hortaliza; también se vende utilizando el mecanismo de oferta y demanda para fijar

el precio en las centrales de abasto. Igualmente existen los intermediarios, los cuales
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compran a pie de parcela el producto y después ellos lo venden en las centrales de
abasto o pequefios mercados. En general, la comercializacion empieza cuando la
produccion es llevada a los centros de abasto, ya sea por los propios productores o
por los intermediarios que la adquieren a pie de parcela. Después de la central de
abasto, se distribuye a los diferentes mercados, tianguis y centros comerciales. Para

que finalmente la adquiera el consumidor final (SIAP, 2008).

2.1.8. Norma Oficial Mexicana para la comercializacién de la papa

2.1.8.1. Inocuidad

NOM-012-FITO-1996

Establece la cuarentena exterior para prevenir la introduccién de plagas de la papa.
NOM-025-FITO-2000

Para el establecimiento de zonas bajo proteccion y zonas libres de plagas
cuarentenadas de la papa.

NOM-040-FITO-2002

Requisitos y especificaciones para la produccion y movilizaciéon nacional de papa
comercial.

NOM-041-FITO-2002

Requisitos y especificaciones fitosanitarias para produccion de material propagativo
asexual de papa (Diario oficial de la federacion).

2.1.8.2. Calidad

NMX-FF-022-SCFI-2002

Esta Norma Mexicana establece las especificaciones minimas de calidad que deben
cumplir los tubérculos de papa S. tuberosum (L.), en todas la variedades cultivadas,
para ser cultivadas en estado fresco y en territorio nacional después de su

acondicionamiento y envasado (Diario oficial de la federacién).
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2.1.9. Enfermedades de que afectan al cultivo de la papa

Existen muchas enfermedades que pueden atacar a la papa, las cuales pueden ser
causadas por bacterias, hongos, nematodos, entre otros, esto debido a que el
tubérculo esta en contacto directo con la rizosfera, la cual es albergue de millones de

microorganismos, tanto patdégenos como benéficos.

2.1.9.1. Producidas por h ongos

Sarna polvorienta

Organismo causal: Spongospora subterranea (Wallr.) Lagerh. f.sp.

Costra negra o rizoctoniasis
Organismo causal: Rhizoctonia solani (Khiin)
* Marchitez por Verticillium o verticiliosis
Organismo Causal: Verticillium spp. Reinke and Berth.
* Tizon tardio
Organismo Causal: Phytophthora infestans (Mont.) de Bary
e Tizén Temprano o mancha negra de la hoja
Organismo causal: Alternaria solani (Sorauer)
* Cenicilla, Oidiosis

Organismo causal: Erysiphe cichoracearum (D.C. ex Merat.)
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2.1.9.2. Producida por v irus

» Enrollamiento, enrollado de las hojas
Agente Causal: Potato leafroll Virus (PLRV)

e Mosaico rugoso
Agente causal: Potato Virus Y (PVY)

* Mosaico Latente 0 mosaico suave
Agente causal: Potato Virus X (PVX)

« Amarillamiento de venas de la papa

Agente causal: Potato Yellow Vein Virus (PYVV)

2.1.9.3. Producidas por b acterias
* Pudricion blanda
Organismo causal: Erwinia carotovora Var. Carotovora Dye
* Moco o dormidera

Organismo causal: Ralstonia solanacearum (Smith) Yabunchi et al.

Existen otros microorganismos como los fitoplasmas los cuales causan la punta

morada en papa.
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2.2 Sarna comun de la papa (SCP)
Organismo causal: Streptomyces spp. (Thaxter) Waksman and Henrici.

La sarna es una enfermedad del tubérculo que se encuentra en casi todo el mundo
donde se cultiva papa, menos donde el suelo es muy acido. Los tubérculos son los
mas afectados y los sintomas mas comunes son:
Pustulas o lesiones levantadas de forma circular, aspecto corchoso, color marrén y
entre 5-10 mm de didmetro en la superficie de los tubérculos, las pustulas pueden
unirse y formar superficies afectadas mas grandes, lesiones hundidas o cavidades
semi profundas (0.5 a 1 cm), lesiones necroticas en forma de figuras poliédricas y/o
lesiones necréticas de forma reticular o estrellada, los diferentes sintomas que
muestran los tubérculos de papa estan asociados a la tolerancia o susceptibilidad de
las variedades. Los sintomas pueden cubrir el 100% de la superficie de los
tubérculos afectados. No se han observado sintomas en el follaje, pero
experimentalmente se ha obtenido infeccibn en hojas de papa y otras plantas
(Hooker, 1981).

Los tubérculos semillas infectados no estan considerados como la fuente principal de
infeccién. Estudios realizados determinaron que no existe correlacion entre la
severidad en los tubérculos de una nueva progenie y el inéculo del tubérculo semilla,
en todo caso, s6lo se produce una ligera infecciéon cuando se usa semilla infectada
(Adams y Hide, 1981). Los tubérculos se infectan principalmente por el in6culo
presente en el suelo y esto se produce después de tres afios de sembrar tubérculos
infectados (Pavlista, 1996. Fischl, 1990).

Andlisis genéticos recientes han postulado un mecanismo comun de patogenicidad
en actinomicetos. Este mecanismo involucra varios genes de virulencia asociados
incluyendo a los relacionados en la biosintesis de taxtomina (txtAB). La taxtomina se
encuentra involucrada en la inhibicion de la sintesis de celulosa e induce los
sintomas de la SCP a través de la necrosis y de la hipertrofia. Otro de los genes

involucrados es necl que codifica una proteina que participa en la necrosis y se ha

11



Olimpia Castro Rodriguez 2011

comprobado que existe una fuerte correlacion entre la produccién de taxtomina y la
presencia de necl en cepas patogénicas (Lazarovits et al., 2007).

2.2.1. Ciclo de vida de Streptomyces spp.

Streptomyces es un microorganismo poco comun que tiene una forma de
crecimiento similar a los hongos filamentosos. Sin embargo, sus filamentos son
mucho menores que las hifas de estos hongos. Este actinomiceto sobrevive en el
suelo en forma de esporas y en el tejido infectado, se propaga a través del agua, el
material vegetal infectado, y que puede ser levantado por el
viento. Streptomyces infecta los tejidos jovenes (como los tubérculos en desarrollo)
directamente y obtiene acceso a mayores tejidos a través de heridas y aberturas
naturales, también produce una toxina, y una vez que ha entrado en el tubérculo
crece tanto que entre las células de la epidermis genera la formacién de mdltiples
capas de corchosas, que se traduce en la aparicibn de costras de las lesiones
(Lehtonen et al. 2004). En la figura 1 podemos observar el ciclo de vida desde el

momento de infeccidn hasta la generacion de hifas y esporas.

Streptomyces

B micrnu bd-inle
ik e b NP
emticolan hRasE o

Aeanere

?"'('}-‘3‘3’

[
A stndosn o
e
ek st

Hra el
y e roliaci oeh
[ropamitiopane o Roais corthonas
Dretodorn ge la kewin

15 Hicﬁ-?-—"’

Lisones. sn s v r.-rm:t
00 S AT

Figura 1. Ciclo de vida de Streptomyces spp.
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2.2.2. Morfologia del cultivo in vitro

En 1989 Lambert y Loria observaron a Streptomyces scabies y Streptomyces
acidiscabies los cuales presentan las siguientes caracteristicas:

Las dos especies son Gram-positivas. En cultivos de laboratorio, vistas las placas
por el reverso, las colonias son de color amarillento, rojizo o blanquecino de acuerdo
al medio de cultivo usado y la especie de bacteria presente. Las colonias son de
crecimiento lento, pero con el tiempo van desarrollando un sobre crecimiento aéreo
a manera de micelio ramificado, de color plomo y aspecto pulverulento que contiene
masas de esporas.

En medio de cultivo Agar-Tirosina (AT), las colonias producen el pigmento melanina.
La especie S. scabies muestra cadenas de esporas en forma helicoidal, mientras
gue S. acidiscabies muestra cadenas de esporas en forma flexuosa. Por otro lado, S.
acidiscabies se desarrolla en suelos acidos en pH de 4.5y S. scabies en suelos con
pH 5.2 a 7. S. scabies produce dos fitotoxinas, taxtomina A y taxtomina B (Loria et
al., 1997).

2.2.3. Tipos de control o manejo de la enfermedad
2.2.3.1. Quimico

Para el control quimico de esta enfermedad actualmente se utilizan productos que
atacan o previenen infecciones o infestaciones fungosas, como es el caso de
MANCOZEB el cual estd en el grupo de los ditiocarbamatos. Mancozeb es un
fungicida que actia como una pelicula de protecciébn en la semilla de papa,
impidiendo o disminuyendo el ataque de hongos a la semilla, su accionar se basa en
la alteracion de la respiracion celular del agente patogénico, interrumpiendo

ciertos procesos metabdlicos (Proteccion de cultivos, informacién técnica).

