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PEREZ MANCIA, J E 1998 Efecto de sustratos, celulosa y glucano, sobre antagonistas
de Phytophthora infestans en tomate.

Palabras claves ' control bioldgico, antagonistas, celulosa, glucano, Phytophthora
infestans, tomate, formulaciones.
RESUMEN

El tomate es un cultivo muy rentable y ampliamente distribuido en toda el area
centroamericana, su produccion se ve limitada por el ataque de patogenos, como
Phytophthora infestans, causante del tizon tardio. En este trabajo se evailud el efecto de
dos sustratos, celulosa ( 1y 2 g/l) y glucano (40 y 80 g/L de glucano coloidal 0.28% p/v),
cinco organismos antagonistas provenientes de la coleccion de CATIE : Serratfia sp.
(054), Penicillium spp. (067 y 071), Trichoderma sp. (069) y Fusarium sp. (108), sobre el
desarrollo de Phytophthora infestans en los cultivares de tomate Hayslip y Pieraline bajo
techo Veinticuatro horas después de aplicados los sustratos se inocularon los
antagonistas (10° esporas y 107 unidades formadoras de colonias de los aislamientos de
hongos y bacterias respectivamente) y 48 horas después el inoculo de P. infestans (8 x
10% esporangios/ml) en los tres foliolos terminales de las hojas tercera y cuarta de cada
planta. El inoculo del patdgeno se mantuvo in vivo en hojas de tomate del cultivar
Hayslip. Se hicieron observaciones diarias de la severidad de la enfermedad segun el
porcentaje de area foliar afectada (PAFA) en los foliolos inoculados y del periodo de
incubacion.  Se realizaron recuperaciones de antagonistas del follaje de las plantas
inoculadas a los ocho y quince dias después de haberse aplicado La metodologia
desarrollada para la inoculacién del patdgeno bajo techo resultd efectiva con una
excelente infeccion del hongo en plantas testigo. Todos los antagonistas evaluados
mostraron un efecto claro de interferencia sobre el desarrollo de la enfermedad en
condiciones bajo techo pues disminuyeron la severidad de la enfermedad en méas de un
200% respecto al testigo. Penicilfiurn sp (087) fue el mejor antagonista ya que presentd
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la menor severidad cuando fue aplicado con sustratos y no permitié el desarrollo de la
enfermedad cuando se aplicd sin sustratos, caracteristicas que le dan un alto potencial
como agente de control bioldgico de P. infestans Los sustratos ejercieron un efecto
negativo sohre Trichoderma sp. (069) ya que la severidad de la enfermedad aumenté
cuando dicho antagonista se inoculd posteriormente a la aplicacion de sustratos. La
severidad observada con los antagonistas fue mayor cuando se aplicd glucano que
cuando se usd celulosa, independientemente de las concentraciones evaluadas. El
mejor sustrato evaluado fue celulosa 2 g/l. pues se observaron los menores niveles de
severidad y mayores periodos de incubacion al combinarse con los antagonistas
evaluados, a excepcion de Trichoderma sp. (068). No se observd efecto antagbnico
cuando el sustrato (celulosa 2 g/L) y el antagonista (Penicilfiurmn sp. 067) fueron aplicados
1 6 2 semanas antes del patégeno. La mejor época para recuperar antagonistas del
follaje lEnoculado fue & los 8 dias después de su inoculacidn. El cultivar Pieraline
presentd tolerancia al ataque de P infestans pues no presentd sintomas de la
enfermedad. Bajo condiciones ambientales naturales la formulacién con aceite y agua
favorecio el efecto antagonista, Unicamente de Fusarium sp. (108). Los resultados
obtenidos aportan informacidn importante para el control biolégico de P. infestans y
sugieren la necesidad de continuar investigando con otros antagonistas y combinaciones

de sustratos.
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SUMMARY

Key words : biological control, antagonism, antagonist, cellulose, glucane, Phytophthora
infestans, tomato, formulatios.

Tomato is a very profitable and widely distributed crop in the Central American region
however, its yield are constrained by attacks by pathogens, such as P. infestans, which
causes late blight disease  This investigation evaluated the effect of two foliar
amendments, cellulose ( 1 and 2 g/L) and glucane (40 and 80 g/L. of colloidal glucane
0.28% pfv), and five antagonists obtained from the CATIE’s collection namely, Serratia
sp. (094), Penicillium spp. (067 y 071), Trichoderma sp. (069) and Fusarium sp. (108), on
the development of P. infestans in tomato plants cvs. Hayslip and Pieraline. The
antagonists were inoculated with fungi and bacterium isolates (10° spores and 107 colony
forming units, respectively) 24 h after the application of the foliar amendments. Forty
eight hours later, P infestans inoculum (8 x 10° sporangia/ml) was applied to three
terminal leaflets of the third and fourth leaves of each plant. The inoculum of the
pathogen was conserved in vivo in the leaves of tomato ¢v. Hayslip. Disease severity,
measured as the percentage of leaf area infected (PLAI) in the inoculated leaflets, was
evaluated daily and the duration of the incubation period noted. Antagonists were
recovered from the foliage of the plant eight andk 15 days after application. The
methodology developed for inoculating pathogens in experimental environment was
effective because P infestans performed very well in the control plants. All the
antagonists evaluated showed a clear effect of interfering with disease development
under controlled conditions because disease severity was diminished by more than 200%
compared to the control. Penicillium sp (067) was the best antagonist having presented
the least severity when applied with foliar amendments and, in addition, did not allow
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disease development when applied without foliar amendments. These resuits suggest
that this antagonist has a high potential as a biological control agent of P infestans The
foliar amendments had a negative effect on Trichoederma sp. (089) due to the fact that
disease severity increased when this antagonist was‘ inoculated after applying
amendments. The disease severity observed was greater with glucane than with
cellulose, irrespective of the concentration used. The best foliar amendment evaluated
was cellulose (2 g/L) because lower levels of disease severity and longer incubation
periods were observed when combined with the evaiuated antagonists, except with
Trhichoderma sp. (069). No antagonistic effect was observed when the foliar
amendments and the antagonists were applied one or two weeks before the pathogen
The best period to recover antagonist in the inoculated foliage was eight days after
incculation. Tomato cv. Pieraline was tolerant to P. infestans infection because no
disease symptoms were observable. Under natural environmental conditions oil and
water formulations favored the antagonist effect but only in Fusarium sp. (108). These
results provide important information on the biological control of P. infestans and suggest
the need to continue working with other antagonist and combinations of foliar

amendments.
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EFECTO DE SUSTRATOS, CELULOSA Y GLUCANOQO, SOBRE ANTAGONISTAS
DE Phytophthora infestans EN TOMATE

1. INTRODUCCION

El tomate es un cultive muy rentable y ampliamente distribuido en toda el drea
centroamericana, su produccion se ve limitada por el ataque de muchos patdgenos,
como Phytophthora infestans, hongo causante del tizén tardio; enfermedad
ampliamente difundida y de importancia econdmica ya que, por sus caracteristicas
epidemiologicas, provoca drasticas reducciones en los rendimientos y altos costos de
control reducen los ingresos del agricultor  Cuando las condiciones de clima y suelo son
favorables,. el tizdn tardio puede destruir totalmente campos sembrados con tomate al

cabo de una o dos semanas (CATIE, 1990).

En Costa Rica y en la mayoria de paises del area centroamericana, el control del
tizdn tardio en tomate, depende principalmente de la aplicacion de fungicidas ya que la
mayoria de cuitivares sembrados son altamente susceptibles. La mayoria de agricultores
deben realizar aplicaciones repetidas de fungicidas, dos veces a la semana durante la
estacion lluviosa, tanto con compuestos sistémicos como protectores (Calvo ef al, 1992)
para mantener la enfermedad bajo control Pero estas aplicaciones continuas de
fungicidas perjudican no sdio la salud del agricultor, la de los consumidores y ademas

contribuyen a la contaminacion del suelo, el agua y en general del medic ambiente.

Con el propésito de mantener la sostenibilidad del agroecosistema es necesario
involucrar, dentro de la practicas actuales de manejo integrado del tizén tardio,

estrategias relacionadas con el control biolégico de enfermedades foliares, como las
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aplicaciones de sustratos para incrementar las poblaciones de antagonistas g P
infestans en el follaje o las aplicaciones de antagonistas formulados y contrarrestar asi e
efecto negativo de dicha enfermedad y promover el empleo de practicas de control

amigables con el medio ambiente.

1.1 Objetivos
1.1.1 General
Determinar el efecto de dos sustratos (celulosa y glucano) y cinco organismos

antagonistas sobre el desarrollo de Phytophthora infestans en tormnate.

1.1.2 Especificos
Identificar cudl de los dos sustratos (glucano o celulosa) y cual de las dos dosis

tienen mejor efecto para incrementar las poblaciones de organismos antagonistas a

Phytophthora infestans en el follaje de tomate.

Determinar cudl o cuédles de los microorganismos presentan un mejor efecto

antagonico sobre Phytophthora infestans .

Determinar si diferentes épocas de aplicacién de sustratos y antagonistas influyen

sobre la capacidad para reducir la severidad de Fhytophthora infestans.

Determinar si fa formulacién tiene algin efecto sobre Ia capacidad antagdnica de

los microorganismos



1.2 Hipdtesis
Las aplicaciones de celulosa y glucano (sustratos) no incrementan las poblaciones

de organismos antagonistas a Phytophthora infestans en el follaje de tomate

Las dosis de aplicacién de celulosa y glucano no influyen en el incremento de las

poblaciones de antagonistas a Fhytophthora infestans.

Ef desarrollo de Phytophthora infestans en tomate no es afectado por organismos

antagonistas.

Las epocas de aplicacién de sustratos no influyen sobre la capacidad de los

antagonistas para controlar a Phytophthora infestans.

La aplicacion de los antagonistas formulados no tiene efecto sobre Ia capacidad

antagonica de los microorganismos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de P. infestans

P infestans, agente causal del tizén tardio del tomate y la papa, fue descubierto
en Europa en 1845, cuando causé efectos desastrosos en la produccion de papa y
origind gran hambruna en Irlanda (Gregory, 1983 ; Bourke, 1991). De Bary (1876),

siguiendo las consideraciones preliminares hechas por Montage identifico al agente

causal del tizén tardio de la papa y lo llamé Phytophthora infestans.

P. infestans pertenece a la clase Qomicetes, orden Peronosporales, y familia
Pythiaceae.‘ Su micelio es cianocitico, de pared celular compuesta principaimente por
glucano, pero tambien contiene celulosa y carece de quitina (Alexopoulos y Mims, 1979 ;
Erwin y Ribeiro, 1986) ; tiene nucleos diploides y vegetativos, puede reproducirse tanto
sexual como asexualmente y ademds es productor de esporas moviles llamadas
zoosporas (Sansome, 1977 ; Brasier, 1992 ; Fry ef a/, 1993) Presenta dos tipos de
apareamiento conocidos, A1 y A2, La interaccién entre las hifas de cada tipo de
apareamiento opuesto da como resultado la formacion de oosporas (Gallegly y Galindo,

1958).

Segun Fry y Goodwin (1997) cada individuo es bisexual, capaz de producir tanto
estructuras femeninas (oogonios) como masculinas (anteridios) La sexualidad,
masculino y femenino, es independiente del tipo de apareamiento (Brasier, 1983 - 1992),
algunos aislados tienden a producir cogonios y otros anteridios y las proporciones de
formacidén de dichas estructuras dependen de las tendencias relativas de los

aislamientos parentales para actuar como masculine o femenino. Las oosporas miden de



24 a 35 um de diametro (promedio 30 pm); en cultivo in vitro pueden medir entre 24 g
56 um de diametro (Erwin y Ribeiro, 1996), pueden sobrevivir bajo condiciones adversas,

como el frio, la sequia y la ausencia de un hospedero durante varios meses y hasta por

anos (Fry y Goodwin, 1997)

Se ha observado que bajo condiciones de laboratorio P. infestans es capaz de
autofecundarse y producir oosporas si es estimulado por la presencia de otro hongo
como Trichoderma (Brasier, 1983) ; dafio mecanico o por la presencia de sustancias

organicas (Reeves y Jackson, 1974 ;. Skidmore et al, 1984 y Shattock et al , 1986)

Cuando solo se encuentra presente un tipo de apareamiento el hongo se
reproduce asexuaimente a través de la produccién de esporangios (Fry y Goodwin,
1897) ; los cuales son ovoides, elipsoides a limoniformes, caducos (pedicelo < 3 umj y
semipapilados | su tamafio promedio varia en un rango de 36 x 22 um a 29 x 19 um
(Erwin y Ribeiro, 1996) Dependiendo de la temperatura del ambiente, cada esporangio
germina directamente via la produccion de tubo germinativo o indirectamente por la
liberacion de zoosporas méviles mononucleadas y biflageladas. Las zoosporas pueden
permanecer moviles por alrededor de una hora antes de enquistar. Subsecuentemente
forman tubos germinativos que penetran el tejido del hospedero {Fry y Goodwin, 1997 ;

Sherf y Macnab, 1986).

2.2 Origen y distribucidén de P, infestans
French et al. (1994) mencionan que P infestans se origind en coevolucidén con
plantas de papas silvestres de México, subcentro de origen de las Sofanum fuberosum,

esta hipétesis se basa en el hecho de haberse encontrado alli iniciaimente a los dos



grupos de compatibilidad sexual, A1y A2 y porque la diversidad genética de P infestans
es mas alta en el centro de México, particularmente en el Valle de Toluca, que en

cualquier otro lugar del mundo (Goodwin et al,, 1992).

La primera migracién de P. infestans incluy6 uno o pocos variantes del tipo de
apareamiento A1 que aparecieron primero en el noroeste de los Estados Unidos de
Norteamérica en 1843 ; de alli continud posiblemente a través de rutas comerciales a
Europa A mediados de octubre de 1845, la mayor parte del territorio Irlandés fue
afectado, y se produjo una gran hambruna gque causd la muerte de alrededor de un
millén y medio de personas, en esta misma época la enfermedad se disemind también a
Alemania (French et al. 1994 ; Fry et al 1993).

Segun French et al. (1994), la segunda migracién de tizén tardio se inicié como
consecuencia de dos afios consecutivos de sequia en Europa, lo cual indujo a la
importacién de papa de varios paises de ofros continentes, incluyendo 25,000 toneladas
desde México en 1976. En esta ocasion llegaron a Europa Occidental varias variantes
del grupo de compatibilidad A1 de P infestans, con mayor agresividad y adaptabilidad,
los que se han diseminado y constituido una poblacion nueva de A1 y A2 que ha
desplazado a la antigua poblacién A1, La presencia de estos grupos de apareamiento,
practicamente en todo el mundo, permite la produccién de cosporas que constituyen una
fuente de inoculo primario y estructuras de sobrevivencia (French ef al. 1894, Fry ef al,
1993). Esta segunda migracién es mucho mas patogénica a tomate y presenta variantes
del hongo resistentes a fungicidas sistémicos, lo que afecta el control quimico del mismo

(French ef al , 1994},



En Costa Rica se ha informado (nicamente de la presencia del tipo de
apareamiento A1 que segun su condicidn genética corresponde a una migracién

particular procedente posiblemente de México (Sanchez, 1996).

