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CAPITULO !

INTRODUCCION



Ante el uso de los pesticidas concebidos en su origen-
como la panacea de la agricultura y a pesar de aplicarse cada
afio mayor voltmen de tales sustancias quimicas en los campos-
mexjcanos, no s6lo ha aumentado el nGmero de plagas que des--
truyen los cultivos sino que ademas la produccién de alimen--
tos sigue siendo insuficiente para abastecer a la poblacion.-
Hoy en dia, se sabe que los fungicidas afectan tant; a los re
cursos naturales como a! hombre. En México se aplicansin control al
guno, casi todos los plaguicidas prohibidos, incluso en los -
paises donde fueron desarrollados. Ante tal situacibn, se --
han desarrollado métodos alternativos de investigaci6n basa--
dos en el control biolégico; sin embargo, hasta e! momento se
han empleado muy pocos recursos tendientes a buscar solucio--

nes acordes con la naturaleza. (Maldonado, 1987).

Por lo anterior, en el Laboratorio de Microbiologia -
Experimental, se efectud un estudio "in vive”, sobre la deter

minacién del efecto antagbnico de cepas de actinomicetos so--

bre Phytophthora infestans, hongo fitopatégeno de plantas de-

papa.



CAPITULO I

OBJETIVOS



Objeti vo General :
Comprobacié6n del antagonismo "in vivo” de -

cepas antagénicas a Phytophthora infestans.

Objetivo particular:
Comprobacién del antagonismo a Phytophthora
infestans de cepas de actinomicetos aisla--

dos.

Seleccién de las mejores cepas antagbnicas-

a P. infestans porrsuefectividad.



CAPITULO 111

ANTECEDENTES DE LA ENFERMEDAD



La papa, Jjunto con ¢l maiz, son las plantas Jde mayvor -
interés alimentario que el Continente Amerijcano ha dado a co-
nocer al Antiguo Mundo. E| origen de la papa sc remota a al-
gunas zonas del Perd, Bolivia y México, donde se cree que fue
cultivada en ticmpos de la civilizacién Azteca e l|ncaica. Fue
introducida en Europa en la segunda mitad del siglo XVi. En
los primeros afios, se le considerdé como una planta ornamental
motivo que retardo su difusién; sin embargo, transcurridos al
gunos decenios, se tuvo conocimiento de su alto valor nutritij
vo y muy pronto s¢ intuyd que la papa seria un gran efemento~

para la alimentacién del hombre. (€0 y 62)

El cultivo de la papa cs afectado por Ffactores que mer
man los rendimientos en su produccién tales como: enfermeda--
des, sequias, hecladas, granizo y vientos fuertes. Una de las
enfermedades que mas dafios ha causado a este cultivo es el tj

z6n tardio causado por el hongo Phytophthora infestans. El ti

zé6n tardio se conoce desde 1830, aparcciendo simultancamente~
en América y Europa. Anton DeBary (1831-1888), fué quien pri-
mero estudié la patogenicidad, ciclo bioldgico y csporangios-
del hongo, sus estudios fueron consecucncia de la epifitia de
1845 que arrasé los cultivos de papa en Irlanda causando la -

muerte por hambre a cerca de un millén de personas y la emj--



gracion de milién y medio en regiones donde fa papa era la --

fuente principal de la alimentacion. (9 y 67)

En la actualidad, los medios para controlar al patége-
no son inadecuados, debido a su incosteabilidad y toxicidad -
tanto para la planta como para el hombre. Consecuentemente,-~
s¢ han estudiado ciertas clases de actinomicetos en los que -

se ha visto, presentan antagonismo a Phytophthora infestans;

sin embargo, sc desconoce cual de ellos presenta mayor efecti
vidad, asi como también su influencia sobre el desarrollo de-
la planta. Por tal motivo, ¢s nccesario encontrar !a metodo-
logfa adecuada para el control de dicho hongo, la que a su -

vez debe ser indcua para la planta y para el hombre.



CAPITULO IV

GENERALIDADES



Caracteristicas Agronbmicas del Cultivo de la Papa.

Preparacién del suelo.

£ modo de preparacién del suelo, depende del tipo de-
suelo y de las condiciones de humedad; por ejemplo, pa-
ra suelos arcillosos, se ara durante el otofio, en con-
diciones secas y a una profunidad de 25 cm. y en prima-
vera, se pasa una rastra. Para suelos arenosos, el ara
do y la rastra se pueden realizar antes de la siembra -

para. evitar. la compactacién del suelo.

Preoparacién de la semilla.

Se considera que en ¢l perfodo de latencia, las yemas-
de los tubérculos no inician su crecimiento, aadn estan-
do en condiciones favorables para su desarrollo. ta du
racién de este perfodo depende de varios :factores ta--
tes como; variedad, madurez fisiolégica, condiciones am
bientales durante su crecimiento, condiciones de almace
namiento, etcétera. En el prebrotamiento, los tubércu-
los poseen un brote m&s o menos bien desarroliado, poco

antes del perfodo de siembra.



Abonos y Fertilizantes.

La cantidad de abono o fertilizante que se aplica, es-
ta en funciédn del perfodo de siembra. Este cultivo, -
tiene fuerte respuesta a la adicién de nitrégeno y fos

foro, no asf a la de potasio.

Métodos de Siembra.