13



Olimpia Castro Rodriguez 2011

Otro tipo de control quimico que se ha utilizado para la sarna comun de la papa es el
uso de bromuro de metilo, el cual es un contaminante altamente residual y no se

recomienda usarlo (International Standards For Phytosanitary Measures).

2.2.3.2. Cultural
Haynes et al., 2003 recomiendan realizar las siguientes practicas culturales:

» Usar como semilla tubérculos sanos, procedentes de campos sanos.

* Rotar el cultivo con maiz, trigo, cebada, alfalfa.

» Evitar las rotaciones con plantas hospedantes como: remolacha, betarraga,
zanahoria y trébol rojo. S. acidiscabies no sobrevive en plantas no
hospedantes.

* Mantener el pH del suelo entre 5 a 5.2, utilizando fertilizantes que producen
acidez como el sulfato de amonio, especialmente para controlar S. scabies

» Evitar o limitar las aplicaciones de estiércol de ganado vacuno en suelos
infestados. El estiércol mantiene la sobrevivencia del patégeno y favorece el
desarrollo de S. scabies.

* Mantener la humedad del suelo, al nivel de capacidad de campo, desde el

inicio de la tuberizacion hasta 6 semanas despues.

2.2.3.3. Control b iologico

El control biolégico es una herramienta util para tratar de erradicar o controlar plagas
en suelos agricolas, mas cuando los microorganismos que utilizamos pueden darle
cierto beneficio al suelo o a las mismas plantas. Lo podemos definir de forma
generalizada con el concepto enunciado por Baker y Cook (1974) hace mas de 30
afios, segun estos autores se entiende por control biolégico la reduccién de la
densidad o de las actividades inductoras de enfermedades de un patégeno o

parasito, en su estado activo o latente, lograda de manera natural o a través de la
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manipulacion del ambiente, del hospedante o de antagonistas del patégeno o plaga

que se quiere controlar.

Otra definicidon seria: la utilizacion de microorganismos antagonistas para el control
de enfermedades, entendiéndose por antagonistas, aquellos organismos que
interfieren en la supervivencia o desarrollo de los patdgenos. Por ello es muy
importante que éstos colonicen el cultivo en el nUmero necesario y en el momento
adecuado. Esto no es obligatorio asi si no intervenimos para asegurarlo; la
colonizacion puede ser demasiado tardia o ser insuficiente y corregir esa situacion
puede implicar la modificacion tanto del habitat agricola como el no-agricola
asociado. Antes de finalizar el siglo XX ya habia una clara conciencia, avalada por
varias estimaciones, de que las pérdidas de cosecha por la accion de plagas,
enfermedades y malas hierbas habian aumentado en la segunda mitad del siglo a
pesar de haber multiplicado por diez el empleo de productos fitosanitarios. También
se habia anunciado repetidamente la necesidad de introducir criterios de
sostenibilidad en las practicas agricolas, incluidos aquellos criterios tendentes a
disminuir sus impactos en el medio ambiente. De ello se derivo en la misma época
una creciente actividad de investigacion cientifica, basada fundamentalmente en la
ecologia, orientada a conocer mejor, por una parte, nuestros agrosistemas y, por
otra, a aumentar la eficacia de métodos de control distintos al uso de plaguicidas
(Arno, 2005).

2.3. Antagonistas usados en el control biolégico de patdégenos de plantas

Existe un grupo importante de hongos y bacterias que presentan efectos
antagonicos contra otros microorganismos y esta accion puede ser aprovechada
como una forma de control biologico de patdgenos vegetales. Entre los
microorganismos mas importantes que se han utilizado para el control biolégico se
encuentran las bacterias de los géneros Pseudomonas, Bacillus y hongos de los
géneros Gliocladium, Fusarium y Trichoderma. Este altimo es el mas utilizado para
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el control de un grupo importante de patdégenos del suelo. En la naturaleza existe
una interaccion continua entre los patdogenos potenciales y sus antagonistas, de
forma tal que estos ultimos contribuyen a que en la mayoria de los casos no se
desarrollo la enfermedad. En condiciones naturales los microorganismos estan en un

equilibrio dinamico en la superficie de las plantas (Larrea., 2001).

2.3.1. Mecanismos mediante los cuales los antagonistas eje rcen su accion

No es facil determinar con precisidon los mecanismos que intervienen en las
interacciones entre los antagonistas y los patdgenos sobre la planta. En general los
antagonistas no tienen un unico modo de accion y la multiplicidad de modos de
accion no es una caracteristica a seleccionar en un antagonista. Se han descrito
varios mecanismos de accion de los antagonistas para controlar el desarrollo de
fitopatdgenos. Estos son: antibiosis, competencia por espacio o por nutrientes,
interacciones directas con el patégeno (micoparasitismo, lisis enzimatica), e

induccion de resistencia (Cook and Baker, 1983).

2.3.1.1. Antibiosis

Se refiere a la produccion de sustancias toxicas por parte de un microorganismo
contra otros microorganismos, las cuales actian en bajas concentraciones (menores
a 10 ppm). La antibiosis es el mecanismo de antagonismo ms estudiado entre
microorganismos (Larrea, 2001).

2.3.1.2. Competencia

Se puede definir competencia como el desigual comportamiento de dos o mas
organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizacién del mismo

por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible para los demas. Un factor

16



Olimpia Castro Rodriguez 2011

esencial para que exista competencia es que haya "escasez" de un elemento, si hay
exceso no hay competencia. La competencia mas comun es por nutrientes, oxigeno
0 espacio. Existen dos tipos de interacciones directas entre los antagonistas y los
patdgenos ellas son el parasitismo y la predacion. (Larrea, 2001).

2.3.1.3. Parasitismo

El término parasitismo se refiere al hecho de que un microorganismo entre o penetre
a otro. Puede ser definido como una interaccion antagénica entre organismos. El
parasitismo consiste en la utilizacion del patégeno como alimento por su antagonista.
Generalmente se ven implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas,
celulasas, b-1-3-glucanasas y proteasas que lisan o digieren las paredes de los
hongos (Melgarejo, 1989; Ulhoa, 1996).

2.3.1.4. Predacion

En el caso de la predacion el antagonista se alimenta de materia organica entre la
cual ocasionalmente se encuentra el patégeno. No ha sido un mecanismo de accién
muy importante en el desarrollo de agentes de biocontrol. Los reportes mas
conocidos citan la presencia de amebas en suelos supresores de enfermedades las
cuales se alimentan de las hifas (cuerpos) de hongos patdgenos entre otras fuentes
de alimento (Campbell, 1989).

2.3.1.5. Induccion de resistencia a la enfermedad

Las plantas presentan mecanismos bioquimicos y fisicos o estructurales de
resistencia endégena regulados genéticamente. Se puede inducir resistencia en
plantas mediante el uso de diferentes inductores como bajas dosis de luz

ultravioleta, compuestos naturales de las plantas como quitosano (producto de la de
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acetilacion de la quitina), y también mediante el uso de microorganismos

antagonistas. (Larrea, 2001).

2.3.2. Estudios con m icroorganismos an tagonistas

» Control biolégico de la sarna comun de la papa en campo con antagonistas

de Streptomyces Scabies.

Liu et al. (1995) llevaron a cabo el control de la sarna de la papa utilizando dos
cepas supresivas de Streptomyces (cepas PonRy PonSSll) en cuatro afios de
experimentos. La cepa supresora fue cultivada en una base de caldo de harina de
avena y mezclada con suelo y vermiculita que favoreciera formaciéon de sarna en 1,
5,y 10% (v/v). Los tratamientos correspondientes del 1 al 5y con 10% se utilizaron
para ver el porcentaje de sarna y el control de la infeccion y los controles sin
antagonistas se dispusieron para investigar la dilucion y efecto de los nutrientes en
el control de la sarna. Ambas cepas disminuyeron significativamente la sarna en los
tubérculos de papa en comparacion con el tratamiento sin antagonistas. En el
primer afio de esfuerzo de supresion del nivel de infeccion, el 1% no fue
significativamente diferente al control de la sarna de los niveles de 5y 10%. No se
observaron diferencias  consistentes  en el nivel decontrol de Ila
enfermedad proporcionada por las cepas PonR y PonSSIl. Para la primera cepa, el
control de la enfermedad después de la inoculacion aumenté cada afio en el nivel
del 1%, mientras que el control de la enfermedad con la inoculacion de un 10% se
mantuvo constante. Los efectos de la dilucion en caldo de cultivo de nutrientes de
avena al 10% fue la reduccion de la sarna significativamente durante los primeros 2
afios, pero no en los Ultimos dos afos.La cepasupresora no afecté el
rendimiento del tubérculo y se aislaron nuevamente de los tubérculos cultivados en

suelo inoculado en los cuatro afios del experimento.
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» Trichoderma harzianum como biofungicida para el biocontrol de Phytophthora

capsici en plantas de pimiento Capsicum annuum (L.)