2.3  Desarrollo de la enfermedad

La densidad poblacional de Phytophthora cambia con los cambios estacionales
de temperatura y humedad (Weste, 1983). Fry y Goodwin (1997), mencionan que las
epidemias de tizdn tardio son esencialmente explosiones resultado de la rapida
reproduccion asexual de P. infestans. El inoculo puede aumentar en pocos dias o
semanas (Erwin y Ribeiro, 1996). Este incremento presenta una relacion lineal cuando
los numergs de propagulos son bajos pero se vuelve sigmoidea cuando son altos
(Weste, 1983). Es considerada una enfermedad multiciclica pues nuevo inoculo es
producido continuamente dentro del cultivo después de la infeccion inicial y mientras las

condiciones ambientales sean favorabies (Erwin y Ribeiro, 1996).

La produccién de esporangios es favorecida por temperaturas entre los 18 y 21°C
y una humedad relativa cercana al 100% ; bajo dichas condiciones, el esporangio puede
madurar en un periodo de 3 y 10 horas. Los esporangios son liberados de los
esporangidforos y diseminados por el viento a grandes distancias o a cortas distancias
por el agua liuvia Sin embargo, pueden perder rapidamente su viabilidad cuando la
humedad relativa se encuentra por debajo del 95% y sobrevivir solamente 5 horas
cuando la humedad relativa es del 80% (Agrios, 1986 ; Sherf y MacNab, 1986). Cuando
los esporangios establecen contacto con el tejido foliar es necesaria la presencia
continua de una pelicula de agua para que se de la infeccion (Sherf y MacNab, 1986).

Dependiendo de la temperatura ambiente los esporangios pueden germinar directamente



o liberar zoosporas. A temperaturas por debajo de los 21°C, los esporangios producen
alrededor de 8 zoosporas. La temperatura optima para formacion de zoosporas es 12°C.
Las zoosporas nadan en la pelicula de agua, pierden sus flagelos y se enquistan,
posteriormente forman un apresorio a partir del cual se forma un haustorio que penetra
el tejido foliar. La germinacién de las zoosporas puede ocurrir en un periodo de 2 horas.
La temperatura Optima para la germinacion de las zoosporas oscila entre los 12 vy los
15°C, y para el desarrollo del tubo germinativo oscila entre los 21 y 24°C. Cuando la
temperatura ambiente se encuentra entre los 21 y 30°C, a una temperatura dptima de
25°C, los esporangios germinan directamente por medio de un tubo germinativo ; esto
tarda alrededor de 8 a 48 horas (Agrios, 1986 ; Robertson, 1991 ; Sherf y MacNab,

1986).

El hongo penetra la hoja directamente a través de la cuticula y la epidermis, muy
pocas veces a través de los estomas. Después de su ingreso, crece intercelularmente y
produce haustorios en las células del mesdfilo. La temperatura Optima para la
colonizacion se encuentra entre los 22 y los 24°C  Los sintomas iniciales, incluyendo
clorosis, pueden manifestarse a los 2 y 3 dias después de ocurrida la infeccion, en el
campo los sintomas pueden ser apreciados a los 5 ¢ 7 dias después, algunas veces,
hasta los 10 dias después de la inoculacion. Inmediatamente después que los sintomnas
son visibles, esporangidforos emergen a través de los estomas y producen esporangios
(Sherf y MacNab, 1986) Los esporangidforos son formados en cantidades abundantes
en el enves de las hojas donde hay mas cantidad de estomas y donde el microclima es
mas favorable para la esporulacion, también son producidos en el tejido del tallo, frutos y
flores (Robertson, 1991}, Recién emergidos pueden ramificarse una 0 mas veces y

terminar en un esporangio que sirve como inoculo secundario repitiendo el ciclo de la



S

enfermedad varias veces durante el desarrollo del cultivo (Sherf y MacNab, 1986 y
Gregory, 1983). En general, el ciclo de la enfermedad (penetracion, colenizacién,
esporulacion y dispersion) puede ocurrir en menos de cinco dias ; cada lesién individual

puede producir cerca de 300,000 esporangios (Fry y Goodwin, 1997).

Oogonios y anteridios pueden formarse cuando ambos tipos de apareamiento (A1
y A2Z) se encuentran presentes en el tejido, esto conlleva a la produccién de oosporas
(Robertson, 1981) que pueden sobrevivir en el suelo por tiempo indeterminado, meses o
quizas afios, convirtiéndose en una fuente alternativa de inoculo (Andrivon, 1995). En
contraste, en el tropico o sub-trépico donde el tomate y la papa pueden cultivarse
durante todo el afio, el patdgeno puede estar activo continuamente durante todo el afio

(Robertson, 1991)

2.4  Sintomas observados en tomate

P infestans puede infectar hojas, tallos, ramas y frutos verdes o maduros, con
excepcion de las raices (CATIE, 1990 ; Sherf y MacNab, 1986). En el follaje, la
enfermedad se inicia con la aparicién de manchas circulares o irreguiares de apariencia
acuosa ubicadas en las purntas o bordes de las hojas inferiores. Bajo condiciones de aita
humedad relativa las manchas se extienden rapidamente y forman zonas pardas
atizonadas, de bordes irregulares. En el borde de la lesion, en el envés de la hoja, se
forman hifas y esporangios que cubren los foliclos en su totalidad y que mas tarde
mueren (CATIE, 1980). Si se infectan los peciclos vy tallos, partes completas de las
plantas pueden marchitarse répidamente. Las lesiones pueden expandirse y quemar la

planta en aproximadamente 14 dias (Sherf y MacNab, 1986).
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Los frutos infectados presentan manchas acuosas de color verde grisdceo que
pueden cubrirlo totalmente (CATIE, 1990). El tejido del fruto permanece firme al inicio
aunque en lugares humedos, puede crecer un micelio blanco algodonoso en la superficie
de la lesion la cual puede ser invadida por organismos secundarios y causar pudriciones

suaves (Sherf y MacNab, 1986).

2.5 Relaciones entre hospederos y P, infestans

De acuerdo a Brasier y Hansen (1992) la mayor parte de las especies de
Phytophthora compiten pobremente con los necrdtofos del suelo. Particularmente, P
infestans refleja las caracteristicas de parasitos obligados como las royas y mildius,
debido a que esporula en tejido vivo y pasa todo su ciclo asexual en plantas vivas ; tiene
haustorios e hifas intracelulares ; un reducido numero de hospederos ; es incapaz de
utilizar carbohidratos complejos ; y no produce enzimas maceradoras (Robertson, 1991).
P infestans puede sobrevivir en el suelo (Andrivon, 1985) entre 17 y 77 dias en forma
de esporangios y probablemente muchos afios al formar oosporas, aungue tiene escasa
0 carece de habilidad saprofitica competitiva. Pero a diferencia de las royas y de los
mildiu poivorientos, P. infestans, puede crecer en secciones estériles de plantas,
especialmente vainas y semillas de legumbres y cereales, asi como en medios de cultivo

(Robertson, 1991).

P. infestans es capaz de atacar un numero limitado de especies tuberosas de
Solanum spp., y sus parientes mas distantes incluyendo cultivos econdmicamente
importantes como papa (Solanum tuberosum) y tomate (Lycopersicurn esculentum Mill')
{(Fry ef al, 1993), por ello, es considerado por Brasier (1992) un patdgeno especifico.

Ademas, se ha sugerido la especializacién dentro de las razas de P infestans que
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atacan tomate y papa (Shaw, 1991 ; Fry y Spielman, 1991 ; Drenth ef a/, 1993 : Legard
et al, 1993). Robertson (1991) y Sénchéz (1996), cbservaron que los aislamientos
provenientes de cultivos de papa atacaron solo papa, mientras que los aislamientos
provenientes de tomate atacaron tanto papa como tomate. Aunque los aislados
patogenicos en papa, después de su cultivo continuo en tomate, pueden establecerse y

convertirse en una raza marcadamente patogénica

2.6 Manejo de la enfermedad

El manejo actual del tizdn tardio involucra una serie de estrategias como : la
siembra de cultivares resistentes, aplicacién de productos quimicos y practicas
culturales. Por lo que se ha considerado interesante integrar estrategias de control
bioldgico, amigables con el medio ambiente, como el empleo de antagonistas y

sustratos, con el fin de generar un manejo ecoldgico de la enfermedad.

2.6.1 Resistencia genética

Sherf y MacNab (1986), mencionan que hay en el tomate dos tipos de resistencia
al tizdn tardio. El primer tipo, llamado raza-especifica o resistencia vertical, es controlado
por un gen dominante y es muy eficaz contra una raza especifica del hongo. Las plantas
con resistencia raza-especifica reaccionan a la infeccién formando manchas pequefias,
muertas y no desarrolladas Una desventaja de este tipo de resistencia es que nuevas

razas del hongo pueden vencer la resistencia de la planta a la enfermedad

El segundo tipo de resistencia es controlado por muchos genes, algunas veces es
conocido como resistencia horizontal. Plantas con resistencia horizontal forman lesiones

foliares pequefias y atipicas que producen relativamente poca cantidad de esporas
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Esta resistencia si bien no es completa como la resistencia raza-especifica, tiene la
ventaja de ser efectiva contra todas las razas del hongo causante del tizén tardio (Sherf

y MacNab, 1986)

Se han identificado en tomate algunos genes Ph que confieren resistencia raza
especifica (Gallegly y Marvel, 1955 ; Wilson y Gallegly, 1955 ; Turkensteen, 1973) pero
también se ha identificado resistencia no especifica, seglin Turkensteen (1973). En los
programas de mejoramiento se busca que los cultivares mejorados cuenten con
resistencia horizontal pues es mas durable en el tiempo y puede resistir el ataque de

diferentes razas del patdgeno (Wastie, 1991).

2.6.2 Control Quimico
Compuestos capricos, como la mezcla Bordelés y otros compuestos a base de
cobre, han sido usados para controlar al tizén tardio desde 1885 y continuan siendo

altamente eficaces (Erwin y Ribeiro, 1996}

Durante las décadas de los 80 y 90 se han desarrollado una serie de compuestos
quimicos preventivos y sistémicos. Los ditiocarbamatos como maneb, mancozeb y zineb
son usados como fungicidas preventivos o protectores, sin embargo, no tienen efecto
sistémico y ejercen su efecto sélo antes de que la planta se vea infectada Los
compuestos sistémicos varian desde translaminares, movimiento a traves de la hoja;
apoplastico, desde las raices hasta los brotes, (metalaxil) y también simplasto, tanto

hacia arriba como hacia abajo, (fosetyl-Al y fosfonate) (Erwin y Ribeiro, 1996).
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La introduccién de metalaxil abri6 paso al control de enfermedades causadas por
Phytophthora debido a su solubilidad en agua, actividad a dosis bajas, y translocacién en
el tejido de la planta lo que permitié el control de Phytophthora antes de que la planta
fuera penetrada por el tubo germinativo del hongo y ademas mostré gran eficacia auin

después de periodos lluviosos (Erwin y Ribeiro, 1996).

Sin embargo, el desarrollo de resistencia a metalaxil dentro de las poblaciones de
Phytophthora ha resultado ser un serio problema ; en el tropico donde tanto el tomate
como la papa pueden ser sembrados durante todo el ano, el manejo de P infestans
depende mucho de la aplicacion frecuente de fungicidas, los cuales son asperjados cada
3 a 14 dias, dependiendo de las condiciones del clima y de la susceptibilidad de los
Gultivares "sembrados (Calvo et al, 1992). Esto puede originar la resistencia a los
fungicidas, en algunos casos, en menos de un afio & incrementar las poblaciones del
patdgeno resistentes a dicho fungicida afectando con ello el manejo de la enfermedad

{Erwin y Ribeiro, 1996).

En Costa Rica el control del tizén tardio en tomate, depende principalmente de la
aplicacion de fungicidas pues la mayoria de cultivares de tomate que se siembran en la
actualidad, como el popular Hayslip, son altamente susceptibles al ataque de dicha
enfermedad.  La mayoria de agricultores deben realizar aplicaciones repetidas de

fungicidas para mantener la enfermedad bajo control (Calvo et al., 1992).

2.6.3 Control Biolégico
Etl Control Biolégico ha ganado mucha atencion en los ultimos aros, Cook y Baker

(1983), lo definen como : “/a reduccion de Ja cantidad de inoculo de un patégeno o su
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capacidad de causar enfermedad por accién de uno o mas organismos diferentes al ser
fhumano”  Dentro de esta definicién, los autores incluyen la manipulacién de Ia
resistencia genética controlada en el hospedero y practicas culturales como el empleo de
microorganismaos antagomistasldel patogeno. Mas recientemente, la Academia Nacional
de la Ciencia (NAS) de los Estados Unidos (1887), considera al Control Biolégico como -
‘el uso de organismos naturales o modificados, genes o productos de genes para
disminuir los efectos de organismos indeseables {plagas) para favorecer organismos

deseables como cultivos, arboles, animales, e insectos y microorganismos benéficos”.

La interaccion entre microorganismos es una consecuencia natural de su
crecimiento y desarrollo en el ambiente (Malajczuk, 1983) y de acuerdo con Papavizas
(1981), eé una razon importante del por qué los cultivos no son destruidos
completamente. Por lo tanto, el control bioldgico resulta de la estimulacion de la flora
residente, de la introduccion masiva de antagonistas y otros microorganismos benéficos
y de ftodas las practicas culturales que provean condiciones favorables a los
antagonistas. Debido a ello los métodos de control estan dirigidos a estimular la
colonizacion de antagonistas saprofiticos de tal forma gue sean capaces de establecerse

y reproducirse en la superficie foliar (Blakeman y Fokkema, 1982 y Papavizas, 1981).

2.6.3.1El Filoplano como habitat de microorganismos

La atmosfera que rodea la superficie aérea de las plantas o filoplano, tiene
temperaturas fluctuantes, gases, radiacion, aire, agua, contaminacion y Hluvia acida. Las
sustancias quimicas en la superficie foliar, que constituyen un sustrato para el
crecimiento de la microflora habitante del filoplano, se encuentran en forma de filtrados,

sustancias exdgenas y exudados. Los filtrados son sustancias que son remavidas de la
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superficie foliar por la lluvia, rocio, y neblina ; contienen macro y micro elementos,
azucares, alcoholes, sustancias pécticas aminoacidos y acidos organicos. También se
encuentran el polen, sustancias azucaradas producidas por los afidos y otros
ingredientes solubles que sirven de alimento a la microflora de Ia superficie foliar (Spurr,

1990).