La siembra se hace a mano, depositando el tubérculo en
el fondo del surco, con una distancia promedio de 30 a
50 cms. entre ellos y de 90 cm. entre surco y surco, =
procurando que los tubérculos no queden en contacto -
con el fertilizante. También se puede hacer uso de la
maquina sembradora de papas, procurando que esta sea -
de copas y no de clavos, con el propésito de no trans-
mitir enfermedades bacterianas al pinchar los tubércu-

los enfermos y sanos.

Densidad de Siembra.

La densidad de siembra es muy variable, se sugiere - -
utilizar de 1100 a 1500 kg. de semilla por hectéarea, -
ademés.se recomienda sembrar tubérculos de 28 a 35 mm.

de didmetro y entre 50 y 60°g. de. peso. (3)



4.1.6

Rendimiento.

Para la siembra de la papa, se usan los tubérculos co-
mo semilla para la produccién de papa, siendo de vital
importancia, gue el productor utilice semillas certifi
cadas que poseen garantia en cuanto a calidad, pureza-
de variedad, sanidad y vigor; ademds, aseguran un alto
rendimiento (45). Las pérdidas en el rendimiento de -
la papa causado por el tizén tardio debido a tubércu--
los podridos, no se pueden estimar debido a que esto -
es afectado por el tipo de suelo, cantidad de lluvia,-
susceptibi lidad del cultivo, y cantidad de tubérculos-

sembrados. (29)

Areas de Adaptacién.

Dependiendo del lugar geogréfico en donde la papa se-
cultive, produciré una buena o deficiente cosecha, ya-
que cada variedad de cultivo posee caracterlsticas -
agronémicas diferentes. Para siembras de primavera-ve
rano; en el Estado de México, Tlaxcala, Hidalgo y Dis~
trito Federal, se usan las varicdades: Alfa, Tollocan,
Greta, Atzimba, Rosita, Murca, Juanita y Patrones; se-
siembra entre Marzo y Junio. Para siembras de otofio--

invierno, en las regiones citadas se sicmbran las va--



riedades: Alfa, Tollocan, Greta, Atzimba, Rosita, Mur-
ca, Patrones, Yema y Lépez entre el 15 de diciembre y-

15 de Marzo. (29)

Cosecha.

Para obtener la cosecha méxima posible, la recoleccibn
se efecta cuando las hojas toman un color amarillento
y so vuelven quebradizas. Cuando se trata de obtener-
papa muy temprana, la recoleccibén se practica cuando -
ias matas estan alin verdes, resultando el rendimiento-

menor y la calidad mejor. (16)



Caracteristicas Agronémicas de {a Variedad de Papa Al-
fa.

El tubérculo de papa, es una extremidad hinchada de —-
una rafz, en la cuél se almacena la fécula én gran can
tidad y son estas las que se utilizan para la produc--
cién de la planta y que constituyen el procedimiento-
de multiplicaciébn de |a misma, para conservar las cua-
lidades propias de sus ascendientes. En estado seco,-
en un tubérculo de papa, se encuentra un promedio de «
66 %7 de almidén, que es el principal elemento deade el
punto de vista calérico; 4 % de azGcares; 9 % de subs-
tancias protéicas y 0.5 % de sales (potasio y fésforo)
y grasas. Su valor vitaminico es muy bueno, debido a

que contiene vitamina C, Tiamina, Riboflavina y Niaci-~
na. Algunas variedades ricas en agua, son cultivadas-
para obtener forrajes, otras por su rico contenido en-
almidén, se destinan a la extracciébn de fécula y prepa

raci6n de alcohol. (16 y 45)

Actualmente en México, se cultivan catorce variedades-
de papa, las m&s importantes son cinco: Alpha, Lbépez, -
Amarilila de Puebla, White Rose y Criolla del Nevado. -

Estas variedades cubren un 95% de la superficie total-
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cultivada.

Existe un gran nimero de especies de papa, pero en la-
produccidn se usan casi sb6lo las especies tuberosum y

andigenum. La especie tuberosum; tiene plantas, hojas
y tubérculos mas grandes que la andigenum, por esta ra

zé6n se cultiva mas la especie tuberosum. (45)

Las variedades de la papa corriente se dividen de - --
acuerdo con caracterfsticas fisiolégicas, morfolégicas

y culinarias.

En México, la siembra se realjza en tres fechas diFé--
rentes y en varias zonas con distintas condiciones eco
I6gicas. Las diferentes localidades, fechas de siem--
bra y cosecha asi como las principales caracteristicas

de las tres zonas se muestran en seguida. (11)

ZONA FECHA DE SIEMBRA CARACTERISTICAS
Y COSECHA PRINCIPALES
! Leén, Guanajuato Cultivo de in--
Enero~Febrero vierno bajo rie
go.

Junio=Julio

Altura 1885 msnm,



Zamora, Michoacén
Septiembre-Octubre

Enero-Febrero

Toluca, Edo. de Méx.

Mayo

Septiembre-Octubre

11

Cultivo bajo riego

con lluvias aisla--

das,

Altura 1564 msnm.

Cultivo de verano
bajo condiciones de
temporal.

Al tura 2620 msnm.

msnm: Metros sobre el nivel del mar.



Variedad de papa "Alfa”

(Solanum tuberosum L. Ssubespecie tuberosum)

Origen:

Maduracién:

Holandesa.

Intermedia (120 dias).

Rendimiento:Muy bueno.