En los ensayos de control bioldgico en pimiento ejercido por Trichoderma harzianum
(T.h.) sobre Phytophthora capsici, agente causal de la podredumbre de pimiento, se
ha optimizado la produccién de la biomasa del antagonista T. harzianum al comparar
su desarrollo en tres diferentes medios y soportes de cultivo. EI método de
produccion de la biomasa de T. harziamun en Agua-Avena-Vermiculita resulté ser el
mas rentable por su rapido y abundante crecimiento, viabilidad y bajo costo para
utilizarlo como inoculo del suelo, al compararlo con los crecidos en Czapek liquido y
PDA (Papa Dextroxa Agar). La prueba del antagonismo in vitro contra T. harzianum
en medio PDA enriguecido con Laminarina-glucosa (3:1, v/v), mostr6 que T.
harzianum aumenté los niveles de enzimas hidroliticas B-1,3- glucanasa (lisis
enziméatica), ejerci6 una mayor competencia por espacio y nutrientes e interactud
directamente con el patégeno (micoparasitismo), todo esto juega un papel
importante en la reduccion y destruccion del patdgeno. El filtrado del medio PDA
donde se habia cultivado T. harzianum afect6 al crecimiento de las radiculas de las
semillas in vitro. En ensayos in vivo las plantas crecidas a partir de semillas tratadas
mostraron un peso seco mayor a las plantas testigo. En conclusion, el tratamiento
con T. harzianum fue capaz de reducir hasta un 65% la “tristeza” causada por el

patdogeno en plantas de pimiento (Mohammed et al., 2004).

» Bacillus spp., como Biocontrol de Fusarium spp., Rhizoctonia solanu Kihn y
Phytophtora capsici Leonian y su efecto en el Desarrollo y Rendimiento del
Cultivo de chile Capsicum annuum (L.)

Guillén et al., 2006 dieron a conocer el potencial del biocontrol de cuatro aislados de
Bacillus y la mezcla de éstos (B1, B3, B9 y B13) sobre los patdgenos causantes de
pudriciones de raiz en campo, asi como su efecto en el desarrollo y rendimiento de

cultivo de chile. La aplicacion de las bacterias incremento la altura de planta en 20%
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y el rendimiento al final del cultivo mejoré 2.7 veces. Ademas que la severidad de
pudricion de raiz se redujo en 39% respecto al testigo. La identificacion molecular de
los bacilos se realizd por pruebas bioquimicas, placas, y por la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) con oligonucleétidos especificos para el gen ribosomomal
16S. El aislado de Bacillus B1 se identificO como Bacillus amyloliquefaciens, B3
como B. lincheniformis y B9 y B13 como B. subtilis. En un arbol filogenético estos
Bacillus fueron agrupados por separado con otros aislados de la bacteria del mismo

género.

2.3.3. Trichoderma harzianum (Hartz)

Pertenece a la subdivision deuteromycotina, siendo un hongo imperfecto que carece
de estructuras de reproduccion sexual. Estas especies se encuentran ampliamente
distribuidos en el mundo, estando presente en casi todos los suelos y habitat
naturales, especialmente los que contienen materia organica. Su distribucion esta
asociada a condiciones de pH, temperatura, humedad, materia organica y presencia
de otros hongos del suelo. Son agentes de biocontrol de fitopatdgenos del suelo y de
la parte foliar, que pueden degradar una amplia gama de metabolitos secundarios
entre ellos, una variedad de antibidticos. Son potencialmente agentes de control
bioldgico. Tienen requerimientos nutricionales minimos y crecen muy rapidamente

con abundante esporulacion (Harman et al., 2004.)

2.3.3.1. Morfologia

Es un hongo anamorfo perteneciente a la clase Hyphomycetes, cuyo estado sexual
o telomorfico corresponderia a Hypocrea, caracterizandose por la formacion de

peritecios (Alexopoulus, 1996).

Su estructura de esporulacion son conidios asexuales, y su estructura de resistencia,

clamidosporas, estas son similares a las de otros hongos, siendo cinco a 10 veces
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mas grandes que los conidios, por sus grandes reservas de lipidos (Cohen et al.,
1983). Posee conidioforos erectos o arrastrados, altamente ramificados, mas o
menos conicos en los que al final se agrupan en forma de pelotas. Las colonias de
esporas son de rapido crecimiento, con micelio compacto y de coloracién blanco a
verde (Cook, 1983).

2.3.3.2. Requerimientos nutri cionales y condiciones Optimas de crecimiento

Para su establecimiento, requieren de humedad entre 87 y 97%, un pH &acido para
su buen desarrollo en el suelo, y una fuente de alimentacion (materia organica con
actividad microbiologica alta) (Cook, 1989). Las distintas especies del género
Trichoderma tiene buen crecimiento frente a un amplio rango de temperaturas. Sin
embargo, su 6ptimo, se sitla de 15°-35C. La temperatura maxima se encuentra
entre los 30 y 36C y el pH éptimo entre 3.7 y 4.7 a concentraciones normales de
CO,. Un Potencial osmotico de -40 bares en el medio es tolerado por el hongo
(Domsch et al., 1990).

2.3.3.3. Mecanismos de accion

Los mecanismos de accion que utilizaria Trichoderma en la planta son: competencia,
produccion de antibiéticos y micoparasitismo. Aunque no todos estos pasos ocurren
en una interaccion en particular en todos los organismos involucrados, la clave es la
transferencia de los nutrientes desde el microorganismo objetivo al micoparasito
(Infante et al., 2009).

Segun Cook y Barker (1983) la forma de accién de T. harzianum es por competencia
y predacion, enrollando su micelio en las hifas del patégeno blanco evitando el paso
de nutrientes y deteniendo su desarrollo. Se ha visto ademas que hifas susceptibles
de los microorganismos blanco son penetradas, siendo vacuoladas, colapsando y
siendo finalmente desintegradas. Por lo tanto el dafio causado por Trichoderma al
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microorganismo blanco que es colonizado es severo; altera y degrada la pared
celular, desorganiza el citoplasma, retrae la membrana plasméatica de la pared,
afecta ademas la replicacion celular inhibiendo la germinacion de esporas y la
elongacién del tubo germinativo. Existen también algunas especies y razas de
Trichoderma capaces de producir antibioticos especialmente a pH bajo (Cook, 1989).
Este se pude encontrar dentro de la rizosfera y también fuera de ella, también

coloniza y protege las raices de las plantas.

2.3.3.4. T. harzianum como controlador biolégico

El hongo comenzo a ser utilizado en 1960 como degradador de celulosa y desde ese
momento se ha utilizado en la industria quimica, textil, alimenticia y la de control
bioldgico. Las razones para utilizar hongos de este género se debe al alto grado de
adaptabilidad demostradas por su distribucién cosmopolita, en casi todos los suelos
del mundo, bajo diferentes condiciones ambientales y su capacidad de utilizar
distintos substratos utilizables por su caracter de saprofito (capaz de degradar
materia organica en descomposicion). Esto genera capacidad competidora. Ademas,
sus mecanismos de interaccion con el patdgeno y planta, varian dependiendo del
patégeno a controlar, de la especie de Trichoderma utilizada e incluso del aislado.
Todo lo anterior, unido al nivel mas bajo de riesgo que representa para los
mamiferos y el ecosistema, lo hace uno de los mejores biocontroladores que existen
en el mundo. Muchos investigadores destacan sus propiedades como controladores
bioldgicos, de multiples patégenos de plantas. Esto ha implicado un alto grado de
desarrollo tecnolégico, que ha dado como resultado en los ultimos afos la aparicion
de multiples formulados comerciales de distintas cepas para el control biol6gico de

enfermedades (Gonzalez et al., 2005).
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2.3.4. Bacillus subtilis (Khon)

Sefala que la bacteria Bacillus subtilis no es potencialmente patégena, no produce
endotoxinas y secreta proteinas al medio, algunas de ellas con propiedades
antifingicas, como la subtilina y otros antibioticos de la familia de las iturinas. Se
utiliza industrialmente como insecticida y fungicida. La subtilina liberada por B.

subtilis actia sobre la pared celular de los hongos (Gonzales et al., 2002).

2.3.4.1. Morfologia

Segun Gonzales y Fragoso en 2002 Bacillus subtilis:

Corresponde a una bacteria Gram positiva.

* Producen endoesporas, las que son termo resistente y también resisten
factores fisicos perjudiciales como la desecacion, los acidos y los
desinfectantes quimicos.

* Muchos bacilos producen enzimas hidrofilicas extracelulares que
descomponen polisacaridos, acidos nucleicos y lipidos, permitiendo que el
organismo emplee estos productos como fuentes de carbono y donadores de
electrones.

e Producen antibiéticos y son ejemplo de estos la bacitracina, polimixinina,

tirocidina, gramicidina y circulina.

» Son fermentativas, usualmente fermentan caseina y almidon.