La microflora residente del filoplano puede ser epifitica si habita la superficie de la
hoja y endofitica si habita su estructura interna, puede moverse de la superficie al habitat

interno u ocupar ambos (Spurr, 1990).

La colonizacién del filoplano da inicio con la formacion de tejido nuevo, luego se
da ung sdcesién en la colonizacion iniciando con bacterias, levaduras y hongos
filamentosos de acuerdo al crecimiento del hospedero y al ambiente en el que se esta
desarrollando (Spurr, 1990). La mayoria de bacterias presentes en el filoplano son gram
negativas, los géneros mas comunes son Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas, y
Flavobacterium las cuales tienden a ser mas abundantes en los primeros estados de
desarrollo de la planta. Mientras que los hongos filamentosos colonizan en las etapas

finales cuando inicia la senescencia de |a hoja (Blakeman y Fokkema, 1982),

Ahmed y Saleh (1987) observaron que los conteos de hongos filamentosos,
bacterias y actinomicetes en hojas de tomate alcanzaron su valor maximo en el estado

de fructificacion. Los hongos que mas se encontraron fueron Cladosparium herbarum,

Asperygillus spp., Penicillium spp., Acremonium strictum, Alfernaria alternata, Ulocladium

botrytis y Scopulariopsis brevicauiis.
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2.6.3.2 Antagonismo en Phytophthora

Erwin y Ribeiro (1996), mencionan que el antagonismo es un fendmeno que
explora los efectos de uno ¢ mas organismos sobre los patdgenos y es una alternativa
de control que se ha investigado en muchos lugares del mundo debido a que no dafia el
ambiente. Incluye un numero de mecanismos que resultan en la supresién de especies
en la rizosfera o en la filosfera con procesos como la antibiosis (produccién de
metabolitos especificos ¢ no especificos de origen microbiano, agentes liticos, enzimas u
otras sustancias toxicas), parasitismo; depredacién y competencia; todos pueden
operar juntos o independientemente para reducir el inoculo (Malajczuk, 1983 : Fravel,

1988).

El desarrolio de un programa de control biolégico de un patdgeno en particular
involucra procedimientos de seleccidn, multiplicacién y aplicacion de antagonistas a la
planta y con frecuencia el uso de sustratos como sucrosa y extractos de levadura con el

propésito de incrementar su poblacion en la filosfera (Blakeman y Fokkema, 1982).

El desarrollo de practicas de control bioldgico contra especies de Phytophthora es
dificil debido a: la habilidad del patégeno para producir diferentes formas de inoculo
(zoosporas, esporangios, cosporas y micelio) ; alta capacidad para penetrar e infectar al
hospedero en pocas horas ; su tendencia a sobrevivir en el suelo a profundidades que le
permiten escapar a la mayoria de antagonistas, y en algunas especies su amplio ambito
de hospederos * Se han estudiado diferentes especies de bacterias, actinomicetos y
hongos como antagonistas del género Phytophthora, pero su actividad en el campo de

cultivo es limitada (Erwin y Ribeiro, 1996).
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Erwin y Ribeiro (1998}, mencionan el efecto antagonista de hongos como Mucor
spinosus, e indican su potencial para controlar muchas especies de Phytophthora. A

través de efectos liticos sobre el micelio, esporangios y cosporas.

Se ha informadé sobre la produccidén de antibidticos, en cultive in vitro, por
bacterias antagonistas de especies de Phytophthora, dentro de las cuales se encuentran
Bacillus, Rhizobium, Flavobacterium, y Pseudomonas. también se tienen datos de que
virus, bacterias y algunos hongos, como Trichoderma spp., tienen la capacidad de
colonizar tanto estructuras vegetativas como reproductivas de Phyfophthora spp.

(Malajczuk, 1983).

Se ha observado antagonismo a P. cinnamomi con Myrothecium verrucana,
Epicoccum pupurascens, Streptomyces spp., Trichoderma y otros (Finlay y McCracken,
1991). Indiogine et al. (1992), encontraron el efecto de Pythium oligandrum sobre P
capsici en chile dulce bajo condiciones de invernadero : Fusarium oxysporum fue menos
consistente pero proporciond un buen control.  Trichoderma spp. y Gliocladium spp
(Smith et af, 1990 ; Roiger y Jeffers, 1991) y también Enterobacter aerogenesis (Ribeiro
y Linderman, 1991) se han identificado por tener potencial para el control biciégico de P

cactorum, agente causal de la pudricién de la raiz y de la corona del manzano.

2.6.3.3 Antagonismo a Phytophthora infestans

Especificamente los ejemplos de control biologico efectivo sobre tizén tardio son
pocos. Rodgers (1989), informd que Trichoderma harzianum produce harzianopiridone,
la cual ha mostrado, en cultivo in vitro, actividad contra P infestans en tomate ; su forma

de accidn ha sido ligada con la produccidn de piridones extracelulares. Roy et af (1991),
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mencionan que los hongos Aspergillus terrus, Pestalotiopsis mangiferae, Penicillium
oxalicum, Pe. aurantiogiseum y Myrothecium verrucaria produjeron entre un 52 y 62% de
inhibicidn de P. infestans en hojas de tomate arrancadas de la planta y en repetidas

pruebas M. verrucaria y Pe. aurantiogiseum mostraron alto potencial antagonista.

Jindal et al (1988) observaron que Pe. aurantiogiseurn y Fusanum equiseli
mostraron maxima inhibicion de P infestans in vitro.  Asimismo, observaron que al
aplicar esporas de dichos organismos en plantas de papa en invernadero la intensidad
de la enfermedad se redujo significativamente. El maximo control se obtuvo cuando se
inocularon esporas de P. aurantiogiseum 12 horas antes de la inoculacién con P

infestans

Jongebloed et al (1993) seleccionaron dos bacterias  antagonistas -
Pseudomonas fluorescens (aislamiento C148) y Bacillus sp. (aislamiento B39) y ambos
aislamientos probaron ser altamente supresivos contra P infestans en plantas
desarrolladas en una camara con clima controlado. Sin embargo, cuando el aislamiento
C148 fue probado en el campo, no fue exitoso, probablemente debido a que el numero

de células antagonistas retenidas en la filosfera fue bajo.

Por otro lado, Clulow et al (1995), demostraron que algunas bacterias que
colonizan la superficie de tubérculos de Papa, cuando ellos se encuentran en compost
hdmedo, fueron antagonistas de P infestans y ademas proporcionaron resistencia a los

tubercuios.
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Sanchez et al. (1998), aislaron 158 microorganismos (83 bacterias y 75 hongos)
de los cuales el 57% fueron encontrados en la filosfera de tomates comerciales y
especies silvestres de Lycopersicon. Al realizar pruebas, 32 de ellos mostraron ser
eficientes en la reduccién de la severidad del tizon tardio en foliclos desprendidos (8
bacterias y 24 hongos) dentro de ellos se encontraban 11 aislamientos del género
Fusarium, tres del género Penicillium y una especie del género Trichoderma. No se
observd relacion obvia entre los antagonistas y el lugar de la planta de donde fueron
aislados. Por ejemplo Serratia sp. (054), obtenido de la endosfera de tomate comercial
mostrd un efecto antagdnico sobre P. infestans cuando fue aplicado tanto endofitica
como epifiicamente. De manera similar varias especies de hohgos que mostraron
antagcnismo sobre P. infestans cuando fueron aplicados epifiticamente provenian de
varias fuentes diferentes. Por ejemplo Fusarium (aislamientos 108 y 113) fueron
encontrados en la filosfera de tomate comercial, Trichoderma (aislamiento 0869} y
Peniciffium (aistamiento 067) fueron aislados de las raices de L. pimpinellifolium y

Penicillium (aislamiento 071) fue encontrado en el mismo hospedero pero en el follaje.

2.6.3.4 Formulaciones
Cada afio son descubiertos microorganismos con alto potencial para ser usados
como agentes de control bioldgico ; no obstante, su adecuada formulacién es el factor

clave para el exito de su aplicacion al cultivo (Connick et afl., 1990).

La formulacion tiene como objetivos : proteger al antagonista de las restricciones
impuestas por las condiciones ambientales puesto que todas las estructuras
reproductivas necesitan una pelicula de agua en la lamina foliar o al menos encontrarse

expuestas a humedad relativa alta para germinar y crecer, proteger al antagonista de las
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variaciones de temperatura, de los rayos ulfravicleta y de la escasez de nutrientes
disponibles y ademas, facilitar la aplicacion con el equipo agricola convencional

(Connick ef al, 1990 y Greaves ef al,, 1998).

Las formulaciones a base de aceite son mas viscosas que las formulaciones
acuosas y mas efectivas en cuanto al movimiento y ubicacién de estructuras
reproductoras en las superficies hidrofobicas de las hojas ; ademas son, por lo general,
menos volatiles que el agua protegiendo por mas tiempo las estructuras reproductivas

aplicadas al follaje (Greaves et al., 1998).

Ademas, se espera que la formulacion mantenga la viabilidad de los
microorganismos a través de su procesarniento, almacenamiento y aplicacion ya que, a
diferencia de los quimicos, los agentes biocontroladores deben sobrevivir y proliferarse

en el ambiente donde son aplicados (Connick et a/,, 1990).

El mayor obstaculo que enfrenta el uso de microorganismos antagonistas para el
control bioldgico de enfermedades ha sido el carecer de métodos comerciales
adecuados para su crecimiento, formuiacion y liberacion en el ecosistema (Connick et al
18990} Sin embargo, se ha tenido éxito en Ia formulacién de algunos antagonistas como
Pseudomona fluorescens contra el mal del talluelo del algodén (Connick ef al, 1990},
Beagle-Ristaino y Papavizas (1985) mencicnan el que uso de formulaciones de
Trichoderma viride y Gliocladium virens en semilla de papa infectada con Rhizoctonia
sofani redujo la incidencia del patogeno en el campo en un 50% También se han
formulado conidias y micelio de hongos con potencial comercial para ser usados como

tratamientos de semilla como Pythium oligandrum que ha sido mezclado con arcilla como
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medio de diseminacidn y peletizado con semillas de zanahoria y remolacha para

controtar mal del taliuelo (Luchmeah y Cooke, 1985).

2.6.3.5 Sustratos

Si se considera gque un antagonista exitoso debera tener la capacidad de
multiplicarse y colonizar la superficie foliar, puede ser posible contribuirle mediante la
manipulacién del ambiente del filoplano. Esta modificacion puede ser aplicando
nutrientes de consumo rapido, como sucrosa, extracto de lavadura y suero (Blakeman vy

Fokkema, 1982).

Sanchez et al. (1898), mencionan que algunos microorganismos gue tienen buen
efecto antagbnico sobre P. infestans hidrolizan celulosa y glucano, ejemplo : Serratia
(054), Penicifliurn (071) y Fusarium sp. (108) ya que produjeron zonas hidroliticas claras
en agar con celulosa y glucano, Penicillium sp. (087) mostro la capacidad para producir
solamente celulasa, esta caracteristica es importante ya que se esperaria que la
aplicacion de una fuente de glucano yfo celulosa favoreciera el establecimiento del
antagonista en el filoplano y més tarde participara en el ataque a P. infestans, cuya

pared celular esta compuesta por polimeros similares a la celulosa (Erwin y Ribeiro,

19986).

No obstante, Okumoto y Bustamante (1993), mencionan que la aplicacién de
quitina scla al follaje de plantas de tomate no presentd disminucién de tizén temprano,
ya que no aumentd la poblacién de antagonistas. Por otro lado, Gonzélez ef al (1996),
mencionan que la mezcla de quitina con microorganismos antagénicos a Mycosphaerella

fiiiensis aplicada al follaje de plantas de banano, no presenta un mejor efecto antagénico
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que la quitina aplicada sola o los microorganismos solos,  Talavera et al (1998a),
menciona que las aplicaciones de glucano, como sustrato, a follaje de banano para
controlar Mycosphaerella fijiensis, en condiciones de campo, redujeron un 65% el area
afectada por el patogeno. Ademas, Ruiz-Silvera et al. (1997) mencionan que en pruebas
realizadas bajo techo las aplicaciones de leche y melaza mostraron los mejores
resultados con respecto a la supervivencia de Serratia marcescens R1 en el follaje de
banano y que dichos sustratos también mostraron un efecto positivo sobre el crecimiento

de antagonistas a Mycosphaerella fijiensis en banano.


catalogacion
Note
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3. MATERIALES Y METODOS

31 Localizacion

La investigacion se realizo durante los meses de octubre de 1997 a septiembre de
1998, en los laboratorios e invernaderos del Centro Agronémico Tropical de Investigacién
y Ensefianza, CATIE, localizado en Tumialba, provincia de Cartago, Costa Rica, situado
a 602 m.s.n.m. a 9°55'21"N y 83°39 ‘40°W Las condiciones climatologicas del lugar son
temperatura, precipitacion y humedad relativa promedio anual de 21.7°C, 2065 mm vy

87% respectivamente.

3.2  Procedimiento general
3.2.1 Produccion de plantas

En los ensayos se utilizaron los cultivares de tomate Hayslip y Pieraline, las plantas
se sembraron bajo techo con paredes protegidas con malla para evitar infecciones de
virus transmitidos por insectos, como mosca blanca Se utilizaron macetas plasticas y
suelo esterilizado con calor, a 100°C por 24 horas. Ademds se mantuvo una produccion
constante de plantas del cultivar Hayslip, de donde se tomaron hojas para mantener in

vivo el inocuio de P. infestans .

3.2.2 Recoleccién y mantenimiento del inoculo de P. infestans
Se recolecté material vegetal con lesiones tipicas de P infestans, en diferentes

areas dedicadas a la produccion de tomate ubicadas en las localidades de Guayabo,

Cervantes y Paraiso.
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Las muestras se lavaron con abundante agua destilada estéril para eliminar
posibles contaminantes (suelo y productos quimicos). Luego se colocaron en camaras
humedas en cuyo fondo se coloco papel toalla himedo y se incubaron por 48 h en una
camara de crecimiento a una temperatura de 18°C y a una humedad relativa del 80%

con el proposito de estimular la esporulacion del hongo

Con ayuda de un pincel se cosecharon los esporangios y $e procedio a preparar [a
suspension concentrada en la cual se impregnaron pequefias porciones de algodén las
que fueron colocadas en el envés de los foliolos de plantas producidas bajo techo los
cuales se depositaron en bandejas plasticas en cuyo fondo se encontraba una esponja
estéril humedecida con agua destilada, para mantener la humedad dentro de la bandeja ;
después de la inoculacion cada bandeja era cubierta con una tapa de vidrio y colocada
en la cdmara de crecimiento a 18°C y 80% de humedad relativa. Generalmente los
foliolos mostraron sintomas de infeccion a los 3 dias después de inoculados v a los 5
dias se observaron los primeros signos en las lesiones. Cuando los foliolos presentaron
abundante esporulacion, se inocularon nuevos foliolos y asi se mantuvo el inoculo a ser

usado en los ensayos durante toda ia investigacién.