Tubérculos:

Follaje:

Materia
seca:

Planta:

Brote:

Grandes, de forma oval redondeada, ojos bastante-
superficiales,carne amarillo claro y bastante ha-
rinosa.

De desarrollo lento, algo abierta al principio, -
més tarde de tallos fuertes y robustos que cubren

bien los surcos, resisten a la sequfa.

Contenido bastante alto.

Tallos poco numerosos, robustos, de color morado~-
pélido extendiendose poco, hojas grandes, rigidas,
verde griséceo, foliolos primarios ovales, con -
peciolos |argos y nervios profundos, floracién --
abundante, inflorescencias grandes, flores de co-
lor rojo morado clare con bordes blancos.
Aparrado, al principio esférico, mds tarde perifor

me,de color morado marrén pdlido, en la base verde;
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muy poco peloso, yema terminal pequefia, predomi-

nantemente verde.

Resistencia a:

Virus del
Virus A:
Virus X:
Virus Y:

enrol lado:

Medianamente sensible.
Poco sensible.
Poco sensible.

Medianamente sensible.

Phytophthora de la hioja: Medianamente sensible.

Sarna Verrugosa:

infeccié6n crénica.

Phytophthora del tubérculo: Poco sensible.

Nemétodo dorado:

Sequfa:

(16 y 65)

Resistente.

Poco sensible.
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Enfermedades mas importantes de! cultivo de la papa en
México.

Las enfermedades més importantes del cultive de la pa-
ps en México, son las causadas por los hongos:

Phytophthora infestans (”Tiz6n Tardio”) y Rhizoctonia -

solani. Las causadas por bacterias como: Erwinia caro

tovora (“Podredumbre blanda”), Pseudomonas solanacearum

que causa la “"Marchitez Bacteriana”.

Las enfermedades virosas como el enroliamiento de la -
hoja (PCRV) transmitida por &4fidos, principalmente - -
Myzus persicae, mosaicos comin y rugoso (PVY, PVX vy -
PVA) y la punta morada (PVS) que se presenta en casi -

todas l|as zonas productoras de papa.

De tas enfermedades causadas por neméitodos, la més im-
portante es la originada por el “Nem&todo Dorado” Hete

rodera rostochiensis, el cua! esté prescnte en algunos-

municipios del estado de Guanajuato.

Entre fas principales plagas que dafan al cultivo de -
la papa estan: Rayador o pulga saltona (Epitrix cucume

ris Harrjs), Gallina ciega (Phillophaga sp.), Palomi--

—
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I'ta (Pthorimen operculella Zeller) y Pulgén (Myzuspersi

cae sulzer‘).. (16,45,56 y 62)
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4.3 Caracteristicas Generales de la Enfermedad.

El tizén tardio de la papa, Phytophthora infestans cu-

ya distribuci6n puede considerarse universal, es la es
pecie fungosa que causa los mayores perjuicios a la Pa
pa (Solanum tuberosum L.), al tomate comin (Licoger‘si-
cum_esculentum Mill.), al tomate verde (Physalis sp.)-
y a la berenjena (Selanum melongena). (14,20,58 y 68)

Esta enfermedad aparece generalmente después de la flgo
racibn de la papa, presentandose en las hojas, pecios+-
los, tallos y tubérculos. En las hojas de la papa in-
fectada, inicialmente se observan manchas irregulares-
de color verde més claro rodeadas por un halo de color
verde obscuro, las que con el tiempo presentan un fino
algodonci llo grisaceo en sus bordes. (58). En los tu-
bérculos, la epidérmis se torna café morada, se obser-
van también &reas hundidas con manchas claras o ligerg
mente obscuras. Cuando se presenta contaminacién por-
otros hongos o bacterias saprofiticas, se desarrolila -
un olor desagradable debido a pudriciones acuosas de -
origen bacteriano, si la pudricién es seca, las lesio-

nes no progresan.

En el campo, el grado en la severidad de la infeccibn-
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depende de las condiciones ambientales, ésta es méas se
vera cuando se presentan perfodos frescos lluviosos y-
hamedos en las maRanas, seguidos de perifdos mas cali-
dos, estas condiciones promueven la formacién y germi-

nacién de las zoosporas. (15, 25 y 58)
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Ciclo Biolégico de Phytophthora infestans.

Los hongos fitopatégenos invaden los tejidos de sus hos
pederos por diferentes vias naturales, ya sca por lesio
nes o por penetracién directa del tejido vive. La inva
sién del tejido hospedero se atribuye a la atraccioéon -
de! micelio del hongo hacia exudados quimicos estimula-
torios de las rafces u hojas, a la atraccién del hongo-
hacia un gradiente nutritivo o por simple oportunidad.-

(5, 8 y 74)

Pristou (1954) y Stakman (1957), observaron que al ino-
cular en el hospedero zoosporas méviles, la penetracibn
ocurrfa directamente a través de la epidermis, pero ra-

ra vez a través de los estomas.

E! hongo sobrevive en los tubérculos infectados y dese-
chos en el campo como micelio, ocasionando las primeras
infecciones a la planta. Algunas de las tebrias que ~-
tratan de explicar e} porque el hongo sobrevive de un -
afio para otro son:

- Persistencia del micelio en el suelo.

- Permanencia del micelio en tubérculos enfermos.

- Produccién de esporas de resistencia.