2.3.4.2. Requerimientos nutri cionales y condiciones optimas de crecimiento

Son el género mas abundante en los suelos virgenes. Los bacilos en general crecen
bien en medios sintéticos que contienen azucares, acidos organicos, alcoholes, etc.,

como las Unicas fuentes de carbono y el amonio como una unica fuente de
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nitrogeno. Viven dentro los limites de temperatura de 55 a 70C, el limite inferior de

pH para él genero Bacillus es de 2 a 3 (Gonzales et al., 2002).

2.3.4.3. Mecanismo de accion

Sumando al antagonismo, la competencia y la liberaciéon del contenido celular, B.
subtilis también ha demostrado inducir la resistencia sistémica natural de la planta
contra patdégenos bacterianos y fungosos, propiedad llamada Resistencia Sistémica
Adquirida (Butt et al., 1999).

2.3.4.4. B. subtilis como controlador bioldgico

B. subtilis es conocido por ser antagonista de muchos hongos patdgenos vegetales.
Este antagonismo es logrado a través de diversos mecanismos que incluyen la
competencia por nutrientes; exclusion de sitios, colonizacién de la bacteria en el
patogeno y/o la liberacion de componentes celulares durante el crecimiento, para
eliminar o reducir los competidores en su medio ambiente inmediato (Butt et al.,
1999).

El tratamiento de semillas como los cereales, maiz dulce y zanahorias con
suspensiones acuosas, pastas o polvos que contienen a las bacterias B. subtilis, han
protegido a las plantas contra los patdgenos de la raiz y ha dado como resultado un
mejor crecimiento y produccion de esos cultivos (Agrios, 1997). Cuando varias
clases de frutos de hueso, es decir, duraznos, nectarinas, albaricoques y ciruelos
fueron tratados, después de haber sido cosechados, con suspensiones de la
bacteria antagdnica B. subtilis, permanecieron libres de pudricion café causada por
el hongo Monilinia fructicola, cuando menos durante nueve dias (Agrios, 1997).
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l1l. JUSTIFICACION

En Sinaloa la sarna comun de la papa es uno de las principales problemas para los
productores, quienes han recurrido principalmente al control quimico, el cual no ha
sido suficiente para el control de este patdgeno, es por esto que el uso de
microorganismos antagonistas es una alternativa para reducir el problema de la

sarna comun de la papa sin afectar el entorno.

El control efectivo de Streptomyces spp. utilizando a B. subtilis y T. harzianum no
esta suficientemente probado, ademas de que al utilizar cepas antagonistas nativas

podrian tener mejores resultados de efectividad contra el patégeno en la region.
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V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar a nivel de laboratorio e invernadero la efectividad biolégica de T. harzianum

y B. subtilis, en el control de la infeccion de la sarna comun de la papa Streptomyces

Spp.

4.2. Objetivos especificos

1.- Aislar e identificar cepas que causan la enfermedad de la sarna de la papa

Streptomyces spp.

2.- Realizar pruebas moleculares para la identificacion de la cepa causante de la

infeccion de la sarna comun de la papa.

3.- Determinar en pruebas de laboratorio el efecto antagonista e inhibitorio de T.

harzianum y B. subtilis vs Streptomyces spp.

4.- Evaluar en invernadero la efectividad biologica de las cepas de T. harzianum y B.

subtilis con efecto regulador de la sarna comun de la papa.

4.3. Hipotesis

El uso de cepas nativas de Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis tienen
efectividad biolégica para utilizarse como agentes de biocontrol contra Streptomyces
spp., que es el agente causal de la sarna comun de la papa, en pruebas de

laboratorio e invernadero.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Aislamiento del patdgeno causante de la sarna comun
5.1.1. Postulado de Koch

Este postulado indica los siguientes puntos:

1. EL microorganismo patdgeno debe aislarse siempre de organismos enfermos y

nunca de organismos sanos.

2. Cuando un organismo est& enfermo la bacteria debe aislarse en cultivo puro.

3. Si la bacteria se inocula a otro organismo sano debe reproducirse la enfermedad.
4. La bacteria debe aislarse nuevamente en cultivo puro.

Estos consideramos nos sirven para corroborar que tanto en laboratorio y campo se

esta utilizando el mismo agente patégeno.

5.1.2. Aislamiento de Streptomyces spp.

Se realizé un muestreo dirigido, seleccionando muestras de papa con sintomas de la
enfermedad y de suelo donde en previos ciclos agricolas se ha presentado la
incidencia de la sarna comun de la papa. Se muestrearon cinco puntos dénde se

presento la enfermedad.

El muestreo se llevo a cabo el dia 27 de Mayo del 2010, en un lote comercial de

cultivo de papa en Guasave, Sinaloa.
Procedimiento

Para el aislamiento de Streptomyces spp, a partir de lesiones de sarna en tubérculos
de papa se sigui6é el método de Lindholm et al., 1997 que consiste en:

1. Lavar los tubérculos de papa con agua corriente
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2. Desinfectar los tubérculos con una solucién de hipoclorito de sodio al 1%
durante un minuto.
Enjuagar con agua destilada estéril.
Extraer el tejido color pajizo translicido que se encuentra inmediatamente
debajo de la lesion y macerar en agua destilada estéril (1g/10ml) en un mortero
esterilizado.

5. Mezclar 1 ml del macerado con 9 ml de una solucién fenol-agua (1:140)

6. Hacer cuatro diluciones de la mezcla.

7. Sembrar 50 pl de cada dilucién en medio agar-agua o0 en medio agar-agua con

antibioticos con una espatula de Drigalski e incubar a 28C durante 7 a 10 dias.

Solucién stock de antibidticos

Agua destilada 100.0 ml
Nystatina 500.0 mg
Sulfato de polymixina B 50.0 mg

Penicilina sodica (Sodium penicillin G)  10.0 mg
Cycloheximida 500.0 mg

La solucién puede ser esterilizada por filtracién y almacenada a 5C a

20°C durante 4 semanas.

8. Purificar los cultivos a partir de una sola colonia en medio AB (agar
bacteriol6gico) y Czapek e incubar a 28C durante 14 dias, al cabo de los
cuales se pueden observar el color de las colonias y las caracteristicas

morfologicas del patdégeno.

5.2. Bioensayo in vivo (patogenicidad de aislados )

La prueba in vivo mostro6 el efecto o dafio que ocasionan las cepas aisladas de suelo

y tubérculo donde se presentd sarna comun de la papa.
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La prueba in vivo se llevé a cabo de acuerdo a la técnica descrita por Conde y
Andreu en 2005, para ello se necesitan semillas de papa libre de patdgenos, que
pueden ser obtenidas directamente con los productores o en comercializadoras
certificadas, una vez que se obtuvieron los organismos, se llevaron al laboratorio de
bioinsecticidas y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 10% por 10 minutos,

una vez transcurrido ese tiempo se lavaron con agua destilada estéril.

En una campana de flujo laminar se realizaron cortes transversales de las “caras” de
papas, de tamafo adecuado para ponerlas en una caja petri la cual cuenta con
algodén humedo con agua destilada estéril, se realizara el corte y se puso en la caja
petri, posteriormente se le inocularon las diferentes cepas aisladas por la parte
superior, correspondiente a cada tratamiento, se usaron 10 aislados y un control
positivo (+) y se incubaron con condiciones controladas (28C y 90% humedad
relativa por 1 mes) para observar el desarrollo de cada inoculo, asi como el efecto

que tuvieron sobre el tejido vivo.

5.3. Identificacion molecular a nivel género

El aislado que generd infeccion en la prueba in vivo se analiz6 mediante pruebas
moleculares de extraccibon de DNA y PCR con oligonucleétidos especificos

(Monclardini et al. 2002) para saber el género del mismo.

5.3.1. Extraccion de DNA gendmico

La extraccion de DNA de los aislados antagonistas se realizé a partir de cultivos en
medio de cultivo TS caldo. Se tomaron 1.5 ml del cultivo y se colocaron en un tubo
Eppendorf y se centrifugaron a 12,000 rpm durante cinco minutos hasta formar una
pastilla, se decanté el sobrenadante y la pastilla se homogeniz6 en 200 ul de
DNAzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA Cat. No. TR 118). El homogeneizado se

centrifugd 10 min a 10,000 rpm, se recupero la fase acuosa y se transfirié a un tubo
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nuevo. Se agregaron 200 ul de etanol al 100%, se mezclé por inversion y se dejo
incubar durante tres minutos a temperatura ambiente para facilitar la precipitacion.
Posteriormente, se centrifugd la muestra durante cuatro minutos a 12,000 rpm. El
sobrenadante se decanto y al precipitado se le agregaron 100 pl de etanol al 75%, y
se centrifugd por tres minutos a 12,000 rpm. Finalmente, se dejo secar la pastilla a
temperatura ambiente y posteriormente se resuspendié en 50 ul de agua destilada

esteéril.