3.2.3 Mantenimiento y reproduccion de antagonistas

El inoculo de los antagonistas se produjo en medio de cultive, agar nutriente (AN)
para bacterias y agar papa dextrosa (PDA) para hongos, los cultivos se incubaron a una
temperatura de 26°C. Los antagonistas seleccionados para esta investigacion fueron
Serratia sp. (054), Fusarium sp (108), dos especies de Penicillium sp. (067 y 071} v
Trichoderma sp (089), procedentes de la coleccidn de antagonistas de P. infestans del

CATIE, caracterizados por Sanchez et al (1998), cuadro 1.
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Cuadro 1.- Caracteristicas de antagonistas evaluados. CATIE, Costa Rica.

PRODUCCION  DE ENZIMAS

GENERO AISLAMIENTO FUENTE CELULASA GLUCANASA
Serratia sp 054 EC* + +
Peniciffium sp. 087 RW + -
Trichoderrma sp. 069 RW - -
Penicilliurm sp. 071 PW + 4
Fusarnium sp. 108 PC +
*EC= endosfera de tomate comercial FUENTE : Sanchez et al, 1998,

PC= filosfera de tomate comercial
PW=filosfera de tomate silvestre + = si produce la enzima
RW=rizosfera de tomate silvestre - = no produce la enzima

3.2.4 Preparacion de sustratos

Se evaluaron dos sustratos, glucano (8-1, 3 glucosa y -1, 4 glucosa) y celulosa
(B-1,4 glucosa). La ﬂiénte de p-glucano utilizada en el experimento fue glucano coloidal
extraido a partir de desecho de levadura de cerveza segun el método de extraccion
modificado utilizado por Talavera ef al (1998b) ; el desecho fue diluido en agua destilada
en una relacion 1:34. Luego la mezcla se agitd vigorosamente por 3 minutos y su pH
fue ajustado a 7.0 adicionando NaOH 2M.  Posteriormente se adiciond a la solucion una
cantidad igual de alcohol 2-propanol, se agité vigorosamente por 3 minutos y se dejé en
reposo por 15 minutos. Finalmente la solucidén fue centrifugada a 3000 rpm por 20
minutos y el precipitado conteniendo el giucano fue colocado en frascos de vidrio los
cuales se guardaron en refrigeracién hasta el momento de su utilizacion. Analisis de
laboratorio, segun metodologia propuesta por la compafiia Megazyme (1993),
determinaron que el glucano coloidal extraido a partir del desecho de levadura de

cerveza tenia una concentracion de 0.28% p/v de B-glucano
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La fuente de celulosa utilizada fue Celulosa (B-1,4 glucosa) microcristalina calidad

reactivo de la marca Baker TLC.

3.3 Evaluacién de sustratos y antagonistas a P. infestans en los cultivares de
tomate Haysliip v Pieraline.

En este ensayo se evalud el efecto de sustratos, celulosa y glucano, sobre
antagonistas a P. infestans en plantas de tomate de los cultivares Hayslip y Pieraline
sembradas en macetas bajo techo El disefio experimental utiizado fue bloques
completos al azar en arreglo de parcelas sub-sub divididas con 5 repeticiones (2 x 5 x 8),
cuadro 2, en donde cada planta correspondio a una unidad experimental, de tal forma
que en cada repeticidén habian 60 unidades experimentales (anexo 1). Las plantas de
tomate, de @ 6 10 semanas de edad, el dia previo al inicio de la aplicacién de los
tratamientos, fueron rociadas con agua por alrededor de 5 minutos, hasta que el follaje
se lavd completamente para disminuir los efectos de la tomatina y propiciar condiciones

optimas para el proceso de inoculacién e infeccién tanto de antagonistas como de P

infestans,

Cuadro 2.- Tratamientos evaluados.

FACTOR APLICADC A TRATAMIENTOS
CULTIVAR PARCELAS GANDES Hayslip y Pieraline
SUSTRATO SUB PARCELAS 40 y 80 g/ L de glucano coloidal al 0.28% piv; 1.0y
20 g/l de celulosa y testigo sin aplicacion de
sustratos

ANTAGONISTAS SUB-SUB PARCELAS Serratia sp. (054), Penicillium sp. (067), Trichoderma
sp. (069), Penicilliurm sp. (071), Fusariurm sp. (108) y
testigo sin aplicacién de antagonistas
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3.3.1 Aplicacién de sustratos

Tres dias antes de la inoculacién con el patégeno se procedid a hacer las
apiicaciones de los sustratos; para lo cual se prepararon las soluciones en agua
destilada a las concentraciones correspondientes (cuadro 2) y se colocaron en bombas
aspersoras manuales con capacidad de 1.5 L ; se organizaron grupos de 60 plantas (30
de cada cultivar) y se asperjd la solucion a tedo el follgje de la planta. Se aplicaron
alrededor de 33 ml de la solucion de sustrato por planta. El testigo sin aplicacion de

sustrato fue asperjado Unicamente con agua destilada.

3.3.2 Inoculacion de antagonistas

Un dia después de [a aplicacién de los sustratos se realizo |a inoculacién de los
microorganismos antagonistas, para ello se prepararon las suspensiones en agua
destilada a una concentracién de 10° y 107 esporas y unidades formadoras de colonias
de los aislamientos de hongos y bacterias respectivamente. Se utilizdé inoculo
proveniente de cuitivo de quince dias en medio artificial para hongos y cinco dias para la
bacteria. Se organizaron grupos de 50 plantas (25 plantas de cada cultivar), las
suspensiones preparadas fueron aplicadas con ayuda de bombas aspersoras manuales
con capacidad de 1.5 L a todo el follaje de las plantas de cadﬂa grupo respectivo, se
aplicd alrededor de 40 ml de inoculo por planta. La inoculacién se realizé en horas
frescas de la tarde. Ei testigo, sin aplicacion de antagonistas fue asperjado solamente

con agua destilada.

3.3.3 Inoculacidén de P. infestans

Cuarenta y ocho horas después de haber realizado la aplicacion de los

antagonistas se procedid a la inoculacion con F. infestans. Se prepard una suspension
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de esporangios en agua destilada a una concentracién de 8x10° esporangios/mi. E|
inoculo fue asperjado en horas de la tarde a los tres foliclos terminales de ia tercera Y
cuarta hoja mas jovenes de cada planta con ayuda de atomizadores Devilbiss con
capacidad para 25 cc, producidas por Health Care Division y una pantalla para evitar
contaminacion a todo el follaje de las plantas de tomate ; se aplicaron entre 2 y 3 m| de
inoculo por hoja.  Inmediatamente después y por un periodo de 18 h y a intervalos de 6
h, las plantas fueron rociadas con agua a través de microaspersores instalados en el
invermadero con el propdsito de similar un rocio natural, mantener una pelicula de agua

en el follaje y proporcionar asi condiciones favorables para la penetracién del patégeno.

3.3.4 Variables evaluadas

La evaluacion de las plantas se inicid 48 h después de haber realizado la
inoculacion de P infestans. Se hizo observaciones diarias de la severidad de la
enfermedad en cada uno de los tratamientos, se evalud el porcentaje de &rea foliar
afectada (PAFA) en los tres foliolos terminales de las hojas tercera y cuarta, hasta que

las plantas testigo alcanzaron el 100% de infeccion en los foliolos evaluados.

Se llevaron registros del perioda de incubacién, es decir, el intervalo en dias desde
la inoculacion hasta el aparecimiento de los primeros sintomas en los tres foliclos

terminales de las hojas tercera y cuarta para todos los tratamientos.

3.3.5 Analisis de resultados
Los datos del porcentaje de drea foliar afectada (PAFA) de los seis foliclos

evaluados fueron promediados y luego transformados segin la ecuacion V(x+0.5). Se
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realizé analisis de varianza conteniendo las correspondientes pruebas de los efectos de

los factores evaluados y de sus respectivas interacciones.

Ademas se calcuid el area bajo la curva de progreso de la enfermedad ABCPE
para cada tratamiento (Shaner y Finney, 19877), que nos indica la cantidad de
enfermedad existente entre dos observaciones de tiempo, segun la ecuacion :

ABCPE = SUM (y; + Vi }/2 x dt;

Donde :

yi = proporcion de enfermedad (incidencia o severidad) afectada en la iésima
observacion.

t; = tiempo (dias) después de la inoculacién en la iésima observacion.

SUM = sumatoria de n observaciones.

Se realizd analisis de varianza para el ABCPE con el proposito de identificar las
posibles diferencias entre tratamientos y entre sus respectivas interacciones. Ademas se

realizaron pruebas LSMeans con el propésito de identificar diferencias entre medias.

3.3.6 Recuperacion de antagonistas

Ocho y quince dias después de haber realizado ia inoculacién de los antagonistas
se realiz0 su recuperacion, segun metodologia descrita por Gonzalez et al. (1996), con ef
propésito de ver si habian tenido la capacidad de establecerse en el follaje de las plantas

de tomate.

Para ello se tomaron al azar dos hojas de cada planta para cada tratamiento y se

formé una muestra compuesta por el follaje recolectado de las 5 repeticiones Las
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muestras fueron depositadas en bolsas plasticas debidamente identificadas. Se llevaron
al laboratorio en donde cada muestra fue cortada en secciones de aproximadamente 1
cm?®, se pesaron 3 gramos y se colocaron en erlenmeyers conteniendo 30 ml de agua
destilada estéril donde fueron agitadas por 45 minutos en un agitador orbital. Se tomo 1
mi de la solucidén y se colocd en un tubo de ensayo conteniendo 8 mi de agua destilada
estéril, se hicieron diluciones hasta 10™. Se sembraron en dos platos petri, conteniendo
PDA en el caso de hongos y AN en el caso de bacierias, alicuotas de 20 microlitros de
las diluciones 10° y 10 y se incubaron a temperatura ambiente. Se observd el
crecimiento de las colonias en los platos petri a los 5 dias en el caso de bacterias y a los

8 dias en el caso de los hongos.

3.4  Evaluacién de tres concentraciones de P. infestans en tomate cuitivar
Pieraline

Dado que en el experimento anterior se observé que el cultivar Pieraline no
mostré ninguna sintomatologia de infeccién por P infestans, se decidid verificar si en
este cuitivar la cantidad de esporangios inoculada fue muy baja como para causar
infeccion ; por ello se realizé un ensayo en donde se evaluaron dos concentraciones mas
altas, en plantas de tomate del cultivar Pieraline de 8 semanas de edad producidas bajo
techo en suglo estéril. La inoculacion del patdgeno se realizé en horas de la tarde a los
tres foliolos terminales de la tercera y cuarta hoja mas jdvenes de cada planta segun

metodologia descrita en el punto 3.3.3

£l disefio experimental fue completamente al azar con 5 repeticiones, los
tratamientos evaluados fueron : 8 x 10° (testigo), 12 x 10° y 16 x 10° esporangios de P.

infestans mi™
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Cuarenta y ocho horas después de la inoculacién de P. infestans se iniciaron
evaluaciones diarias de la severidad de la enfermedad, se evalud el porcentaje de area
foliar afectada (PAFA) en los tres foliolos terminales de las hojas inoculadas y ademas
se toraron datos sobre el numero de dias desde la inoculacion hasta el aparecimiento

de los primeros sintomas de la enfermedad.

Ademéas se realizé una prueba de comprobacion en la foliolos desprendidos del
cultivar Pieraline fueron inoculados de la forma como se describe en el apartado 322 y
luego colocados en la cdmara de crecimiento a 18°C y 80% de humedad relativa con el

propésito de asegurarse que en dicho cultivar P. infestans no produce infeccion.

3.5 Evaluacion del efecto de las épocas de aplicaciéon de sustratos sobre los
antagonistas de P. infestans

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo donde se evalut el efecto de
sustratos y antagonistas a P. infestans se plane6 la realizacion de un ensayo en el qué
se evaluaron epocas de aplicacidn, este ensayo se realizé con plantas de tomate del
cultivar Hayslip de 8 semanas de edad, producidas bajo techo. Se utilizé un disefio
completamente al azar con 5 repeticiones, se evaluaron cinco tratamientos en un arreglo
pseudofactorial 2 x 2 + 1. Los factores evaluados fueron la aplicacién y no aplicacién de
sustrato, en este caso celulosa a una concentracién de 2 g/L ; la aplicacién del sustrato y
el antagonista (Penicifliurn sp 067) al follaje de las plantas una y dos semanas antes de

la inoculacion de P. infestans y un testigo sin aplicacién de sustrato y antagonista.

La aplicacion del sustrato y las inoculaciones de Penicillium sp. (087) y P

infestans fueron hechas segun metodologia descrita anteriormente (331, 332y 3.3.3).
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Las evaluaciones se iniciaron, como se describié anteriormente, 48 h después de haber
realizado la inoculacion de P. infestans. Las variables evaluadas fueron la severidad de
la enfermedad con base al porcentaje del area foliar afectada (PAFA) en los tres foliolos
terminales de las hojas inocuiadas asi como el perfodo de incubacion. Ademas se

calculd el ABCPE segun procedimiento descrito anteriormente.

Se realizaron analisis de varianza, conteniendo las pruebas de los factores
evaluados y de sus respectivas interacciones tanto para los datos de PAFA como para

los de ABCPE y periodo de incubacién segun procedimiento descrito en 3.3 3.

3.6  Evaluacién del efecto de formulaciones sobre antagonistas de P. infestans.
Dado que los antagonistas Penicillium sp. (067) y Fusarium sp. {108) presentaron
en los ensayos anteriores los menores niveles de severidad, se formularon de acuerdo a
la propuesta por Greaves et al (1998), quienes recomiendan que esporas de
microorganismos se mezclen en aceite de canola y agua en una relacion 1:9 vivy 0.1%
de tween 40 como emulsificante. Sin embargo, debido a la no disponibilidad en el
mercado de aceite de canola, fue necesario probar diferentes marcas de aceites
existentes en el mercado : Clover compuesto por aceite de oliva y aceite vegetal ; Girol
compuesto por aceite de girasol; Clover compuesto por aceite de soya; Bonella

compuesto por aceites de girasol, canola y maiz y Numar compuesto por aceite de maiz.

Para ello se realizaron suspensiones de dichos hongos en agua destilada a una
concentracion de 10° conidias mt™ con los diferentes aceites evaluados en proporcion
1:9 viv mas 0.1% de tween 40. Se tomd 1 ml de cada formulacién y se sembré en

placas petri conteniendo PDA las cuales fueron incubadas a temperatura ambiente. Se
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seleccioné el aceite de girasol (Girol, producido por CENTENARY, S.A., Industrig
Argentina) donde el crecimiento de los antagonistas fue mas rapido, abundante y

uniforme.

El disefio del ensayo fue completamente al azar con 5 repeticiones, se evaluaron
cinco tratamientos resuitantes de un arregio pseudofactorial 2 x 2 +1. Los factores
evaluados fueron : dos antagonistas Penicillium sp. (067) y Fusarium sp. (108) aplicados
al follaje del tomate formulados y sin formular y ademas un testigo sin aplicacion de

antagonistas.