- Permanencia latente del miceiio en la planta de papa.
- Activacién del! micelio durante la germinacién de los
tubérculos semilla, este micelio fructifica y se esta
blece en la plantula, que al emerger transporta a las
esporas a la superficie quedando |atente en la super
Ficie del tallo y hojas, en donde permanecen hasta el
momento en que las condiciones Favorecen el desarro--

Ilo de la infeccibn. (3,9,15 y 58)

La fluvia y el viento, diseminan las esporas y conse-
cuentemente la enfermedad puede invadir toda una plan
taci6n en pocos dias si existen condiciones favora- -

bles para el patégeno. (15, 46 y 60)

Boyd (1980), Easton (1982) y Hide (1951), comprobaron-
que las zoosporas de Phytophthora sp. en el suelo, in
fectan partes de las plantas sumergidas en el agua de
riego sirviendo como propagulos infectivos en la natu

raleza.

Respecto a la fase sexual de P. infestans, el primer-
informe fué publicado por Clinton en 1911. C(Clinton -

observé en cultivos puros,las ocosporas, encontrando -
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que la reproduccidén sexual se realiza por intermedio --
del oogonio y el anteridio. La fase sexual es muy rara

en el mundo, y sblo se ha encontrado en Toluca, Méxijico.

(58)



CICLO DE LA ENFERMEDAD DEL TIZON TARDIO DE LA PAPA CAUSADO -

POR Phytophthora infestans. (58)
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4.5 Caracteristicas Generales del Patégeno.
Como consecuencia de la epifitia ocasionada por el ti-
z6n tardio en Irlanda y en _otros paiscs europeos, se-
realizaron estudios para identificar al agente causal-

y métodos para su erradicacién.

En 1845, Montagne identificdé al patbgeno asignandole -
el nombre de Botrytis infestans. Mas tarde, Anton de-
Bary (1831-18885) descubrid su ciclo biolégico, patoge-
nicidad y esporangios comprobando que este hongo era -
efectivamente el patégeno, peroc que su clasificacién -
era incorrecta y como ninguno de los géneros hasta cse
momento conocidos podia incluir con propiedad al hongo
mencionado, en 1875 se propuso el género Phytophthora,

desde entonces lleva por nombre Phytophthora infestans

(Mont.) De Bary.

El hongo Phytophthora infestans, pertence a la clase,-

Phycomycetes; subclase Qomycetes; orden PeronOSporales;
Familia Py thiaceae;género Phytophthora; especie infes

tans.

Se caracteriza por su micelio cenocitico inter e intra

celufar muy ramificado, hialino, blanco, algodonoso, -



los esporangi6foros salen a través de los estomas en -
las hojas, y por las lenticelas en los tubéreulos; Ile
vando en cada esporangiéforo un esporangio de forma -
alimonada cuyas dimensiones varian de 22 a 36 micras -
de largo por 14 a 23 micras de ancho con una papila --

apical wmediana de 3 micras.

Los esporangios al principio son terminales, después -
laterales por el crecimiento indeterminado del esporsn
gi6foro, por eso la maduracién no es uniforme. Cuando
un esporangio esta cerca de la madurez, la hifa se hin
cha en su extremo basal y ésta es enviada hacia un la-

do de la prolongacién del esporangiéforo.

La hinchazén a intervalos, es caracteristica de una hi
fa en fructificacién, indicando los puntos donde la es
porulacién ha tenido lugar. Este tipo de rama fructi-

fera es caracteristico de Phytophthora infestans y -

sirve para distinguirlo de géneros y especies muy rela

cionados con &1. (14,54 y 58)



4.6 Produccién dec Esporangios v Zoosporas.
Varios investigadores, han estudiado los efectos de di-~--
versos factores sobre la Formaci én de esporangios., Wil-
son considera como principales factores: Sustrate, hume

dad, aire, luz, tempratura y edad del cultive {39 y 60)

En la regidén Norte Central de los Estados Unidos, James-
et al. en 1972, establecieron que la incidencia de enfer
medad sobre el hospedero, es funcibén de cuatro factores:

Agente patégeno, hospedero, medio ambiente y tiempo.

Waggoner, en 1952; afirmdé que la influencia del desarro-
Ilo del tizén tardio, depende de las fluctuaciones de ‘-

temperatura y humedad.

Las condiciones favorables para la esporulacién de P. in
festans corresponden a: Humedad relativa por arriba del-
90%, temperatura de 16 a 20°C por diez horas y una preci
pitacién total de tres cm. o més durante tres dfas. (29

y 69)

Dependiendo de la temperatura, los esporangios de P. in-
festans, pueden germinar cn forma directa a través de un

tubo germinativo (12-22°C) e indirectamente, por libera-
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cibén de zoosporas biflageladas (12°C o menos). (31, 46,

59 y 60)

Waggoner en 1952, observé que las cepas de P. infestans
son capaces de sobrevivir a altas temperaturas. Rotem-
en 1974, para explicar el desarrollo del tizén tardio ~
bajo condiciones de temperatura diaria mayor de 30°C, -
propuso dos hipbtesis: 1) La aparicién de cepas con tem
peratura 6tima de desarrollo alta; 2) Habilidad de las-
cepas comunes para resistir o igualar los beneficios de

las condiciones calientes secas.

Sarasola (1975), cita que Wallin y Hoyman en 1958 com--
probaron que la luz o la obscurirdad no alteran la for-

macién de esporangios,.