5.3.2. Electroforesis en gel de agarosa

Se pesaron 0.24 gr de agarosa al 30% y se disolvieron en 30 ml de TAE 0.5X, se
calentd para disolver el agar en un matraz de 250 ml. Una vez que se enfria la
solucion se le adicionaron 0.4 ul de bromuro de etidio. Se vertio en el molde para el
gel y se dejo enfriar 30 min, se cargaron la muestra resultante de la extraccion de
DNA (5 ul). Los productos se visualizaron con luz UV y se fotografiaron los productos
de PCR en un fotodocumentador modelo Chemi Doc (BIO-RAD).

5.3.3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
Se utilizaron los oligonucle6tidos P1 y P2 los cuales son especificos para el género
Streptomyces spp. (Monclardini et al., 2002).

* P1 Sm6F 5-GGTGGCGAAGGCGGA-3'
* P2 Sm5R 5-GAACTGAGACCGGCTTTTTGA-3'

El tamafo esperado del producto amplificado es de 600 Pb

<«— SM5R

TEE I

—> Sm6F

—

Figura no. 2. Fragmento del gen 16 S amplificado por los
oligonucledtidos especificos para Streptomyces spp. = 600 pb.
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Coctel para PCR (volumen total 50 pl)

Ingrediente 1 reaccion
* Buffer 10X Gotaq 10 pl
« dNTP’s (10 pM) 1 ul
e P1Sm6F 0.08 uM 2.5 yl
« P2Sm5R 0.08 uM 2.5yl
* Gotaq 0.5 ul
« HyO 32.5 ul
« DNA 1 ul

El programa utilizado en el termociclador (BIORAD) fue el siguiente: un paso inicial a
95 € por 5 min para desnaturalizar el DNA, 35 ciclos de 94 < por 1 min, 65 T por

45 seg, 72 T por 1 min, y un paso final de 72 € por 10 minutos. Una alicuota de los
productos de PCR se separ6 por electroforesis horizontal en gel de agarosa a una
concentracion de 1%, empleando como marcador de peso molecular se emple6 1 kb
plus (Invitrogen, EUA, Cat. No. 15628-019) los productos se visualizaron con
bromuro de etidio (0.5 mg/ml) con luz UV y se fotografiaron los productos de PCR en
un fotodocumentador de luz ultravioleta modelo Chemi Doc (BIO-RAD).

5.4. Bioensayo in vitro (prueba de antagonismo en placa)

El aislamiento inoculado que indujo la sintomatologia de la sarna comun de la papa,
la cuales son heridas acorchadas, estrelladas y oscuras en la orilla (Hooker W.
1981), se retd contra B. subtilis y T. harzianum, para observar si estos presentan

antagonismo contra el agente causal de la sarna comun de la papa.

Primero se puso a crecer el aislado de Streptomyces spp. en medio Czapek, por 5
dias, debido a que esta tarda un poco mas de tiempo en desarrollarse que los
antagonistas, por otro lado se puso a crecer B. subtilis en agar bacteriol6gico y una
semana después T. harzianum en medio PDA. Una vez que las tres cepas

estuvieron totalmente expandidas en el medio de cultivo se llevaron a una campana
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de flujo laminar donde se retaron las cepas colocandolas a los costados de la caja
conteniendo agar-agua, con un sacabocados se tomO una muestra de cada cepa
retandolos dependiendo del tratamiento correspondiente. Como control se utilizé una
cepa donada por la junta de sanidad vegetal de Los Mochis, Sinaloa. EI control
negativo fue Streptomyces spp. sin antagonista, los tratamientos se llevaron a cabo
por triplicado en el laboratorio de bioinsecticidas de CIIDIR-Sinaloa. El objetivo fue
observar cualitativamente la posible accion antagonista de B. subtilis y T. harzianum

contra Streptomyces spp.

5.5. Pruebas de patogenicidad en invernadero

Existen varios métodos para probar la patogenicidad de Streptomyces spp. en papa;
en este trabajo se utilizO una metodologia que consisti6 en adicionar los
antagonistas a tratamientos inoculados previamente con el patdégeno. Se tiene que
producir esporas en medio agar Czapek y en medio especifico para actinomicetos,
ademas contar con tubérculos semilla libre de patdogenos. Para favorecer la infeccion
se necesita mantener la humedad del suelo lo mas bajo posible durante la
tuberizacion y la temperatura del suelo a 22C para favorece el desarrollo de la

enfermedad.

5.5.1. Produccion de ind culo de antagonistas para pruebas de patogenicidad.
T. harzianum

Para la produccion de este hongo filamentoso, fue necesario hacer varias pruebas
antes de encontrar un medio adecuado para producir un gran namero de esporas
evitando la formacién de conglomerados en el medio, para posteriormente hacer las
diluciones requeridas en la inoculacion. En este experimento se tomo como base el
trabajo realizado por Chavez-Garcia et al. (2008), quienes propagaron al hongo

usando un medio hecho con caldo de arroz y agua destilada, al cual se le afiadio
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sacarosa como una fuente extra de carbono, una vez que se tuvo el medio de cultivo
este se inoculé con un ml de un pre-indculo realizado 24 horas antes, esto se realizo
con una exposicion permanente de luz a 25°C y una agitacion de 110 rpm. De esta
manera se obtuvo una concentracion de 3.8x10'° conidios/ml del cual se parti6 para
realizar diluciones para obtener las concentraciones requeridas 1x10° 1x10° y

1x10'° esporas/ml.

B. subtilis

Para la propagacion de esta bacteria se utilizd el medio basico LB en un litro de
agua. Se utilizaron 39 g de medio en polvo SIGMA y se inoculé un ml de un pre
in6culo que se generd 24 horas antes en el mismo medio en tubos de ensayo. Se
puso en agitacién a 120 rpm por 24 horas, hasta alcanzar la produccién 1x10°
UFC/ml. Al finalizar del proceso se obtuvieron las tres concentraciones que se

usaron como tratamientos. 1x10%, 1x10° y 1x10® UFC/ml.

5.5.2. Efectividad biolégica de  B. subtilis y T. harzianum contra Streptomyces

spp. en papa
5.5.2.1. Preparacion del i noculo de Streptomyces spp.
Método de Labruyere

1. Agregar esporas del patdogeno desarrolladas en medio liquido o sélido, en una
placa conteniendo perlita estéril saturada con una solucion nutriente (por litro: 20
g de sacarosa, 1.2 g L-asparagina, 0.6 g K;HPO,4, 10g de extracto de levadura)

2. Se incuban las placas a 28T durante 10 a 14 dias, luego se mezclan en una
placa de perlita (con abundante esporas y micelio) con 1 Kg de arena.

3. Se pone la arena infestada en una bolsa de plastico (un kilo de capacidad), a la
cual previamente se le hacen algunos huecos en la parte inferior para permitir el

drenaje, luego se coloca la bolsa dentro de una maceta de plastico con
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capacidad suficiente para el desarrollo de los tubérculos. Las bolsas se llenan
parcialmente con la mezcla de suelo o de arena. Se ajustaron las bolsas
dejando 10 cm del nivel de las macetas para evitar la contaminacién durante el
riego.

4. Se desinfectaron los tubérculos semilla de papa sanos con hipoclorito de sodio al
0.5% durante 10 minutos, luego se sembraron a 5 cm debajo de la superficie de
la mezcla de suelo o de arena.

5. Se regaron las plantas crecidas en la mezcla de suelo con agua corriente y las
plantas crecidas en arena con solucion nutritiva correspondiente al desarrollo de
la planta.

6. Se dio riego al minimo, para favorecer la infeccion.

7. Los tubérculos se observaron a través de la bolsa y el desarrollo de la
enfermedad puedo ser monitoreado durante la prueba.

8. Se cosecharon los tubérculos a las 13 semanas después de la siembra y se

evaluo la presencia de lesiones de sarna.

Se observaron las plantas para ver su desarrollo en cada etapa del desarrollo

fenoldgico.

El trabajo se realizé en el invernadero de las instalaciones del BIOTECSIN de CIIDIR

Sinaloa, en del ciclo agricola de otofio-invierno 2010- 2011.

5.5.2.2. Preparacién de in 6culo y método de aplicacion de  B. subtilis y T.

harzianum en invernadero
B. subtilis

Se aplicaron sobre el sustrato de la maceta el medio liquido que contenia a los
cultivos de las tres diferentes concentraciones de B. subtilis, cuando las plantas
estaban ya desarrolladas inicialmente. Con una concentracién baja 1x10* UFC/m,

una media 1x10° UFC/ml y una alta 1x10® UFC/ml, utilizando 100 ul | por maceta.
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T. harzianum

Se inocul6 el sustrato de la maceta con medio liquido que contenia al cultivo a las
tres diferentes concentraciones de T. harzianum. Una concentraciéon baja 1x10°
esporas/ml, una media 1x10® esporas/mly una alta 1x10*° esporas/ml utilizando 100

Ml | por maceta.