Se utilizaron plantas de tomate de 8 semanas de edad del cuitivar Hayslip, la
inoculaciéon de los antagonistas se realizé 48 h antes de la inoculacion de P. infestans
Veinticuatro horas después |as plantas fueron colocadas a la intemperie con el propésito

de exponerias a las condiciones ambientales naturales

La evaluacién del ensayo se inicid 48 h después de la inoculacién con P
infestans. Las variables evaluadas fueron el porcentaje de area foliar afectada (PAFA) y
el periodo de incubacion, ademas se calculd el drea bajo la curva de progreso de la

enfermedad, ABCPE, como se describid anteriormente

La informacion obtenida fue examinada por medio de un analisis de varianza
realizando las correspondientes pruebas de los efectos de los factores evaluados e
interacciones, ademas se realizaron pruebas LSMeans y Tukey para ver las diferencias

entre medias de tratamientos segun se describe en 3.3.5.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto de sustratos sobre los antagonistas de P. infestans

El analisis de varianza para el porcentaje de érea foliar afectada PAFA
(severidad), en los tratamientos evaluados en esta investigacion, dos sustratos (glucano
y ceiulosa) cada uno en dos dosis; cinco antagonistas y dos cultivares (Hayslip y
Pieraline), indicé que existe una diferencia altamente significativa (p<0.01) en la
interaccion cultivar, sustrato, antagonista a lo largo del tiempo, lo cual se explica ya que
la severidad aumentd a medida que transcurrié el tiempo de evaluacion. Ademas la
diferencia aitamente significativa (p<0.01) para el factor cultivar se produjo porque el

cultivar Pieraline no permitio el desarrolio de la enfermedad (anexo 2).

El analisis de varianza del area bajo la curva de progreso de la enfermedad
(ABCPE), confirmd la interaccion sustrato antagonista lo cual indica que los susiratos
tuvieron efecto sobre la actividad antagonista de los microorganismos evaluados (anexo

3).

4.1.1 Efecto de los antagonistas sobre el patégeno

Como se observa en la figura 1 todos los microorganismos evaluados
presentaron efecto antagdnico a P Jinfestans ya que los porcentajes de area foliar
afectada PAFA (severidad) en la ultima evaluacion, 0%, por Serratia sp. (054) y
Penicillium sp. (087), 18.00% por Penicillium sp (071), 8.83% en Fusarium sp.(108), y
7.83% con Trichoderma sp (069) fueron menores al 55% observado por el testigo
absoluto (sin aplicacion de antagonistas y sustrato). De acuerdo a ia prueba LSMeans

de separacion de medias, el ABCPE promedio calculada para el testigo absoluto
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(278.04) fue estadisticamente diferente g las dreas promedio calculadas
correspondientes a los tratamientos en los que se aplicaron los diferentes antagonistas
evaluados, mientras que las ABCPE promedio calculadas para los diferentes
antagonistas no fueron diferentes entre si, pero si menores a dicho valor ; cabe hacer
notar que tanto Serratia sp. (054) como Peniciflium sp. (067) obtuvieron un valor de Olo
cual confirma el efecto antagénico que dichos microorganismos gjercen por si solos

sobre £ infestans (cuadro 3).

Tambien puede observarse que existe un comportamiento antagoénico diferente
entre Penicilfium sp (O?’i) Y Penicillium sp. (067), ya que las ABCPE promedio
cafcuiadas_, I?’Z?’O y 0, respectivamente, indican que son dos especies diferentes una de
la otra. En investigacién realizada por Sanchez et al (1998), se menciona que
Penicillium sp (087), fue aislado de la rizosfera de tomate siivestre ; mientras que
Penicillium sp. (071), fue aislado de la filosfera de tomate silvestre, esta situacion
confrma el que sean especies diferentes y actien de forma diferente como

antagonistas.

Al respecto, Andrews (1992), menciona que la filosfera es un ambiente dinamico
con variables ambientales ciclicas y no ciclicas, dentro de las que se encuentran
variacicnes de temperatura, humedad relativa, neblina, viento y rayos ultravioleta con
diferentes fuentes de nutrientes : mientras que el rizosfera estd compuesta por diferentes
micronichos que proporcionan diferentes combinaciones de fuentes de nutrientes,
humedad y regimenes de aireacién lo que hace que la microflora existente sea

abundante y rica en especies e incrementa las probabilidades para el antagonismo, por



36

lo tanto es de suponer que la capacidad antagoénica de los microorganismos aislados de

la rizosfera sea mayor que la de los aislados de Ia filosfera,

Por otro lado, Sanchez ef a/ {1998}, mencionan que Peniciflium sp. (087), tiene

una aita capacidad antagénica para enfermedades de Ia filosfera como P infestans

En experimentos realizados en foliolos desprendidos de tomate se pudo observar
el efecto antagénico de Serratia sp. (034) y Penicillium sp. (087), ya que al evaluarlos
junto con otros antagonistas los resultados obtenidos permitieron seleccionarlos como

agentes con alto potencial de contro biolégico de P infestans {Sanchez et af 1998),
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Figura 1 - Efecto de cinco antagonistas en el desarrolio del tizén tardio, expresado como
Porcentaje de Area Foliar Afectada (PAFA), a través de 10 dias de evaluacién.
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Cuadro 3 - Efecto de cinco antagonistas evaluados sobre el desarrcilo del tizén tardio,

de acuerdo a los valores promedioc de Area Bajo la Curva de Progreso de Ia
Enfermedad (ABCPE).

TRATAMIENTOS ABCPE
PROMEDIO

Testigo * 278.04a
Penicillium sp. (071) 72.70b
Fusarium sp. (108) 41.75b
Trichoderma sp (069) 34 .92b
Serratia sp. (054) 0.00b
Penicillium sp (067) 0.00b

*Sin aplicacion de antaganista ni sustrato (testigo absoluto)
La separacién de medias se hizo por la prueba LSMeans, letras iguales indican que no hay
diferencia significativa (o = 0 05).

El hecho que el testigo absoluto haya mostrado sintomas de Ia enfermedad hace
Suponer que la metodologia desarroliada para la inoculacion de P infestans bajo techo,
super? las dificultades enfrentadas por Sanchez (1996) y Sanchez of al (1998), ya que
Se proporcioné ai patbgeno, a través del rocio aplicado, la pelicula de agua en el follgje
necesaria para una buena germinacion de los esporangios y penetracion del tejido del

hospedero

4.1.2 Efecto de los sustratos sobre |a actividad de los antagonistas
4.1.2.1 Celulosa

En la figura 2 se puede observar e efecto combinado de Ia celulosa 2 g/L con los
antagonistas ; los valores de severidad promedio (PAFA) cbservados en la ditima
evaluacién fueron 32.20%, 31 00%, 4.83%, 3.17%, 2.00% y 0% para Trichoderma sp
(089), testigo con sustrato, Penicillium sp. (071), Serratia sp. (054), Penicillium sp. (087) y

Fusarium sp (108) respectivamente.
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Ademas, puede observarse que los porcentajes promedio alcanzados por
Trichoderma sp (089), Serratia sp. (054) y Penicillium sp. (067) fueron superiores a los
valores observados cuando fueron aplicados al follaje sin sustrato (figuras 1y 2) o cual

puede indicar que celulosa 2 g/L_ interfirié sobre su capacidad antagonica.
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Figura 2.- Efecto de cinco antagonistas, usando celulosa 2 g/l como sustrato, en el

desarrollo del tizén tardio, expresado como Porcentaje de Area Foliar Afectada
(PAFA), a través de 10 dias de evaluacion.

La prueba LSMeans de separacion de medias para el ABCPE indico que no hubo
diferencia significativa entre los promedios calculados para Trichoderma sp. (069) y el
testigo solamente con celuliosa 2 g/l., 15045 y 13567 respectivamente, pero fueron
diferentes a las ABCPE calculadas para Penicillium sp. (071), Serratia sp. (054),

Penicillium sp. (087) y Fusarium sp. (108}, los cuales fueron iguales entre si ( cuadro 4)
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Se puede observar que tanto los valores de severidad (PAFA) como de ABCPE
promedio calculada para Trichoderma sp. (089), Serratia sp. (054) y Penicillium sp. (067)
con celulosa 2 g/L (figura 2 y cuadro 4), fueron mayores a los calculados para dichos
microorganismos cuando no se aplicoé sustrato (figura 1 y cuadro 3) esto indica gue el
sustrato, afecté la capacidad antagonica de dichos microorganismos.  Sin embargo

mejord la capacidad antagénica de Penicillium sp (071) y Fusarium sp. (108),

Cuadro 4.- Efecto de celulosa 2 g/L sobre los cinco antagonistas evaluados de acuerdo
al Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE) promedio.

TRATAMIENTOS ABCPE
PROMEDIO

Trichoderma sp. (069) 150.45a
Testigo * 135 67a
Peniciflium sp. {071) 17.58b
Serratia sp. (054) . 11.75b
Penicilfium sp. (087) 7.33b
Fusarfum sp. (108) 0.00b

*Con Celulosa 2 g/l como sustrato,
La separacion de medias se hizo por la prueba LSMeans, letras iguales indican que no hay
diferencia significativa (< = 0.05).

Los valores de severidad promedio alcanzados por los antagonistas, en la ultima
evaluacion, al usar celulosa 1 g/l. como sustrato fueron 65.66%, 31 17%, 10.67%,
783%, 3.33% y 0% para el Testigo, Trichoderma sp. (089), Fusarum sp. (108),
Penicillium sp. (071), Serratia sp. (054) y Penicillium sp. (087) respectivamente (figura 3)
Al compararlos con los porcentajes alcanzados cuando se aplicaron los antagonistas sin

sustrato (figura 1), puede observarse que los valores de severidad observados por el
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testigo, Trichoderma sp. (069), Fusarium sp (108) y Serratia sp. (054) fueron mayores
cuando se aplicaron junto con celulosa 1 g/L ; esto hace suponer que el sustrato ejercié
un efecto negativo sobre la actividad antagonica de dichos microorganismos Por otro
lado, al parecer el sustrato no ejercid ningun efecio sobre e comportamiento de
Penicillium sp. (087) ya que tanto con sustrato como sin él, el PAFA observado fue de

0% (figuras 1y 3).
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Figura 3- Efectc de cinco antagonistas, usando celulosa 1 g/l como sustrato, en el

desarrollo del tizén tardfo, expresado como Porcentaje de Area Foliar Afectada
(PAFA), a través de 10 dias de evaluacion.

En relacion al area bajo la curva de progreso de enfermedad (ABCPE) promedio,

cuando se uso celulosa 1 g/l. como sustrato, tanto el testigo (320.23) como Trichoderma
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sp. (069), 14258, fueron diferentes significativamente (LSMeans), al resto de los
antagonistas evaluados (cuadro 5) y presentaron los mayores valores ; cabe hacer notar
que el efecto antagdnico de Trichoderma sp (069) se ve interferido cuando se utiliza
celulosa en 1 6 2 g/l ya que tanto su severidad observada como el ABCPE calculada
aicanzaron valores mayores a los observados por este antagonista sin aplicacion de

sustrato (figuras 1y 2 ; cuadros 3 y 5).

Esto podria deberse a que la cantidad de sustrato aplicado fue muy alta, lo que
ocasiondé gue e!A antagonista utilizara dicho sustrato para obtener los nutrientes
necesarios para establecerse en el follaje y no ejerciera efecto alguno sobre P, infestans.
Otra explicacion podria ser que el periodo entre |a aplicacidn de sustratos, inoculacion de
antagonistas e inoculacion del patégeno fue muy corto como para que el antagonista se
estableciera en la lamina foliar y ejerciera su poder antagoénico sobre el patégeno o

simplemente, que la aplicacion del sustrato favorecié el desarrollo del patogeno.

En cuanto a Penicillium sp. (071), Fusarum sp. (108), Serratia sp. (054) y
Penicillium sp (067) no fueron diferentes significativamente entre si (LSMeans). Sin
embargo, Penicillium sp. (067), con celulosa 1 g/l obtuvo tanto la severidad como el
ABCPE promedio mas bajas (figura 3 y cuadro 5}, valor similar al obtenido cuando se

inoculd sin la presencia de sustrato (cuadro 3).
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Cuadro 5 - Efecto de celulosa 1 g/l sobre los cinco antagonistas evaluados de acuerdo
al Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE) promedio.

TRATAMIENTOS ABCPE
PROMEDIO

Testigo * 320.23a
Trichoderma sp. (069) 142.58b
Peniciffium sp. (071) 34 58c¢
Fusarium sp. (108) 33.50c
Serratia sp. (054) 16.17¢
Peniciflium sp. (087) 0.00¢

*Con Celulosa 1 g/l. como sustrato
La separacion de medias se hizo por la prueba LSMeans, letras iguales indican que no hay
diferencia significativa («c = 0.05).

4.1.2.2 Glucano

Cuando se utilizaron 80 g/L. de glucano coloidal 0.28% p/v los porcentajes de area
foliar infectada (PAFA), en la ultima evaluacién, fueron 47.17%, 30.67%,32.33%,
15.83%, 15.33% y 800% para Trichoderma sp (069), Testigo, Serratia sp. (054)
Fusarium sp. (108), Penicillium sp. (071), y Penicillium sp. (067) respectivamente, figura
4. Al compararlos con los PAFA alcanzados sin aplicacién de sustrato se puede
observar que tanto Trichoderma sp. (089), Serratia sp. (094}, Fusarium sp. (108) y
Penicillium sp. (087) obtuvieron valores mayores con glucano que sin sustrato (figura 1),

Lo cual hace suponer que glucano interfiri® sobre el poder antagbnico de dichos

microorganismaos.
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Figura 4.- Efecto de cinco antagonistas, usando 80 g/L. de glucano coloidal al 0.28% p/v
como sustrato, en el desarroilo del tizén tardio, expresado como Porcentaje de
Area Foliar Afectada (PAFA), a través de 10 dias de evaluacion.

En relacion al area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)
promedio del tizdn tardio usando, con 80 g/l de glucano coloidal 0.28% p/v como
sustrato, los valores observados por Trichoderma sp. (069), 22595 ; testigo, 138.27 : vy
Serratia sp. (054), 131.70, fueron diferentes significativamente a los otros tratamientos
{(P<0.05) ; ademas, fueron superiores a los calculados cuando ambos antagonistas se
aplicaron sin sustrato.  El resto de antagonistas no mostré diferencia significativa en su

ABCPE promedio calculada, sin embargo Penicillium sp. (067) obtuvo el menor valor
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27 43, (cuadro 8), valor mas alto que ef calculado para dicho microorganismo cuando se
aplicd sin sustrato (cuadro 3) Los resultados anteriores hacen suponer que glucano
ejerce un efecto negativo sobre los micraorganismos puesto que los valores calculados
de ABCPE son superiores a los calculados para los tratamientos en los que se usé

celulosa como sustrato

Cuadro 6.- Efecto 80 g/L. de Glucano coloidal 0.28% p/v sobre los cinco antagonistas

evaluados de acuerdo al Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad
(ABCPE) promedio.