Mac Donald (1978), menciona a Balckwell y Waterhouse, -
los que comprobaron que las zoosporas pueden ser expeli
das del exporangio como unamasa enuna fina vesfcula, la -
cual, finalmente estalla dejando libres a las zoosporas,
aunque en algunas cspecies de Phytophthora, las zoospow

ras salen del esporangio separadamente.

Wallin en 1953, comprobdé que las esporas sobreviven lar



gos periodos de tiempo en condiciones desfavorables, -
ésto es; temperatura del airc de 24 a 32°C con humedad

relativa de 40 a 50 %.

Dowley et al. en 1975, mantuvieron cultives de P, infes
tans, a una temperatura de 10°C durante cinco horas pa-

ra posteriormente observar la formacién de zoosporas.
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Distribucién e Importancia Econbmica

Los problemas en la producci6én de alimentos a que se -
enfrenta el sector agricola del pais son numerosos. La
transferencia de recursos de este sector hacia otros -
componentes de la economia debilita la capacidad pro--
ductiva agricola, en particular la de alimentos estra-
tégicos en la dieta nacional. Asf mismo, provoca la -
incapacidad del medio rural para absorver la mano de -
obra que genera y la consiguiente migracién del campo

hacia la ciudad en busca de empleo. (51)

En México, uno de los problemas agricolas mds importan
tes en el cultivo de la papa, es sin duda alguna el -~

causado por e! hongo Phytophthora infestans, comunmen-

te conocido como “Tizén tardio de la papa”.

Actualmente, la distribucién de la enfermedad en los -
cultivos de papa es mundial, el dafio causado por el -
hongo del tizén tardio es uno de los factores limitan-
tes en |la produccién econémica del cultive; por lo - -
cudl, en las &reas donde se cultiva esta solandcea, el

control del hongo es indispensable para tencr éxito.



La politica del INIA sobre |a papa, es la de proporcio
nar al agricultor variedades de papa resistentes al -
tizébn para evitar los gastos de equipo, substancias -
quimicas y pérdidas en la produccién,yaque esto es una
limitante para establecer ciertos cultivos en algunas-

4reas.

Las me jores zonas paperas de México, al aprovechar sus
magnificas condiciones de suclo y temporal, se encien-
tran en constante peligro al ataque de esta enfermedad
y con ello, expuestas a pérdidas cuantiosas. La mayor
produccién de papa en México, se obtiene en los va- -
lles altos (Tlaxcala, Toluca y Puebla), en donde las -
condiciones climatol6gicas son apropiadas para el buen
desarrollo del cultivo y consecuentemente a la forma--
ci6n de tubéreculos vigorosos; esto es, a temperatura -
de 15 a 18°C y una precipitacidén pluvial de 375 a 450-

mm durante el periodo de cultivo.

También sc cultiva papa en los estados de Baja Califor
nia Norte, Guanajuato, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leén,

Sinaloa, Michoacén, Veracru- y Zacatecas.

En los estados de México, Tlaxcala, Hidalgo y el Dis--
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trito Federal, durante el perfodo de 1975- 1980, se --
sembraron en promedio 5800 hectéreas con papa, se ob-
tuvo una producci6n aproximada de 48000 toneladas y un
rendimiento promedio de 8.23 toneladas por hectérea. -

(10,11 y 16)

En Hermosillo Sonora, en abril de 1987 y en una super-
ficie de 2000 Ha. se cosecharon aproximadamente 40000-
toneladas con un rendimiento de 17 a 20 toneladas por-

Ha. ("Excelsior”, martes 21 de abril de 1987).



Métodos de Inoculacibn.
Ltos medios por los que un microorganismo patégeno al--
canza el interior de los tejidos de un vegetal, pueden

ser artificiales o naturales.

Para inocular artificialmente patégenos que dafian al -
follaje, o a las partes &ereas de una planta, el micro
organismo de interés, se propaga en un medio de cul ti-
vo que estimula la produccibébn de esporas o de cual- --

quier otro propigulo. (16)

las inoculaciones artificiales, pueden hacerse a tra--
vés de heridas efectuadas exprofeso, o depositando el
indculo directamente sobre los tejidos del hospedan--

te. (8, 20 y 54)

Dowley et al. en 1975, utilizaron atomizadores para -
inocular hojas sueltas y plantas completas con suspen-
siones esporangiales o miceliales, Montecillo en 1982,
para inocular esporas méviles, utiliz6 técnicas tales

como : Atomizacibén, inundacién, inmersién y la aplica--
ci6n discreta de gotas de inbculo sobre la planta. En

otros casos, se inyecta la suspensidn en los peciolos-
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o en los tallos, con una jeringa hipodérmica. Smoot et
al. en 1958, inyectaron con aguja hipodérmica, una sus
pensién de zoosporas y esporangios dentro de la cavi--

dad central del tallo.



el

Control.