5.5.2.3. Evaluacion de variables experimentales en papa (altura de planta,
numero de tubérculos cosechados, incidencia de sarn a comun, severidad de la

enfermedad)

Se tomod la altura de las plantas cada 15 dias, al final del experimento conté el
namero de tubérculos en cada tratamiento, asi como el numero de tubérculos
enfermos, y se determiné la incidencia de tubérculos con sarna comun de la papa.
Los valores de las mediciones se analizaron en el paquete estadistico SAS, con un a
de 0.05.

La severidad de las lesiones se midié con la tabla de severidad de Hooker (1980)
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Escala de severidad de acuerdo a Hooker (1981).

0 no lesiones
1 lesiones superficiales
2 lesiones ligeramente hundidas o elevadas

lesiones hundidas o elevadas

4 lesiones profundamente hundidas o elevadas
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VI. RESULTADOS

Para cumplir con el objetivo 1, el cual es aislar e identificar cepas que causan la
enfermedad de la sarna de la papa Streptomyces spp. obtuvieron los siguientes

resultados.

6.1. Aislamiento de microorganismos de suelo y tejido de papa infectado

En el cuadro 2 se describen las caracteristicas morfologicas de 10 aislamientos que

se obtuvieron de muestras de suelo y tubérculos infectados.
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Cuadro 2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS 10 AISLADOS

VISTA EN  MICROSCOP

AISLADO DESCRIPCION (40x-100%)

1 Colonia color verde militar con poco micelio, abundante esporulacié
esporas muy pequefias y redondas, en microscopio presenta muchg
esporas sin formaciones miceliares aparentes.

2 Bacteria Gram positiva, colonia color rojiza en microscopio presenta gréa
numero de cuerpos bacilares como pequefios granos de arroz que 9
aglomeran y gran movilidad.

3 Colonia amarilla, gran produccién de micelio, esporulacién color ca
claro y bajo el microscopio se puede apreciar que al interior de cag
espora se encuentra un punto color negro o café oscuro.

4 Colonia color blanco alta produccién de micelio sin esporulacién, €
microscopio podemos observar que no hay esporas, tal vez aun no
madurado totalmente o no lo produzca.

5 Color verde micelios largos blancos dentro de ellos se puede apreci
liquido y estos se descomponen en esporas de forma bacilar com
granos de arroz pero inflados.

6 Colonia color amarillenta con produccion de una sustancia color rojiz
en el microscopio se observan micelios largos y esporas de un tamar]
pequefio comparada con otras observaciones.

7 Colonia color azul con produccion de micelio y esporulado blanco,
microscopio se puede observar como el micelio se enancha en algung
partes, posiblemente en la formacién de esporas.

Colonia con micelio algodonoso color crema, en el microscopio miceliq
8 largos como red entrelazados no presenta esporas.

Colonia rosada con gran expansion, esta presenta en el microscop
9 gran numero de organismos de tipo bacilar, alargadas y planas.

10 Colonia grisacea con esporulado negro, al microscopio se pueg
observar un gran numero de esporas esféricas y micelio que g
descompone en ellas.
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Se realizé una prueba para inducir la infeccién en tubérculos de papa y poder
observar que aislado generaba la enfermedad en tejido vivo. Se utiliz6 un control

positivo donado por la junta de sanidad vegetal de Los Mochis Sinaloa.

6.2. Bioensayo in vivo

Se realizd6 un bioensayo utilizando los 10 aislamientos de suelo y el control (+) en
tubérculo no infectado, lo cual dio como resultado la seleccion de un aislado (cepa
no. 10), que origind las siguientes caracteristicas de la enfermedad a las dos
semanas de inoculacion: ruptura de la epidermis de la papa, asi como el acorchado
de la zona, ademas se observaron algunas otras cepas de hongos que colonizaban,
pero estos dafios no fueron caracteristicos de la sarna comun de la papa, la colonia
de dichos microorganismos asi como su apariencia en el microscopio se ven en la

figura 3, las cuales concuerdan con la sintomatologia de la enfermedad.

Figura 3. a) Epidermis de papa infectada con Streptomyces spp. aislado
10. b) Epidermis de papa infectada con Streptomyces spp. (control
positivo).

El dafio que presento el tubérculo expuesto al aislado 10 (Figura 3a), fue
representativo y caracteristico de la enfermedad de la sarna de la papa, como herida

de forma estrellada y aspecto corchoso. En la figura 3b se muestra el control
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positivo, el cual presento lesiones en epidermis similares a las ocasionadas por el
aislado No. 10.

6.3. Caracterizacion a nivel género de  Streptomyces spp.
6.3.1. Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se llevd a cabo el reactivo DNAzol con el cual se obtuvieron

bandas intensas en el gel de agarosa.

En los carriles 1 y 2 de la figura 4 se observa las bandas de DNA gendmico obtenido
con el reactivo DNAzol, el carril nUmero 3 muestra la escalera de peso molecular de
1Kb.

.
[ r—
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E

Figura 4. Resultado de la extraccion de DNA.

6.3.2. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Utilizando los cocteles antes descritos en materiales y métodos se llevé a cabo la
reaccion de PCR donde utilizamos el juego de oligonucleétidos especificos para
Streptomyces.
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Utilizamos un control positivo con un Streptomyces antes secuenciado y uno

negativo con agua ultra pura.

Figura 5. PCR utilizando los oligonucleotidos P1 y P2 especificos para Streptomyces.
PCR utilizando como templado DNA obtenido del aislado 10, carril 1. (-) PCR utilizando
como templado agua destilada (control negativo, carril 2) (+) PCR utilizando como templado
DNA extraido de una cepa de Streptomyces spp. previamente identificado (control positivo,

carril 3) y un marcador de peso molecular en el carril 4.

En la figura 5 podemos observar el resultado del PCR con los oligonucleotidos
especificos para Streptomyces y con el DNA del aislado 10 (Strp.), el cual se

obtuvo una amplificacion similar a la banda del control positivo.

6.4. Bioensayo in vitro

Para Determinar el efecto antagonista e inhibitorio de T. harzianum y B. subtilis vs
Streptomyces spp. se realizé un bioensayo in vitro para evaluar cualitativamente a T.
harzianum y B. subtilis como antagonistas contra Streptomyces spp., los resultados
que originaron antagonismo positivos contra el patdogeno. Fueron llevados a las

pruebas de infeccién en invernadero.
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Figura 6: T. harzianum mostrando Figura 7: B. subtilis limitando el espacio de
antagonismo vs Streptomyces spp. crecimiento de Streptomyces spp.

Figura 8: Control (+) Streptomyces spp.

Las pruebas de antagonismo in vitro con crecimiento de T. harzianum y B. subtilis
mostraron un efecto antagodnico alto contra Streptomyces spp. (Figura 6 y Figura 7).
Los antagonistas compitieron también entre si (Figura 8). Se aprecia también que la
accion de estos dos microorganismos puede ser por competencia de espacio y
fuente de alimentacion, ya que no se observo un halo de inhibicion entre las colonias
tipico de antibiosis, cabe mencionar que T. harzianum compitié por espacio en la
caja con B. subtilis por lo que se concluye que la utilizacibn combinada de estos dos

microorganismos no es un tratamiento adecuado para combatir a dicho patdégeno, lo
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cual ya habia sido reportado por Cubedo-L6pez (2008) en chile y tomate con el
hongo Fusarium oxysporum.

6.5. Resultados de la medicion de variables evaluadas en invernader o
En el cuadro 3 se muestran los valores correspondientes a cada variable evaluada,
mientras que en la figura 9 se ven los mejores resultados de las mismas. Cepa 1
(C1), Cepa 2 (C2) y Cepa 3 (C3) de cada microorganismo.

Cuadro 3. Medidas de variables medidas en invernadero

25 7 8.33 1
31.33 21 43.6 1
29 14 19.44 1
31 18 46.19 2
30 21 30.37 1
32.67 6 16.67 1
32.33 21 16.67 2
32.33 23 45.24 2
31.33 33 0 0
24.67 7 8.33 1
25.67 7 16.67 1
26 9 5.56 2
27 6 16.67 1
25.33 8 6.67 2
25 9 16.67 2
25 5 0 0
24 10 13.33 2
29.33 16 56.94 2
32 14 0 0
24.67 7 0 0
27 20 100 3
27.33 8 0 0

Letras iguales significa que no hay diferencia significativa entre tratamientos
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Altura No. de Tubérculos totales
—————— S—"———
T. 1 T. |
1x107M10 | 1x10"10 |
B. subtilis B. subtilis
1x1078 1x1078
0 20 40 0 20 40
cm Numero de tubérculos
% de incidencia de sarna Severidad sarna comun
comun
— convo ) |
T. harzianum I T. harzianum
1x10710 1x10710 _
B. subtilis 1x10°8 B. subtilis
1x10/8
0 50 100 0 2 4
% Nivel de severidad

Figura 9. Mejores resultados de las variables evaluadas, en cepas comerciales de B. subtilis

y T. harzianum contra Streptomyces spp. agente causal de la sarna comun de la papa.