TRATAMIENTOS ABCPE
PROMEDIO

Trichoderma sp. (089) 225,95a
Testigo * 138.27a
Serratia sp. (054) 131.70a
Fusarium sp. (108) 66.18b
Penicilfium sp. (071) 63.37b
Penicillium sp. (067) 27 .43b

*Con 80 g/L de Glucano coloidal al 0 28% pfv como sustrato
La separacion de medias se hizo por la prueba LSMeans, letras iguales indican que no hay
diferencia significativa («< = 0.05).

Los resuitados obtenidos al usar 40 g/L de giucano coloidal 0.28% p/v son
similares a los obtenidos al usar la dosis de glucano coloidal de 80 g/L. ya que el testigo y
Trichoderma sp. (069) obtuvieron, en la ultima evaluacién los PAFA mas altos, 56 13% vy

49 17% respectivamente, y Penicillium sp. (067) el mas bajo 6%, figura 5.
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Figura 5.- Efecto de.cinco antagonistas, usando 40 g/L de glucano coloidal al 0.28% plv
como sustrato, en el desarrolio del tizén tardio, expresado como Porcentaje de
Area Foliar Afectada (PAFA), a través de 10 dias de evaluacion.

El ABCPE promedio del tizén tardio se comporté de manera similar puesto que el
testigo y Trichoderma sp (069) obtuvieron los mayores valores, 28533 y 23332
respectivamente ; y Penicillium sp. (067) el valor mas bajo, 25.17 segun la prueba

LSMeans de separacion de medias (cuadro 7).
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Cuadro 7.- Efecto 40 g/l. de Glucano coloidal 0.28% p/v sobre los cinco antagonistas

evaluados de acuerdo al Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad
(ABCPE) promedio.

TRATAMIENTOS ABCPE
PROMEDIO

Testigo * 285.33a
Trichoderma sp. (069) 233.32a
Serrafia sp. (054) 73.95b
Fusarium sp. (108) 58.77b
Peniciflium sp. (071) 48 37b
Penicilfium sp. (067) 2517b

*Con 40 g/L de Glucano coloidal 0.28% p/v como sustrato
La separacion de medias se hizo por la prueba LSMeans, letras iguales indican que no hay
diferencia significativa {oc = 0.05).

En los cuadros 6 y 7 y en las figuras 4 y 5 se puede notar que Trichoderma sp.
(069), Serratia sp. (054), Fusarium sp. (108) y Penicilfium sp. (067) alcanzaron valores
mayores, tanto de PAFA como de ABCPE calculada promedio, al usar 40 ¢ 80 g/L de
glucano coloidal 28% p/v, comparadas con las obtenidas cuando fueron aplicados sin

sustrato y al aplicar 1 6 2 g/L. de celulosa

Tanto celulosa como glucano, independientemente de las concentraciones en
que fueron aplicados no favorecieron a la mayoria de los antagonistas, a excepcion de
celulosa 2 g/L que presentd una tendencia a favorecer la actividad antagonista,
particularmente de Penicillium sp. (071) y Fusarium sp. (108). Evidentemente ejercieron
un efecto negativo sobre la capacidad antagénica de Trichoderma sp. (069) sobre P
infestans pues sus porcentajes maximos de PAFA observados y ABCPE promedio
calculados son superiores a los demas antagonistas evaluados y similares a los del

testigo ; como consecuencia de ello se favorecid el desarrollo de la enfermedad
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Resultado similar obtuvieron Okumoto y Bustamante (1993), ya que al aplicar leche
como sustrato ésta funciond negativamente pues incrementd el tizén tempranc en
tomate y las aplicaciones de quitina no contribuyeron a aumentar la poblacion microbial

en el follaje

Este resultado no nos permite inferir si las concentraciones de los sustratos
evaluados fueron muy altas o bajas ya que las dos dosis evaluadas en cada sustrato
dieron resultados muy similares, a pesar de que en celulosa si se observd mejor
comportamiento antagonista en la dosis mas alta (2 g/L). No obstante se puede suponer
que el periodo de tiempo comprendido entre |a aplicacién del sustrato, la inoculacion del
antagonistg y la inoculacion de P. infestans no fue suficiente como para permitir el
establecimiento del antagonista en el follaje o que causdé que el antagonista se
alimentara de ellos y no ejerciera influencia sobre el patégeno, situaciéon observada por

Sanchez et al (1998).

También se ha podido observar que Peniciflium sp. (067) tuvo un buen efecto
antagénico sobre P. infestans, independientemente del sustrato y sus concentraciones
observa los porcentajes maximos de infeccién mas bajos lo cual hace suponer que dicho
microorganismo tiene alto potencial como agente antagénico.  Situaciones similares han
sido observadas antes por Jindal et al. (1988), Roy et af (1991), Sanchez (1996) v

Sanchez et al (1998)

4.1.3 Efecto de los sustratos sobre el patégeno
En relacion a los sustratos, en los tratamientos en los que fueron aplicados sin

antagonistas, se pudo observar que el porcentaje de area foliar afectada mas bajo
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alcanzado en la ultima evaluacion fue obtenido cuando se utilizé celulosa 1 g/L (65.67%),
seguido por 40 g/l. de glucano coloidal 0.28% pfv (56.14%), el testigo (56.00%), 80 g/L

de glucano coloidal 0.28% p/v (30.67%), y celulosa 2 g/l. (31.00%), figura 6.
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Figura 6.- Efecto de celulosa y giucano, cada uno en dos dosis diferentes, en el

desarrollo del tizén tardio, expresado como Porcentaje de Area Foliar Afectada
(PAFA), a través de 10 dias de evaluacién,

Con respecto al ABCPE promedio calculada para los sustratos, la prueba
L.SMeans de separacion de medias indicé que los tratamientos donde se aplicé celulosa
2 g/b y 80 g/L de glucano coloidal 0. 28% p/v fueron diferentes a todos los demas, los

mayores valores fueron obtenidos por celulosa 1 gfl, 40 g/l de glucano coloidal 0.28%
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plv, 320.23, 285 33 respectivamente, mayores que el ABCPE promedio calculada para el
testigo (278 04) ; mientras que el menor valor fue obtenido por celulosa 2 g/L_ (cuadro 8),
estos resultados corroboran lo mencionado anteriormente en cuanto a que tanto los
valores de severidad com¢ de ABCPE promedio calculada fueron mayores cuando se
uso glucano gue cuando se aplicd celulosa y también apoyan el supuesto de que el
glucano y celulosa 1 g/l. favorecen al tizén tardio o interfieren con el establecimiento del
antagonista en la filosfera; mientras que celulosa 2 g/L presenta una tendencia a

disminuir la severidad de la enfermedad.

Cuadro 8 - Efecto de celulosa y glucano, en dos dosis diferentes, sobre los antagonistas
evaluados de acuerdo al Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad
(ABCPE) promedio.

TRATAMIENTOS ABCPE

PROMEDIO
Celulosa 1 g/L 320.23a
40 g/l de Glucano coloidal 0.28% p/v 285.33a
Testigo* 278.04a
80 g/l. de Glucano coloidal 0 28% pfv 138.27b
Celulosa 2 g/l 135.67b

“Sin aplicacion de antagonista ni sustrato (testigo absoluto)
La separacién de medias se hizo por la prueba LSMeans, letras iguales indican que no hay
diferencia significativa («c = 0.05).

4.1.4 Efecto de sustratos y antagonistas en el periodo de incubacién de la
enfermedad.
El analisis de varianza para los datos del periodo de incubacién observado mostrd

que no hubo diferencias significativas (p<0.08) en la interaccién sustratos-antagonistas,
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ni tampoco entre el factor sustratos v el factor antagonistas de forma independiente

{anexa 4).

Sin embargo se puede observar (cuadro 9), que tanto con Penicilfium sp. (067)
como con Serrafia sp. (054) no se observaron sintomas de la enfermedad lo cual
confirma lo dicho anteriormente en cuanto a que dichos organismos ejercen su poder
antagénico sobre P. jnfestans por si solos. Por otro lado, el resto de antagonistas
evaluados presentaron un periodo de incubacién promedio mayor al obtenido por el
testigo. L.os valores mas altos fueron observados por Trichoderma sp. (069} y Fusarium
sp. (108), esto nos indica que su periodo de incubaciéon fue mas largo y que las plantas
inoculadas con ellos mostraron los sintomas mas tarde los demas antagonistas
evaluados, lo cual confirma el hecho de que tienen un alto potencial como agentes de

control bioldgico.

Cuadro 9.- Periodo de incubacién promedio observado por los cinco antagonistas y el

testigo.
TRATAMIENTOS PERIODO DE INCUBACION
PROMEDIQO (en dias)
Feniciffium sp. (067) No mostraron sintomas
Serratia sp. (054) No mostraron sintomas
Trichoderma sp. (069) 5.00
Fusarium sp. (108) 467
Penicillium sp (071) 433
Testigo ™ 3.75

*Solamente con agua destilada
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En relacion al periodo de incubacién promedio observado por los diferentes
sustratos evaluados, se puede observar fa tendencia de que celulosa 2 g/l y 80 g/l de
glucano coloidal 028% p/v obtuvieron los valores promedios més altos, 420 y 4.00
respectivamente ; al compararse con el obtenido por el testigo (3.75), cuadro 10. Lo cual
nos indica que los sintomas del tizén tardio tardaron més en manifestarse en los

tratamientos en donde se aplicaron dichos sustratos que en los restantes.

Cuadro 10- Periodo de incubacion promedio observado en los cuatro sustratos
evaluados y el testigo.

TRATAMIENTOS PERIODO DE INCUBACION
PROMEDIO (en dias)
Celulosa 2 g/L 420
80 g/L. de glucano coloidal 0 28% pfv : 4.00
40 g/L de glucano coloidal 0.28% piv 3.80
Celulosa 1 g/l. 3.80
Testigo™ 3.75

*Solamente con agua destilada

4.1.5 Recuperacién de antagonistas

Como puede observarse en el cuadro 11, se recuperd la mayor cantidad de
antagonistas a los ocho dias después de ser inoculados (ddi) en el follaje, en
comparacion con la recuperacion realizada a los quince dias. Ademas se puede notar
que a los ocho ddi se recuper6 el mayor numero de antagonistas en los tratamientos en
donde se aplico glucano junto con los antagonistas. Por otro lado, se puede ver que
Trichoderma sp. (069) no se recuperd en ninguno de los tratamientos mientras que

Serratia sp. (054) se recuperd en todos los tratamientos siempre a los 8 ddi, resultados
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similares obtuvieron Ruiz-Silvera et al. (1997), quienes al utilizar sustratos como leche,
melaza y la combinacion de ambos lograron recuperar la bacteria S marcescens R1 de
hojas de banano en donde habia sido inoculada e incluso de hojas provenientes de
plantas en donde no habia sido inoculada directamente. Es importante considerar el
periodo que un antagonista puede permanecer en el filoplano ya que puede ser utilizado
para a la hora de decidir cuando repetir nuevamente la aplicacién de sustrato y/o
antagonista. Ademas es importante observar que en los tratamientos en los que

solamente se aplicaron los sustratos no hubo recuperacién de antagonistas.

Cuadro 11 - Antagonistas recuperados en cada sustrato a los 8 y 15 dias después de

inoculados.
TRATAMIENTOS 8 ddi 15 ddi
Testige absolute* Ninguno Ninguno
Testigo relativo™ Serratia sp. (054), Fusarium sp. Penicilfium spp.
{108), y Penicilfium spp.
Celulosa 2 g/L Ninguno Ninguno
Celulosa 2g/L + antagonistas  Serratia sp (054) Ninguno
Celulosa 1 g/t Ninguno Ninguno
Celulosa 1g/L + antagonistas Serratia sp (054) Ninguno
80 g/L glucano coloidal 0.28% Ninguno Ninguno
piv
80 g/l glucano coloidal 0.28% ggrratig sp (054), Fusarium sp. Serratia sp. (054), Fusarium sp.
pfv + antagonistas (108), y Penicillium spp. {(108),
4;) g/l. glucano coloidal 0.28% Ninguno Ninguno
plv

40 g/l glucano coloidal 0.28% serratia sp (054) y Penicitium Seratia sp. (054), Penicillium
p/v + aniagonistas spp spp.

"Solamente con aplicacién de agua
*Solamente con aplicacién de antagonistas



4.1.6 Efecto del cultivar sobre P. infestans

El andlisis de varianza para el factor cultivar dio una diferencia altamente
significativa (p<0 01). Esto pudo observarse claramente, puesto que el cultivar Pieraline
no mostré sintomas de tizon tardio durante todo el periodo de tiempo que durd g
evaluacién del ensayo, mientras que el cultivar Hayslip si mostré sintomas de
enfermedad, anexo 2. Este resultado llevé a suponer que la concentracién de
esporangios de P. infestans inoculada (8 X 10 esporangios/mi), era muy baja como para
infectar y causar sintomas en el cultivar Pieraline, por lo que se decidié realizar un
ensayo para evaluar dos concentraciones mas altas y confirmar #. infestans no produce

infeccion en dicho cultivar.

4.2 Evaluacion de tres concentraciones de P, infestans en tomate cultivar Pieraline
En el ensayo donde se evaluaron tres concentraciones de esporangios de P.
infestans, se observé que aun en la concentracion mas alta (16 x 10° esporangios/ml) las
hojas inoculadas del cultivar Pieraline no mostraron sintomas caracteristicos de la
enfermedad, después de 10 dias de evaluacién, a pesar de haber proporcionado las
condiciones de humedad y pelicula de agua en el follaje necesarias para que el
patogeno infecte al hospedero. Sin embargo, en experimento realizado con foliolos
desprendidos del cultivar Pieraline, las hojas inoculadas si mostraron sintomas de
enfermedad a los tres dias después de haber sido inoculadas ' ademas se observd que
las lesiones formadas eran mas pequefias y con menos esporulacion que las formadas
en el cultivar Hayslip  Segun Sénchez (1996), en estudios realizados en Costa Rica que
el cultivar Pieraline mostrd tanto resistencia horizontal como vertical a 2. infestans pues
en el campo este cultivar era menos afectado por el tizén tardio al comparario con el

cultivar comercial Hayslip. Por otro lado, Laterrot (1975, 1994) menciona que Pieraiine
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obtiene su resistencia de un cruce entre Pieralbo (susceptible) v Wva'3 una linea
resistente de L pimpinelfifolium Wva 700, En esta investigacion se observé gue las
variantes de P infestans provenientes de las recolecciones realizadas en Paraiso,

Cervantes y Guayabo no fueron patogeénicas a dicho cultivar.