Para pronosticar cualquier enfermedad y sus métodos de
control, es necesario conocer como y donde el hongo so
brevive al invierno, medio de diseminacién, influencia
del medio ambiente, viabilidad, germinacién, influen--
cia y subsecuente germinacién de [as esporas; asi como
la interaccién de los cultivos con el tratamiento de -
fertilizantes, précticas culturales, tratamientos de -
herbicidas, condiciones de intemperie, estado fisiolg
gico en el momento de la cosecha, asf como también la
influencia del nivel de contaminacién e infecci6n pro-
gresiva o latente por los patbégenos que causan enferpe
dades postcosecha y condiciones impropias de cosecha,-
transporte y almacenamiento favorecen el desarrollo de

epidemias. (3, 8, 15 y 24)

En la naturaleza, las plantas sintetizan altas cantida
des de componentes quimicos con propiedades téxfcas. -
Se cree que esta funcibén se realiza como un mecanismo-~
de defensa contra agentes externos como bacterias, hon

gos e insectos. (5t)

En EEUU., el cultivo de la papa blanca ha sido obstacu
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lizado por el hongo del tizén tardio Phytophthora in--
festans, aunque se han buscado cultivares con altos ni
veles de resistencia, la produccién no ha crecido sig-

nificativamente. (6)

Broadbent et al., en 1971 y Mitchell en 1961, han he--
cho intentos para suprimir patbgenos de plantas nati--
vas del suelo por medio del control biolégico, En ta-
les intentos, se involucra la inoculacién dentro del -
suelo, de organismos que antagonizan a los patégenos -
”in vitro”. Asi, modificando el habitat, es posible -
alterar la composicibébn de la microflora, y tales alte-
raciones microbiolégicas, pueden destruir a los patoge

nos de plantas nativas del suelo.



4.10

Generalidades Sobre Actinomicetos Antagonistas.

Los Streptomyces sp., en virtud de su amplia distribu-
cién, tolerancia térmica, crecimiento filamentoso acti
vo en suelo y produccién de antibidticos, participan -
activamente en el equilibrio microbiolégico en suelos-
y son un factor en el control de la incidencia de cier

tos patbgenos nativos del suelo. (49)

Debido a que los actinomicetos comprenden un gran nGme
ro de organismos que tienen la propiedad de inhibir el-
crecimiento de bacterias, hongos y aln especies de los
mismos actinomicetos aprovechables terapéuticamente y-
por encontrarse ampliamente distribuidos en la natura-
leza, se ha tratado de aislar algunas especies de - --
ellos y de éstos, los correspondientes principios acti

vOSsS.

Se considera que el efecto inhibitorio, sobre el desa-
rollo de bacterias y de hongos, estad intimamente rela-
cionado con la produccidén de agentes toxicos, a los -

que se les conoce con ¢l nombre de antibiéticos.

Un antibibtico, se define como aquella substancia quj
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mica que es producida por sintesis o por un organismo,
que act@a en muy bajas concentraciones en detrimento -
de las funciones vitales de otros microorganismos, pu-
diendo manifestarse por la inhibicién o muerte del or-

ganfsme contra el cual actGa.

Los antibiéticos, son producidos por varios microorga-
nismos particularmente bacterias, hongos y actinomice-
tos y la propiedad de formarlos no es caracterfstica -~
de todos los géneros, ni es igual en todas las espe- -

cies, sino particular de ciertos organismos.

En 1921, se probaron un gran ndmero de actinomicetos -
por su accibn antibacteriana, siendo Lieske el que es-
tablecié que el proceso antagénico en la naturaleza, -
se puede considerar como selectivo, es decir; que di--
cha acci6n varfa de acuerdo con la especie de actinomi

ceto,

Aunque los antibi6ticos, solamente enun némero pequeiio
de casos han sido aislados del medio, estas propieda--
des antibacterianas no sblo se presentan en los medios
de cultivo artificiales, sino también en el suelo, es-
tando ademés relacionadas con [a mayor o menor canti--

dad de materia orgénica presente en é1.(26,27,41,50 y-
55)



CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS
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Material Biolégico.

Las cepas de Phytophthora infestans usadas en esta in-

vestigacion, fueron donadas por el Dr. Jorge Galindo -
A., Investigador de la Oficina de Estudios Especiales-

S.A.G., Chapingo.

Las cepas se transfirieron a diferentes medios de cul-
tivo, con el fin de obtener abundantes estructuras ve-

getativas y reproductivas del hongo.

Les tubérculos de papa, variedad “Alfa”, fueron propor
cionados por el Ing. Manuel Villarreal, investigador--
del Centro de Orientacié4n para el Desarrolio de la . -
Agricultura v la Ganaderia del Estado de México, CODA-

GEN.

Las cepas de actinomicetos, (M13, M33, M310 y 1M28) -
aisladas por Arias y Patifo (52), fueron proporciona--
das por el Laboratorio de MHicrobiologia Experimental-

de la Facultad de Quimica, UNAM.



Medios de Cultivo Utilizados para el Aislamiento de --

Phytophthora infestans.

No es facil cultivar a Phytophthora sp. sobre medios -
quimicos definidos, pero puede crecer axénicamente con
buen éxito sobre medios de agar suplementados con sus-
tratos tales como: Centeno, trigo, avena, chicharos y-

mijo. (59 y 64)

Dentro de los medios que se utilizan para cultivos de-
micelios de P. infestans se encuentran:
A. Jugo V-8 agar. (28,30,33,39 y 59)

Composicién en g./1.

Jugo © V-8 300.0 m!.

CaCO3 4.5 g.

Agar 20,0 g.

Agua destijlada 1000.0 ml.
b. Papa Dextrosa Agar. (18 y §7)

Composicién en g./1.

Papas 200.0 g.
Dextrosa 20.0 g.
Agar 15.0 g.