6.5.1. Altura de planta

Para el resultado de los andlisis en invernadero, se tomo un promedio de las
repeticiones.

La cepa 2 de B. subtilis a concentracién de 1x10° UFC/ml tuvo el mejor resultado en
cuanto a crecimiento (32.67 cm), seguido por la cepa 3 de B. subtilis 1x10* UFC/ml y
1x10° UFC/mI (32.33cm), 5y 5.33 cm por arriba de los controles positivo y negativo
respectivamente. El tratamientos con menor altura fue el de las plantas inoculadas

con la cepa 3 de T. harzianum 1x10* esporas/ml, 3.33 cm por debajo de los
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controles (Cuadro 3). Sin embargo, las diferencias no fueron significativas entre los
tratamientos ni con los controles (Cuadro 4). El resultado coincide con lo reportado
por Hooker en 1981, quien concluye diciendo que Streptomyces spp. no influye en el

desarrollo del follaje de la planta de papa, solo en los tubérculos.

Cuadro 4. Comparacion de medias en altura de planta

C2 B. subtilis 1x10° A 32.667 3
C3 B. subtilis 1x10* A 32.333 3
C3 B. subtilis 1x10° A 32.333 3
B. subtilis 1x10° A 32 3
C3 B. subtilis 1x10° A 31.333 3
C1 B. subtilis 1x10° A 31.333 3
C2 B. subtilis 1x10* A 31 3
C2 B. subtilis 1x10° A 30 3
C3 T. harzianum1x10™ A 29.333 3
C1 B. subtilis 1x10° A 29 3
Control (-) A 27.333 3
C2 T. harzianum1x10° A 27 3
Streptomyces spp.

3x10° esporas /kg (+) A 27 3
C1 T. harzianum1x10™ A 26 3
C1 T. harzianum1x10® A 25.333 3
C2 T. harzianum1x10° A 25.667 3
C1 B. subtilis 1x10* A 25 3
C3 T. harzianum1x10° A 25 3
C2 T. harzianum1x10™ A 25 3
T. harzianum 1x10"° A 24.667 3
C1 T. harzianum1x10° A 24.667 3
C3 T. harzianum1x10® A 24 3

Letras iguales significa que no hay diferencia significativa entre tratamientos
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6.5.2. Numero total de tubérculos cosechados

El mejor tratamiento en cuanto a niamero de tubérculos resulté la cepa 3 (C3) de B.
subtilis 1x10®8 UFC/ml (33 papas), seguido por el tratamiento de la misma cepa a una
concentraciéon de 1x10° UFC/ml (23 papas), el tratamiento con menor nimero de
tubérculos fue el de la cepa 3 de T. harzianum 1x10° esporas/ml, el cual generd
solamente 5 papas (Cuadro 3). sin embargo, no hubo diferencias significativas entre

los tratamientos (Cuadro 5).

Figura 10. Tratamiento 9 (C3 B. subtilis
1x10%), con mayor nimero de tubérculos.
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Cuadro 5. Comparacion de medias en numero total de tubérculos cosechados

C3 B. subtilis 1x10° A 1 3
C3 B. subtilis 1x10° A 7.667 3
C3 B. subtilis 1x10* A 7 3
C1 B. subtilis 1x10° A 7 3
C2 B. subtilis 1x10° A 7 3
Streptomyces spp.

3x10° esporas /kg (+) A 6.667 3
C2 B. subtilis 1x10* A 6 3
C3 T. harzianum1x10™ A 5.33 3
C1 B. subtilis 1x10° A 4.667 3
B. subtilis 1x108 A 4.667 3
C3 T. harzianum1x10° A 3.333 3
C1 T. harzianum1x10™ A 3 3
C2 T. harzianum1x10° A 3 3
Control (-) A 2.667 3
C1 T. harzianum1x10™ A 2.667 3
T. harzianum 1x10™ A 2.333 3
C1 B. subtilis 1x10* A 2.333 3
C1 T. harzianum1x10° A 2.333 3
C1 T. harzianum1x10® A 2.333 3
C2 B. subtilis 1x10° A 2 3
C1 T. harzianum1x10™ A 2 3
C2 T. harzianum1x10™ A 1.667 3

Letras iguales significa que no hay diferencia significativa entre tratamientos

6.5.3. Tubérculos con sarna comun de la papa

El tratamiento con menor nimero de tubérculos infectados en el experimento lo

presento la Cepa 3 (C3) de B. subtilis 1x10° UFC/m, la cual no tuvo ningun tubérculo
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gue presentara la sintomatologia. Al igual que la C2 de T. harzianum que no
presento infecciones (Cuadro 3), para la seleccion del mejor tratamiento de los dos,
se tomé en cuenta el mayor numero de tubérculos por tratamiento, B. subtilis tuvo 33
papas y el inoculado con T. harzianum 5 papas. El control negativo no presento
ningun tubérculo con sintomatologia de sarna comun de la papa. Podemos apreciar
también que el mayor niumero de tubérculos enfermos se presenté en el control
positivo (Cuadro 3), el cual fue inoculado inicialmente con Streptomyces spp. El
100% de la produccion en este tratamiento presenté sintomas caracteristicos de la
sarna comun de la papa, como podemos observar en la figura 10. Hubo diferencias
significativas entre los tratamientos con el control positivo (Cuadro 6), también hubo
diferencias significativas respeto al control negativo, solo los tratamientos de B.
subtilis 1x10° UFC/ml y T. harzianum 1x10'° esporas/ml, no fueron diferentes al

control negativo, lo que significa que son tratamientos que no lograron el control del
patégeno de la sarna comuan de la papa.

bl (Ll

e,

Figura 11. Control positivo (+), con los tubérculos infectados con sarna
comun de la papa.
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Cuadro 6. Comparacion de medias de tubérculos con sarna comun de la papa

Streptomyces spp.

3x10° esporas /kg (+) A 6.667 3
C1 B. subtilis 1x10° B 2.667 3
T. harzianum 1x10™ C B 2.333 3
C3 T. harzianum1x10™ C B 2.333 3
C2 B. subtilis 1x10° CB D 1.667 3
C3 B. subtilis 1x10° C B D 1.667 3
C1 B. subtilis 1x10° C B D 1.333 3
C2 B. subtilis 1x10* C B D 1.333 3
C2 T. harzianum1x10™ C B D 0.667 3
C3 T. harzianum1x10® C B D 0.667 3
C1 T. harzianum1x10® C B D 0.667 3
C2 B. subtilis 1x10° c D 0.333 3
C1 B. subtilis 1x10* c D 0.333 3
C2 T. harzianum1x10® C D 0.333 3
C3 B. subtilis 1x10* c D 0.333 3
C1 T. harzianum1x10™ c D 0.333 3
C1 T. harzianum1x10® c D 0.333 3
C1 T. harzianum1x10° c D 0.333 3
B. subtilis 1x10° D 0 3
C3 T. harzianum1x10° D 0 3
C3 B. subtilis 1x10° D 0 3
Control (-) D 0 3

Letras iguales significa que no hay diferencia significativa entre tratamientos

6.5.4. Incidencia de sarna comun de la papa

En cuanto a la incidencia que se presentd en los diferentes tratamientos, el mejor
resultado lo presentaron las dos cepas comerciales de los dos microorganismos a

concentraciones de 1x10® UFC/mly 1x10° esporas/ml de B. subtilis y T. harzianum,
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respectivamente (Cuadro 3) con cero % de incidencia, pero analizando los
resultados en cuanto a numero total de tubérculos cosechados observamos que el
tratamiento donde se utilizo la cepa de B. subtilis tuvo la mejor produccién de
tubérculo (33 papas) y ninguno de ellos presentd sintomas caracteristicos de la
sarna comun de la papa y el tratamiento donde se utilizo la cepa de T. harzianum
solo tuvo una produccién de cinco tubérculos lo cual nos muestra como mejor
resultado el tratamiento con B. subtilis. En la figura 11 podemos observar la
comparacion entre el nimero de tubérculos cosechados de los dos tratamientos,
donde podemos observar la diferencia entre ellos. Para este parametro el analisis
estadistico mostré diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 7), donde
podemos observar que el control positivo presento6 diferencias con los tratamientos,
sobre todo con los que fueron inoculados con T. harzianum.

Figura 12. Diferencia numérica de tubérculos cosechados en los
tratamientos 9 y 16. Los cuales presentaron 33 y 5 papas
respectivamente.
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Cuadro 7. Comparacion de medias del porcentaje de incidencia de sarna comun de

la papa

Streptomyces spp.