4.3  Evaluacion del efecto de las épocas de aplicacién de sustratos sobre los
antagonistas de P. infestans

Los factores evaluados en este ensayo fueron la aplicacidén y no aplicacién de
celulosa 2 g/l al follaje de plantas de tomate cultivar Hayslip, asi como la inoculacion de
Fenicillium sp. (067) una y dos semanas antes de inocular P infestans El analisis de
varianza realizado para la variable porcentaje de area foliar afectada (PAFA) indicd que
hubo diferencia significativa para la severidad en la interaccion sustrato-época de
aplicacion y evaluaciones (p<0.01), anexo 5. Lo cual se explica porque la severidad de

la enfermedad aumenté a medida transcurrié el tiempo de evaluacion,

Sin embargo no hubo diferencia significativa entre tratamientos evaluados, es de
suponer entonces que la presencia o ausencia de sustrato (celulosa 2 g/L) ni la época de
aplicacién, sustrato aplicado 1 6 2 semanas antes de P. infestans, influyeron sobre el
establecimiento de Fenicillium sp. (067) en el follaje de la planta como para que

disminuyera la severidad del tizén tardio (anexo 5).

Como puede observarse en la figura 7, los porcentajes maximos de severidad al
final de la evaluacién fueron para el testigo, 26.67% ; Penicillium sp. (067) 2 semanas
antes, 16% ; Penicillium sp. (087) sin sustrato, 1 semana antes, 7.50% ; Penicillium sp.

(067) con sustrato, 1 semana antes, 6 50% ; y el menor fue Peniciflium sp. (067) con
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sustrato, 2 semanas antes, 3.3%. Sise compara con los datos obtenidos en el ensayo
de evaluacién de sustratos y antagonistas (cuadro 3 y figura 1) se observa una tendencia
de aumentar la severidad del tizén tardio cuando se aplicd Penicillium sp. (067) una o
dos semanas antes de P. infestans, lo cual hace suponer que dicho antagonista actud

mejor cuando se aplicé 2 dias antes del patogeno.
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Figura 7.- Efecto de los cinco tratamientos evaluados en el desarrolio del tizén fardio,

expresado como Porcentaje de Area Foliar Afectada (PAFA), a través de 11
dias de evaluacién.

El analisis de varianza para el ABCPE (anexo 6), mostrd que no hubo diferencias
entre tratamientos evaluados, resultado corroborado por la prueba LSMeans de

separacion de medias, cuadro 12 No obstante se observé la tendencia que algunos




56
antagonistas, como Penicillium sp (087), presentaron un desarrollo de la enfermedad

inferior al testigo cuando se aplicd celulosa 2 g/l. dos semanas antes de P. infesfans

(cuadro 12}, e inclusive mencr que el ABCPE observada por el mismo antagonista y el

mismo sustrato en el primer ensayo (cuadro 4).

Cuadro 12.- Efecto de dos epocas de aplicacién, una o dos semanas antes de
Penicillium sp. (087) y celulosa (2 g/L.) sobre el desarrollo de tizon tardio de
acuerdo al Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad promedio.

TRATAMIENTOS ABCPE

PROMEDIO
Testigo* - 94.00a
Penicillium sp. (087), 2 semanas antes 68.90a
Peniciffium sp. (067), con sustrato, 1 semana antes 28.28a
Peniciffium sp. (087), 1 semana antes 25.82a
Peniciflium sp. (087), con sustrato,2 semanas antes 14.83a

*Sin aplicacién de antagonista ni sustrato (testigo absoluto)
La separacion de medias se hizo por la prueba LSMeans, letras iguales indican que no hay
diferencia significativa (= = 0.058).

El analisis de varianza para el periodo de incubacion (anexo 7), mostrd gque no
hubo diferencias significativas entre tratamientos evaluados (p<005), lo cual fue
confirmado por la prueba LSMeans de separacion de medias, cuadro 13. Sin embargo,
se observa una tendencia de que Penicilfium sp. (067) aplicado con celulosa 2 g/L, una y
dos semanas antes presentd el periodo de incubacion mas largo, cuadro 13, lo que se

traduce en un desarrolio lento de la enfermedad.
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Lo anterior puede indicar que los periodos evaluados no permitieron detectar el
periodo de tiempo adecuado como para que el antagonista se estabieciera en el follaje y

que le permitiera ejercer algln efecto sobre la enfermedad.

Cuadro 13- Periodo de incubacion promedio observado en los cuatro tratamientos
evaluados y el testigo.

TRATAMIENTOS PERIODO DE INCUBACION
PROMEDIO (en dias)
Penicillium sp. (087), con sustrato, 1 semana antes 4.00a
Peniciflium sp. (067), con sustrato, 2 semanas antes 4.00a
Penicillium sp. (067), 1 semana antes 3.67a
Testigo* 3.33a
Penicillium sp. (067), 2 semanas antes 3.20a

*8in aplicacion de antagonista
L.a separacion de medias se hizo por la prueba Tukey, letras iguales indican que na hay diferencia
significativa (cc = 0.05).

4.4  Evaluacion del efecto de formulaciones sobre antagonistas de P. infestans

El analisis de varianza realizado para la variable porcentaje de area foliar
afectada, PAFA (severidad) indico que no hubo diferencia significativa para la interaccion
antagonista-formulacion en &} tiempo, asi como para la interaccidn antagonista

formutacion (anexo 8).

Los valores PAFA méaximos alcanzados para los tratamientos evaluados fueron
49.33% para el testigo ; 42 17% para Fusarium sp. (108) sin formular: 24 67% para
Peniciffium sp. (067) sin formular : 20 17% para Penicillium sp. (067) formulado y 18.67%

para Fusarium sp (108) formulado, figura 8. En relacion al ABCPE calculada, el analisis
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de varianza (anexo 9), indico que no hubo diferencias significativas entre tratamientos

{P<0.05). Lo cual es corroborado por la prueba Tukey de separacion de medias, cuadio

14,

En el caso de Fusanum sp. (108) ta formulacién evidentemente contrarrests el
efecto de la lluvia, lo que hace Suponer que la formulacién podria tener un efecto positivo
sobre dicho antagonista Y que protegid al inoculo de las diferentes condiciones

ambientales a las que fue expuesto.

Si se comparan estos resuitados con los obtenidos en la primera prueba bajo
techo donde Penicillium sp. (087) presento 0.00 de ABCPE promedio y Fusarium sp.
(108) 41 75 (cuadro 3), con la prueba que se realizd fuera del invernadero (cuadra 14),
$¢ puede decir que la formulacion si favorecié la capacidad antagonica de los
microorganismos evaluados ya que aun encontrandose bajo condiciones ambientales

obtuvieron ABCPE calculadas menores a las del testigo en el primer ensayo {(278.04).
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Figura 8- Efecto de los cinco tratamientos evaluados en e desarrollo del tizén tardio,

expresado como Porcentaje de Area Foliar Afectada (PAFA), a través de 11
dias de evaluacion,

Cuadro 14 - Efecto de |a formulacion sobre Peniciflium sp. (067) y Fusariurn sp. (108) de
acuerdo al Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad promedio

TRATAMIENTOS ABCPE -

PROMEDIO
Fusarium sp. (108) Sin Formulacion 153.92a
Testigo* 115.87a
Peniciflium sp. (067) Sin Formulacién 66 17a
Penicillium sp. (067) Formulado 55 62a
Fusarium sp. (108) Formulado 42 17a

*Sin aplicacion de antagonista

La separacién de medias se hizo por la prueba Tukey, letras iguales indican que no hay diferencia
significativa (e« = 0.05).
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En relacion al periodo de incubacion cbservado en cada tratamiento, el analisis
de varianza indicd que no hubo diferencias significativas (p<0.05) para la interaccién
antagonista-formulacion (anexo 10), correborado por la prueba Tukey de separacién de
medias (cuadro 15). Aunque se observa una tendencia de que los microorgamismos
formulados cuentan con los rangos promedios mas altos de periodo de incubacién, lo

cual puede indicar que la formulacion retrasa el desarrollo de la enfermedad.

Cuadro 15- Periodo de incubacion promedio observado en los cuatro tratamientos
evaluados y el testigo.

TRATAMIENTOS PERIODO DE INCUBACION
PROMEDIO (en dias)
Fusanum sp. (108) Formulado 567a
Penicillium sp. (067) Formulado 5.50a
Fusarium sp. (108) Sin Formulacién 5.00a
Testigo* 4 80a
Fenicillium sp. (067) Sin Formulacién 4.75a

*Sin aplicacion de antagonista
La separacién de medias se hizo por la prueba Tukey, letras iguales indican que no hay diferencia
significativa (e«c = 0.05).
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5. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en esta investigacion, se concluye que -

La metodologia desarrollada para inocular P. infestans bajo techo resuitd efectiva

con una excelente infeccion del patégeno en las plantas testigo.

Los antagonistas evaluados mostraron un efecto claro de interferencia sobre el
desarrollo de la enfermedad causada por P. infestans en plantas producidas bajo techo
pues disminuyeron la severidad de la enfermedad en mas de un 200% con respecto al

testigo.

Penicillium sp. (067) fue el mejor antagonista evaluado en todos los ensayos ya
que presento la menor severidad al aplicarse con v sin sustrato, caracteristica que le da

un alto potencial como agente de control biolégico de P. infestans.

Los sustratos ejercieron un efecto negativo sobre Trichoderma sp. (069) ya que la
severidad de la enfermedad aumentd cuando dicho antagonista se inoculd

posteriormente a la aplicacion de los sustratos.

La actividad de los antagonistas fue menor cuando se aplicaron después de los

sustratos independientemente de las concentraciones evaluadas.
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El mejor sustrato fue Celulosa 2g/L porque los antagonistas evaluados
permitieron los menores niveles de severidad y mayores periodos de incubacion al

combinarse con los sustratos evaluados a excepcion de Trichoderma sp. (069).

La mejor época para recuperar antagonistas del follaje inoculado fue a los 8 dias

después de su inoculacion.

El cultivar Pieraline presentd resistencia al ataque de las poblaciones de P

infestans usadas en esta investigacion ya que no presentd sintormas de la enfermedad.

La formulacion con aceite y agua de Penicillium sp. (0687) y Fusanum sp. (108),
favorecio el efecto antagonista bajo condiciones ambientales naturales unicamente de

Fusarium sp (108).
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6. RECOMENDACIONES

Se necesita realizar més investigaciones del efecto de antagonistas y sustratos

sobre P infestans bajo condiciones controladas y de campo.

Investigar si la aplicacion de combinaciones de antagonistas mejora su efecto

antagdnico sobre P. infestans asi como secuencias y frecuencias de aplicacion.

Evaluar el efecto de dosis mas bajas de glucano y celulosa sobre los

antagonistas de P infestans.

Realizar ensayos para determinar el periodo més efectivo entre la aplicacién del

sustrato , la inoculacion de los antagonistas y la inoculacion de P. infestans.

Involucrar al cultivar Pieraline en trabajos de mejoramiento gengético de tomate ya

que puede ser una buena fuente de resistencia a P infestans.

Evaluar si las aplicaciones de antagonistas formulados en diferentes epocas
disminuyen la severidad del tizdn tardio. Ademds evaluar si la formulacion utilizada en
este ensayo y otras formulaciones pueden ser utilizadas con otros antagonistas de P.

infestans.
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ANEXO 1A.- Tratamientos evaluados en el ensayo “Evaiuacion de sustratos vy
antagonistas a P infestans en los cultivares de tomate Hayslip y Pieraline”.

Tratamientos

Hayslip+ sin sustrato + Serratia sp. (054)

Hayslip+ sin sustrato + Trichoderma sp. (069)

Hayslip+ sin sustrato + sin antagonists

Hayslip+ sin sustrato + Penicillium sp. (087)

Hayslip+ sin sustrato + Fusarium sp. (108)

Hayslip+ sin sustrato + Penicillium sp. {(071)

Hayslip + celulosa 2 g/L + Serratia sp. (054)

Hayslip + celulosa 2 g/L+ Trichoderma sp. (069)

Hayslip + celulosa 2 g/L. + sin antagonista

Hayslip + celulosa 2 g/l + Penicillium sp. (087)

Hayslip + celulosa 2 g/ + Fusarium sp. (108)

Hayslip + celulosa 2 g/l + Penicillium sp. (071)

Hayslip + celulosa 1 g/L. + Serratia sp. (054)

Hayslip + celulosa 1 g/L+ Trichoderma sp. (069)

Hayslip + celulosa 1 g/L. + sin antagonista

Hayslip + celulosa 1 g/l + Penicillium sp (067)

Hayslip + celulosa 1 g/L + Fusarium sp. (108)

Hayslip + celulosa 1 g/L + Penicillium sp (071)

Hayslip + 80 g/L de glucano coloidal 0.28% p/v + Serratia sp. (054)
Hayslip + 80 g/L. de glucano coloidai 0. 28% p/v + Trichoderma sp. (069)
Hayslip + 80 g/L. de glucano coloidal 0.28% p/v + sin antagonista
Hayslip + 80 g/L de glucano coloidal 0.28% piv + Penicillium sp. (087)
Hayslip + 80 g/L de glucano coloidal 0.28% p/v + Fusarium sp. (108)
Hayslip + 80 g/L de glucano coloidal 0 28% p/v + Penicillium sp. (071)
Hayslip + 40 g/L. de glucano coloidal 0.28% p/v + Serratia sp (054)
Hayslip + 40 g/L de glucano coloidal 0 28% p/v + Trichoderma sp. (069)
Hayslip + 40 g/L de glucano coloidal 0 28% p/v + sin antagonista
Hayslip + 40 g/L de glucano coloidal 0.28% p/v + Penicillium sp. (067)
Hayslip + 40 g/L de glucano coloidal 0.28% p/v + Fusarium sp, (108)
Hayslip + 40 g/L. de glucano coloidal 0 28% piv + Penicillium sp. (071)
Pieraline + sin sustrato + Serratia sp. (054)

Pieraline + sin sustrato + Trichoderma sp. (069)

Pieraiine + sin sustrato + sin antagonista

Pieraline + sin sustrato + Penicilliurm sp. (087)

Pieraline + sin sustrato + Fusarium sp (108)

Pieraline + sin sustrato + Penicillium sp. (071)

Pieraline + celulosa 2 g/l + Serratia sp. (054)

Pieraline + celulosa 2 g/L+ Trichoderma sp. (069)

Pieraline + celulosa 2 g/L + sin antagonista

Pieraline + celulosa 2 g/l + Penicillium sp. {067)

Pieraline + celulosa 2 g/l + Fusariurn sp. (108)

Pieraline + celulosa 2 g/l. + Penicillium sp. (071)

Pieraline + celulosa 1 g/L + Serratia sp. (054)
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Pieraline + celulosa 1 g/L+ Trichoderma sp. (069)

Pieraline + celulosa 1 g/l + sin anfagonista

Pieraline + celulosa 1 g/l. + Penicillium sp. (067)

Pieraline + celulosa 1 g/L + Fusanum sp. (108)

Pieraline + celulosa 1 g/L. + Penicilliurn sp. {071}

Pieraline + 80 g/L. de glucano coloidal 0.28% p/iv + Serratia sp. (054)
Pieraline + 80 g/L. de glucano coloidal 0.28% plv + Trichoderma sp. {(069)
Pieraline + 80 g/L. de glucano coloidal 0.28% p/v + sin antagonista
Pieraline + 80 g/L de giucano coloidal 0.28% p/v + Penicillium sp. (067)
Pieraline + 80 g/L de glucano coloidal 0.28% p/v + Fusarnium sp. (108)
Pieraline + 80 g/L. de giucano coloidal 0.28% piv + Penicillium sp. (071)
Pieraline + 40 g/l de glucano coloidal 0.28% piv + Serratia sp. (054)
Pieraline + 40 g/l de giucano coloidal 0.28% p/v + Trichoderma sp. {(069)
Pieraline + 40 g/L de glucano coloidal 0.28% p/v + sin antagonista
Pieraline + 40 g/L_ de glucano coloidal 0.28% p/v + Penicillium sp. (067)
Pieraline + 40 g/L de glucano coloidal 0.28% p/v + Fusarium sp. (108)
Pieraline + 40 g/L de glucano coloidal 0.28% ptv + Penicillium sp. (O71)
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ANEXQ 2A .- Anélisis de varianza para la variable Porcentaje de Area Foliar Afectada,
PAFA (severidad). Ensayo evaluacion de sustratos y antagonistas g P
infestans en los cultivares de tomate Hayslip y Pieraline. Los valores de
severidad se transformaron v(x+0.5).