Agua destilada 1000.0 ml.
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C. Mafz molido Agar (18)

Composicién en g./1.

Mafz molido 20.0 g.

Agar 20.0 g.

Agua desti lado 1000.0 mt,
Esterilizar los medios de cultivo en

autoclave a 15 Ib/Pg2 de presién a ~

121°¢C, durante 30 minutos.
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Medio de cuitivo sintético para la obtencion del pripn
cipio activeo.

La seleccib6n de un sustrato idonco para el cultivo de-
un microorganismo, es fundamental, ya que debe poseer-
una composicién quimica adecuada, asi como una estruc-
tura que permita buena aereacién y una capacidad de re
teneién de agua en beneficio del crecimiento del micro
organismo. (23)

Se han utilizado medios con diferentes componentes qui
micos que han sido infructuosos debido a su alto costo
o baja capacidad para inducir fa produccién de antibié
tico. Uno de los medios que hasta la fecha ha tenido-
gran éxito es e| de Lumb, cuya composicién es la si- -

guiente: (26)

MEDIO DE LUMR

Compasicién en g/l Composicibn
mg/ |

Glucosa 20.0 FeSO4 2.0
M9504'7H20 10.0 MgSO4 1.0
Citrato de sodio 10.0 CuSO4 1.0
Glicina 5.0 ZnSO4 1.0
NaCl 5.0 Molibdato

CaClz 5.0 de sodio 0.1

KH2P04 0.

(%1
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Medios de Cultivo para la Conservacion de Esporas.

La desecacién de los cultivos y el envejecimiento de -
jos mismos, hacen nccesario transferir el cul=ivo de -
un suystrato a otro a intervalos regulares, proceso que
ofrece el riesgo de variaci6n de la pobiacién microbia
na original ocasionada por mutaciones y en ocasiones -
por contaminacidn, este problema ha sido eliminado me-
diante la utilizacién de métodos adecuados para mante-
ner los cultivos de coleccién en buenas condiciones -
fisicas y fisiolégicas de los que se lleva un registro

permanente. (36 y 49)

Entre los métodos de conservaci6én més comunes estén:
A. Liofilizacién o congelacién seca.
Este método es usado ampliamente en Microbiologia,-
el cual permite la preservacibn de microorganismos-
durante un tiempo prolongado, consistiendo en una

desecacién y congelacién al vacio. (37)

B. Conservacién en Aceite Mineral.
Mediante esta técnica, los aislamientos pueden durar
perlodos prolongados de hasta diez afios sin experi-
mentar cambios en sus propiedades bioldgicas, Es -

un método fécil, barato y no requiere de aparatos -



especiales, es de aplicacién amplia para cepas de -
formas unicelulares, Phytophthora y géneros rela--
cionados, pero es conveniente revisarlos peribédica-

mente para comprobar su patogenicidad y pureza. (18).

Conservaci6n en suelo estéril.

fos métodos de preservacibébn en suelo estéril, han -
incrementado significativamente el periodo de vi
da de los cultivos, reduciendo los cambios morfolé-
gicos a un mfnimo y no se requieren de aparatos es-

peciales. (61)

Conservacidn en extracto de semillas.

Los aislamientos de P. infestans, usados como inbcu
lo, han sido mantenidos en varios sustratos artifi-
ciales tales como: Agar-Fri jol-Lima, Agar Papa Dex-
trosa, Agar Garbanzo (12), Agar Harina de Centeno -
(18), y frecuentemente en tubérculos y hojas de pa-

pa. (7 y 66)

lin método para conservar y mantener a_P, infestans
en condiciones viables y patogénicas por mas de 12-
meses sin transferencias, es el extracto de granos -

de maiz. (20) Otro medio que se ha utilizado para -
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el mantenimiento de P. infestans, es el evtracto de se-

millas de centeno. (13, 14, 20 y 69)

Medio de Conservacién de Extracto de Granos de Maiz.
Composicién en g/l

Granos de mafz 15.0 g.

Agua destilada 25.0 mt.

Esterilizar en autoclave a 15 Ib/pg a 121°C

durante 40 minutos.

Un medio utilizado para propagar las cepas de actinomj
cetos es el Agar Extracto de Glucosa y Tripticaseina -

(AEGT), (52)

Agar Extracto de Glucosa y Tripticaseina

Composicién en g/l

Peptona de caseina 5.0
Extracto de carne de res 3.0
Dextrosa 1.0
Agar 15.0
Agua destilada 1000.0 .
pH 7 + 0.2

]
Esterilizar en autoclave a 15 Ib/pg” a 121°C, durante-

15 minutos.
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Muestreo del Material enfermo. (Esquema No. 3)

En el muestreo, sc recolecta follaje de plantas dafiadas-
por el tizén tardio, con lesiones recientes no muy avan-

zadas en las que se observa un vello blanquecino. (31)

Se elige la parte de los tejidos de los que se recaliza-
rd el aislamiento, escogiendo hojas con esporangios de-

lesiones |ibres de humedad. (46)

Se cortan las manchas necréticas de las hojas con tije~
ras esteri{izadas, se colocan en cajas de Pétri con - -
agua desti lada estéril; luego, con pinzas estériles, se
toman los pedacitos de hoja y se desinfectan en una so-
lucién de hipoclorito de sodio al 3-37% durante 13 minu-

tos. En seguida, se enjuagan tres veces en agua desti-

lada estéril.