3x10° esporas /kg (+) A 100 3
C3 T. harzianum1x10™ B A 56.94 3
C2 B. subtilis 1x10* B A 46.19 3
C3 B. subtilis 1x10° B A 45.24 3
C1 B. subtilis 1x10° B A 43.6 3
C2 B. subtilis 1x10° B A 30.37 3
C1 B. subtilis 1x10° B A 19.44 3
C3 B. subtilis 1x10* B A 16.67 3
C1 T. harzianum1x10™ B A 16.67 3
C1 T. harzianum1x10°® B A 16.67 3
C2 B. subtilis 1x10° B A 16.67 3
C2 T. harzianum1x10™ B A 16.67 3
C3 T. harzianum1x10°® B 13.33 3
C1 T. harzianum1x10® B 8.33 3
C1 B. subtilis 1x10* B 8.33 3
C2 T. harzianum1x10® B 6.67 3
C1 T. harzianum1x10™ B 5.56 3
B. subtilis 1x10° B 0 3
T. harzianum 1x10° B 0 3
C3 T. harzianum1x10° B 0 3

Letras iguales significa que no hay diferencia significativa entre tratamientos

6.5.5. Severidad de las lesiones

Esta prueba se realizd cualitativamente, observando las lesiones que presentaban
los tubérculos enfermos, los cuales fueron mas severas en el control positivo, que en
los tratamientos donde se utilizaron los microorganismos antagonistas. En el cuadro

8 se muestra que si hubo diferencias significativas en cuanto a severidad entre los
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tratamientos presentando la mayor severidad el control positivo con una media de 3
y la menor fue de los tratamientos que no presentaron presencia de la sarna comun

de la papa.

Cuadro 8. Comparacion de medias de la severidad de los tratamientos

Streptomyces spp.

3x10° esporas /kg (+) | A 3 3
C2 B. subtilis 1x10* B 2 3
C3 B. subtilis 1x10* B 2 3
C3 B. subtilis 1x10° B 2 3
C1 T. harzianum1x10™ B 2 3
C2 T. harzianum1x10°® B 2 3
C2 T. harzianum1x10™ B 2 3
C3 T. harzianum1x10® B 2 3
C3 T. harzianum1x10™ B 2 3
C1 B. subtilis 1x10* B 2 3
C1 B. subtilis 1x10° c 1 3
C1 B. subtilis 1x10° C 1 3
C2 B. subtilis 1x10° C 1 3
C2 B. subtilis 1x10° o 1 3
C1T. harzianum1x10° C 1 3
C1 T. harzianum1x10® C 1 3
C1 T. harzianum1x10™ C 1 3
C3 B. subtilis 1x10° D 0 3
C3 T. harzianum1x10° D 0 3
B. subtilis 1x108 D 0 3
T. harzianum 1x10" D 0 3
Control () D 0 3

Letras iguales significa que no hay diferencia significativa entre tratamientos
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

En este trabajo e logré obtener el aislado numero 10 que causO los sintomas
caracteristicos de la sarna comun de la papa (Hooker, 1981) a partir de muestras de
lugares donde se habia presentado con anterioridad la enfermedad. La unica
caracteristica que no coincidié fue que la sarna de la papa tiende a formar costras
duras y obscuras sobre la herida, atribuimos este efecto a que el tubérculo expuesto
apenas tuvo un mes para desarrollar la infeccion y no alcanzé a obscurecer la
herida, ademas que la humedad fue alta (80%) y posiblemente por esta razén no se
termino la cicatrizacion de la herida. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Conde et al. (2007), quienes reportaron que en Argentina existen cepas
patogénicas de Streptomyces spp. En México no existen reportes de la presencia de
Streptomyces spp. patogénicas pero nuestros resultados indican la presencia de
cepas patogénicas de dicho microorganismo que esta afectando a la

comercializaciéon del producto en nuestro estado.

El resultado de las pruebas moleculares con oligonucleétidos especificos para
Streptomyces spp. resultod positiva, indicando que el aislado que causo los sintomas
caracteristicos de la sarna comun de la papa corresponde al género Streptomyces
spp. ya que se obtuvo una banda del tamafio esperado por PCR. Sin embargo, es
importante sefialar que serd necesario corroborar este resultado mediante la
secuenciacion de esta banda para identifica inequivocamente el microorganismo

como una especie del género Streptomyces.

En laboratorio obtuvimos resultados positivos de antagonismo de B. subtilis y de T.
harzianum contra Streptomyces spp. Los dos microorganismos por separado
actuaron de una manera mas rapida, T. harzianum creci0 sobre Streptomyces,
posiblemente micoparasitdndolo. En cuanto a B. subtilis no se presentd un
crecimiento sobre la colonia de Streptomyces, por lo cual su modo de accién puede
ser antibiosis, ya que este microorganismo es caracteristico por secretar antibioticos
como subtilina o iturinas. Cabe mencionar que T. harzianum compitié por espacio

en la caja con B. subtilis; T. harzianum es uno de los antagonistas mas utilizados
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contra hongos patdégenos vegetales (Gonzalez et al., 2005), tanto en invernadero
como en campo, lo cual coincide con nuestros resultados de antagonismo positivo
contra Streptomyces spp.. En cuanto a B. subtilis, actualmente se lleva a cabo una
investigacion en Canada que afirma que B. subtilis tiene antagonismo positivo contra
Streptomyces, en pruebas in vitro y plantea que podria ser efectivo también en

invernadero y campo (Goyer, 2011).

En nuestro resultados podemos observar como las plantas no se vieron afectadas en
cuanto a follaje ni al desarrollo fenolégico, tomando en cuenta que nuestro control
positivo y negativo tuvieron un comportamiento similar, en cuanto a crecimiento en
los cuales no hubo diferencias estadisticas significativas con los tratamientos, esto
concuerda con lo reportado por Hooker en 1981, quien expone que este patdégeno

vegetal no afecta al follaje ni desarrollo fenologico, solo a los tubérculos.

En cuanto al namero total de tubérculos cosechados los resultados obtenidos con B.
subtilis C3 muestran que a concentracion de 1x10® UFC/ml se obtuvo el mayor
namero de tubérculos, al respecto existen reportes como el de Aguilar et al. (2003)
quienes aplicaron un producto comercial llamado SERENADE a base de B. subtilis,
pudiendo observar un efecto positivo de la bacteria sobre la produccion de papas, a
diferentes concentraciones, siendo las mas altas las mas efectiva, al igual que
nuestros tratamientos donde utilizamos las diferentes cepas de B. subtilis, en las
cuales a mayor concentracion de la bacteria mayor fue el nimero de tubérculos

producidos.

La incidencia de la enfermedad mas baja la presentaron las cepas comerciales de B.
subtilis C3 y de T. harzianum C3, a alta y baja concentracién respectivamente, pero
la produccion de tubérculos en la cepa de B. subtilis fue 5.5 veces mayor que en el
tratamiento donde se utilizd6 T. harzianum. Es por esto que tomamos al tratamiento
con B. subtilis como el de mejor resultado en cuanto a incidencia; la severidad de las
lesiones fueron variadas entres los tratamientos. EIl control positivo presento las
lesiones mas severas. Esto podemos relacionarlo a una mayor presencia de

Streptomyces spp. Este actinomiceto secreta sustancias como la taxtomina A y B,
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las cuales se encuentran involucradas en la inhibicion de la sintesis de celulosa e
induce los sintomas de la sarna comun de la papa, a través de la necrosis y de la
hipertrofia. Por lo cual si no hay ningn microorganismo como antagonista que limite
o inhiba el crecimiento de Streptomyces, como el caso del control, las lesiones
provocadas al tubérculo seran mas severas que cuando no le utilicen los
antagonistas debido a la alta secrecién de Taxtomina A y B (Lazarovits et al., 2007).
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VIIl. CONCLUSIONES

¢ A nivel de laboratorio todas las cepas utilizadas de T. harzianum y B. subtilis

inhibieron en una proporcién alta el crecimiento de Streptomyces spp.

e Ninguna cepa de T. harzianum y B. subtilis tuvo efecto en la altura de planta

ni en la produccion de tubérculo respecto a los controles.

e La menor incidencia de la enfermedad se present6 en el tratamiento con la

cepa 1 de T. harzianum, a una concentraciéon de 1x10'° esporas/ml.

e | a severidad del dafo fue menor en los tratamientos donde se utilizaron las
cepas comerciales en altas concentraciones (1x10° UFC/ml y 1x10%

esporas/ml) respecto al control positivo.

¢ De manera general, las cepas nativas con mejores resultados fueron la de B.
subtilis C2 a concentracién de 1x10° UFC/ml y T. harzianum a una
concentracién de 1x10'° esporas/ml, respecto a los resultados del control

positivo.

e La cepa comercial de T. harzianum tuvo los mejores resultados en cuando al
control de la sarna comun (0% de incidencia) respecto a la cepa nativa del

mismo hongo con 2% en invernadero.

e |a cepa comercial de B. subtilis C3 tuvo los mejores resultados en cuando al
control de la sarna comun (0% de incidencia) respecto a la cepa nativa de la

misma bacteria con 8% en invernadero.
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