General Linear Models Procedure
Class Level Information
Class Levels Values
5 12345
2 12
5 12345
6 123456
10 12345678910

mMr WO

Number of observations in data set = 3000
NOTE: Due to missing values, only 2990 cbservations can be used in this
analysis.
General Linear Models Procedure

Dependent Variable: SEVER2

Sum of Mean

Source DF Squares Square F Value Pr>F
Model 838 8642 0034035 10.3126532 29.04 0.0001
Error 2151 763.9710147 0.3551702
Corrected Total 2988 9405.9744182

R-Square cv Root MSE SEVERZ2 Mean

(.918778 40.03314 0.5859615 1.4886706
Source DF Type | S8 Mean Square F Value Pr>F
R 4 34 1596399 8.5399100 24.04 0.0001
C 1 1835 8513571 18358513571 5168.93 00001
R*C 4 31 9551687 7.9887922 22.49 0.0001
S 4 146 9653266 36.7413316 103.45 0.0001
C*s 4 147.8122763 36.9530691 104.04 0.6001
R*C*S 32 258.4775393 8 Q774231 2274 0.0001
A 5 914 2472886 182 8484577 514 82 0.0001
C*A 5 938 4580277 187 68918055 528 46 0.0001
S*A 20 201.8927461 10.0946373 28.42 0.0001
C*S*A 20 205 7159161 10.2857958 28.96 00001
R*C*S*A 188 13208217784 6.6372954 1869 0.0001
F 9 7882751520 87 6972391 24892 0.0001
C*F 9 794 5723007 88 2858112 248.57 0.0001
SF 36 62.1421083 17261697 4. 86 0.0001
A*F 45 356 1243997 7.9138755 22.28 0.0001
C*S*F 36 60.9083153 1.6918976 476 0.0001
C*AF 45 362 2741052 8.0505357 22867 0.0001
S*A*F 180 89.6003289 0.4977796 1.40 0.0006
C*S*A*F 180 90.7486285 0.5041590 1.42 0.0004**



Tests of Hypotheses using the Type | MS for R*C as an error term

Source DF Type | S8 Mean Square F Value
R 4 34 1596399 8.5399100 1.07
C 1 1835.8513571 1835 8513571 229.80

Tests of Hypotheses using the Type | MS for R*C*S as an error term

Source DF Type 1 88 Mean Square F Value
S 4 146 96532655 36.74133164 4 55
s 4 147 81227628 36.95308907 457

Tests of Hypotheses using the Type | MS for R*C*S*A as an error term

Source DF  Typel SS Mean Square F Value
A 5 914.24728862 18284945772 27.55
C*A 5 938.45902770 187 69180554 28.28
S*A 20 201.89274606 10.09463730 1.52
C*S*A 20 205.71591607 10.28579580 1.55

** diferencia altamente significativa p<0.01
ns no mostro diferencias significativas

74

Pr>F
0.4750
0.0001>*

Pr>F
0 0051
0.0049

Pr>F
0.0001
0.0001
Q.0773
0.0686ns
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ANEXO 3A.- Analisis de varianza para la variable Area Bajo la Curva de Progreso de la
Enfermedad. Ensayo evaluacion de sustratos y antagonistas a P infestans
en los cultivares de tomate Hayslip y Peraline.

Generai Linear Models Procedure
Class Level Information
Class levels Values

R 5 12345
S 5 12345
A 6 123456

Number of observations in data set = 150

NOTE: Due to missing values, only 149 observations can be used in this analysis.

General Linear Models Precedure

Dependent Variable: AUC

Sum of Mean

Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model ' 49 1370247.8633 279642421 437 0.0001
Error 99 832830.0149 6382 2224
Cormrected Total 148 2003077.8781

R-Square C.V. Root MSE AUC Mean

0.684071 90.92156 79.951375 87.934452
Source DF  Typel S8 Mean Sqguare F Value Pr>F
R 4 20298.66990 5074 66747 0.79 0.5319
S 4 98527 55215 24631 88804 3.85 0.0059
R*S 16 105379 18318 6586 19895 1.03 0.4324
A 5 870980.54986 174196 10897 27.25 0.0001
S*A 20 275061 90816 13753.09541 215 0.0070**

Tests of Hypotheses using the Type | MS for R*S as an error term

Source DF Type 1 88 Mean Square F Value Pr>F
R 4 20298669897 5074667474 077 0.5600
S 4 98527 552149 24631 888037 374 0.0248

*** diferencia altamente significativa p<D\D1
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ANEXO 4A.- Analisis de varianza para la variable Periodo de Incubacion. Ensayo
evaluacion de sustratos y antagonistas a P. infestans en los cultivares de tomate Hayslip
y Peraline.

General Linear Models Procedure
Class Level information
Class Levels Values

R 5 12345
S 5 12345
A 6 1234586

Number of observations in data set = 150
NOTE: Due to missing values, onily 86 observations can be used in this

analysis.

General Linear Models Pracedure

- Dependent Variable: PERIN

_ Sum of Mean
Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model 46 3254504239 0.70750092 1.01 0.4909
Error 39 - 27 32705063 0.70069361
Corrected Total 85 5987209302
R-Square CV Root MSE PERIN Mean
0.543576 19.72285  0.837074 4.244186
Source DF Type 1SS Mean Square FValue Pr>F
R 4 359619041 089979760 128 0.2929
S 4 308021149 077005287 110 03707
R*S 16 1045935779 065370986 093 0.5414
A S5  7.12989977 142597995 204 0.0949ns
S*A 17 827638293 (48684605 068 0.7885ns

Tests of Hypotheses using the Type | MS for R*S as an error term

Source DF  TypelSS MeanSquare FValue Pr>F
R 4  3.58919041 089979760 1.38 (.2861
S 4 308021148 077005287 118 0.3576ns

ns no mostrd diferencias significativas
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ANEXQ 5A.- Andlisis de varianza para la variable Porcentaje de Area Foliar Afectada
PAFA (severidad). Ensayo evaluacién del efecto de las epocas de aplicacién
Los valores de

de sustratos sobre los antagonistas de P infestans.

severidad se transformaron V(x+0 5).

General Linear Models Procedure
Class Level Information
Class Levels Values
TRAT 5 12345
R 5 12345
Q 11 1234567891011

Number of observations in data sat = 275

NOTE: All dependent variable are consistent with respect to the presence or
absence of missing values. However only 253 observations can be used

in this analysis.
General Linear Models Procedure

Dependent Variable: SEVER2

Sum of Mean

Source DF  Squares Square F Value
Model 72 3348191207 46502656 1218
Error © 180  68.7280080 0.3818223
Corrected Total 252 4035471287

R-Square CV. Root MSE SEVER2 Mean

0 829690 34.69614 0.617918 1.780941
Source DF  TypelSS Mean Square F Value Pr>F
TRAT 4 69.9125521 17.4781380 45.78 0.0001
R(TRAT) 18 108 7349844 6.0408325 15.82 0.0001
O 10 126.8262971 12 6826297 3322 0.0001
TRAT*C 40 293452870 0.7336322 1.92 0.0021**

Tests of Hypotheses using the Type | MS for R(TRAT) as an error term

Source DF  Type!SS Mean Square F Value

TRAT 4 69912585210 17.47813802

** diferencia altamente significativa p<0.01

Pr>F
2.89 00518

Pr>F
0.0001
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ANEXQ 6A.- Analisis de varianza para la variable Area Bajo la Curva de Progreso de Ia
Enfermedad Ensayo evaluacién del efecto de las épocas de aplicacion de
sustratos sobre los antagonistas de P infestans.

General Linear Models Procedure
Class Level Information
Class Levels Values

R 5 12345
A 3 123
F 3 123

Number of observations in data set = 25
NOTE: Due to missing values, only 23 observations can be used in this
analysis.
General Linear Models Procedure

Dependent Variable: AUC

) Sum of Mean
Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model 4 17669.26437 441731609 248 0.0805
Error 18 32026.08889 1779.22716
Corrected Total 22 49695.35326
R-Square CV. Root MSE AUC Mean
0.355552 99.89638 4218089 42 22464
Source DF Type | S8 Mean Square F Value Pr>F
A 2 12576.57409 6288.28705 353 0.0507
F 1 109766806 1097.66806 0862 0.4424
A*F 1 399856.02222 399502222 225 0.1513 ns

ns no mostro diferencias significativas
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ANEXO 7A.- Analisis de varianza para la variable Periodo de Incubacién. Ensayo
evaluacion del efecto de las épocas de aplicacién de sustratos sobre los
antagonistas de F. infestans.

General Linear Models Procedure
Class Level Information
Class Levels Vaiues
A 3 123
F 3 1238

Number of observations in data set = 25
NOTE: Due to missing values, only 17 observations can be used in this

analysis,

General Linear Models Procedure
Dependent Variable: INCUB

Sum of Mean

Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model 4 198431373 048607843 1.44 (.2803
Error 12 413333333 0.34444444
Cormrected Total 16  6.11764706

R-Square CV Root MSE INCUB Mean

0.324359 16.35606 0.586894 3.588235
Source BF Type | SS Mean Square F Vaiue Pr>F
A 2 1.57598038 078799020 229 0.1440
F 1 023863636 023863636 069 04215
A'F 1 016968697 0.16969687 049 04961 ns
Source DF  Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
A 1 1.00086580 1.00086580 2.91 0.1140
F 1 016988697 0.16969687 049 (4961
A*F 1 016968697 016969697 049 04961

ns no mostrd diferencias significativas
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ANEXO 8A.- Andlisis de varianza para la variable Porcentaje de Area Foliar Afectada
PAFA (severidad). Ensayo evaluacion del efecto de formulaciones sobre
antagonistas de P infestans. Los valores de severidad se transformaron
Y(x+0.5)

General Linear Models Pracedure
Class Level Information
Class Levels Values

R 5 12345

A 3 123

F 3 128

O 11 12345678910 11

Number of observations in data set = 275

General Linear Models Procedure

Dependent Variable: SEVER2

Sum of Mean

Source . DF  Squares Square F Value Pr>F
Model 74 939.2368803 12.6923903 . 11.60 0.0001
Error 200  218.7550996 10937755
Corrected Total 274  1157.9919799

R-Square CV. Root MSE SEVER2 Mean

0.811091 44 36535 1.045837 2.35732%9
Source DF Type | 88 Mean Square F Value Pr>F
A 2 37.7478896 18.8739448 1728 0.0001
F 1 39.1031560 391031560 3575 ¢ 0001
A*F 1 23.0223008 23.0223008 2105 0.0001
R*A*F 20 249.8491955 12.4924598 11.42 0.0001
0 10 530.7188138 53.0718814 4852 0.0001
A*Q 20 27 8823825 1.3941191 1.27 0.1994
FO 10 19.8233976 19823398 181 0.0604
A'F*O 10 11.0897445 11089744  1.01 04330 ns

Tests of Hypotheses using the Type | MS for R*A*F as an error term

Source DF Type | 88 Mean Square FValue Pr>F
A 2 3774788964 1887394482 1.51 02449
F 1 3910315599 3910315599 313 00921
AT 1 23.02230084 2302230084 184 0.1897ns

ns no mostrd diferencias significativas
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ANEXQ 9A - Analisis de varianza para la variable Area Bajo la Curva de Progreso de la
Enfermedad  Ensayo evaluacion del efecto de formulaciones sobre
antagonistas de P infestans.

General Linear Models Procedure
Class Level Information
Class Levels Values

R 5 12345
A 3 123
F 3 123

Number of cbservations in data set = 25

General Linear Models Procedure

Dependent Variabie: AUC

Sum of Mean

Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model 4 43698.86500 1092471625 158 0.2172
Error ) 20 137897 90556 £894 89528
Corrected Total 24 181596.77056

R-Square Cv. Root MSE AUC Mean

0.240837 9572184 83 03551 86.74667
Source DF Type | S8 Mean Square F Value Pr>F
A 2 1220045250 610022625 088 0.4284
F 1 18696.61250 1869661250 271 0.1152
A*F 1 12801.80000 1280180000 1.86 0.1882 ns

ns no mostré diferencias significativas
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ANEXQO 10A.- Andlisis de varianza para la variable Periodo de Incubacion. Ensayo
evaluacion del efecto de formuiaciones sobre antagonistas de P. infestans.

General Linear Models Procedure
Class Level Information
Class Levels Values
A 3 123
F 3 123

Number of observations in data set = 25
NOTE: Due to missing values, only 21 observations can be used in this
analysis.
General Linear Models Procedure

Dependent Variable: INCUB

Sum of Mean

Source DF Squares Square FVaiue Pr>F
Model 4 2.50285714 (064821429 144 02672
Error 16 7.216686667 0.45104167
Corrected Total 20  9.80952381

R-Square cVv. Root MSE INCUB Mean

0.264320 13.18088 0.671598 5095238
Source DF Type | SS Mean Square F Value Pr>F
A 2 063452381 031726180 070 05096
F 1 195161280 195161280 433 (0.0539
A*F 1 000872043 000672043 001 09044

Source DF  Typelll S8 Mean Square FValue Pr>F
A 1 0.16801075 0.16801075 037 05502
F 1 184220430 194220430 431 0.0545

A*F 1 000872043 000672043 0.01 09044 ns

ns no mostrd diferencias significativas
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