El tejido desinfectado, se coloca en cémara himeda (ca-
Jja de Pétri estéril con agua destilada estéril), a tem-

peratura de 18;20°C por 18 horas, para favorecer la es-
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porulacién. En seguida, se toman con pinzas estériles-
los pedacitos de hoja con esporangios y se colocan en -
cajas de Pétri que contienen el medio de cultivo Agar -
Papa Dextrosa al 2%, A cada caja se le agrega 2 a 3 =1
tas de 4cido lacticoe al 25% para obtener un pH de apréxi
madamente 4.5 a 5.0, rango en el que las bacterias de

tienen su desarrollo. Las cajas se incuban a temperatu

ra ambiente hasta observar desarrollo del micelio. (18)
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Obtencidn de la suspensi6n de esporangios y zoosporas.
(Esquema 4).

Utilizar un cultivo de Phytophthora infestans que pre--

sente abundante crecimiento micelial (7 a 14 dias) en -

caja de Pétri.

Agregar 15 ml. de agua destiiada estéril, homogenizar -
el indcule con un agitador de vidrio esterilizado, se -
deja reposar durante 24 horas a temperatura ambiente --

(1S a 22°C), para obtener esporangios.

La suspensidén esporangial obtenida, se coloca en el re-
frigerador a una temperatura de 10 a 12°C para favore--
cer la germinaci6bn de los esporangios y la liberacibn -

de las zoosporas en un tiempo de 90 minutos. (§,15 y 38)
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Método para el Estudio de Microorganismos Antagonistas.

Método de! disco de papel (Esquema 5)

Para la prueba del disco de papel, se preparan cajas -
de Pétri con el medio de cultivo, Agar Extracto de Glu-
cosa y Tripticaseina en el que se siembra cada uno de -
los microorgani smos de prueba {Bacilius subtilis y Es-=

cherichia coli), en forma masiva con un hisopo estéril.

Discos de papel filtro Whatman No. 2 de 7 mm. de diéme-
tro, se esterilizan a calor seco (180°C durante 30 minu
tos), se impregnan con la sustancia de prueba y se colo

ca uno de ellos sobre cada caja de Pétri sembrada.

Las cajas se mantienen en refrigeracién durante 2 ho- -
ras para permitir la difusi6n de la sustencia de prueba
presente en los discos y evitar que el microorganismo -

se desarrolle antes de la difusién de la sustancia.

En seguida,las placas se incuban a 37%C durante 18§ ho--
ras, Se hacen las lecturas respectivas, que en caso de
actividad, se referirin a los halos de inhibicién cuyo

di dmetro dependerd de la actividad antibidtica.

En el caso de P, infestans, se usan cajas de Pétri con-



medio de agar Jugo V-8,

En el centro del agar, se coloca un disco de papel im--
pregnado con el filtrado del actinomiceto correspondien
te (M3S' M310, o IMZS)' en los bordes del agar se colo-
can trozos miceliales de un cultivo activo de P. infes-
tans, las placas se refrigeran durante 2 horas (10 a --
12°C); después, se mantienen a temperaturaambiente du--
rante sjete dias, midiendo posteriormente los halos de-

inhibicién en milimetros. (2, 27 y 49)



CAPITULO VI

DESARROLLO EXPERIMENTAL
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Activacién de las cepas y comprobacién de pureza,
Las cepas de Actinomicetos empleadas en cste estudio -~
fueron:La M13, M3S' M‘IO y la IM,8; conservadas en sue-

lo estéril,

Su propagacién se hizo en Agar Extracto de Glucosa y --
Tripticaseina (AEGT), incubandose a 28°C durante siete-

dias.

Para los microorganismos de prueba, B. subtilis vy E. co

1i, se utilizaron cultivos jévenes de 24 horas de desa-

rrollo sembrandolos en caldo nutritivo e incubados a -

28°cC.

Phytophthora infestans, se resembrd en agar jugo V-8, a

partir del medio de conservacién (Extracto de Granos de
Mafz) e incubbé a temperatura ambiente durante siete - -

dias. {ver pagina 52)
;

La pureza de tales organismos, se verificd mediante exd
men microscbpico y observacién macroscbépica en agar -~

(morfologia colonial).
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Seleccibén de cepas con base en su efecto antagénico.

(Esquema 6)

Del margen del cultivo micelial de P. infestans en - -
agar Jugo V-8 de siete dias de desarrollo, se cortan-
bloques del agar con micelio de aproximadamente 1 cm%,
éstos se colocan en cajas de Pétri conteniendo medio -
de cultivo Jugo V-8 agar (cuatro porciones por caja a
distancias cquidistantes), en la parte central de la -
misma caja, se siembran esporas del actinomiceto en es
tudio o de! microorganismo antagonista segin el caso.-
Se incuban las cajas a 28°C durante 48 horas, en segui

da se dejan a temperatura ambiente durante siete dias.

Se seleccionan las cepas con mayor efecto antagbénico a

Phytophthora infestans.

Phytophthora infestans --w-ce-cceac-

Microorganismo antagonista ----e-u

Agar Jugo V-8
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6.1.2 Determinacién del efecto antagénico de las cepas selec

cionadas de actinomicetos en presencia de suelo.
6.1.2.1 Muestreo del suelo.

En el suelo, los microorganismos desempefian una fun--
cién esencial, representando un medio natural dinémico
tanto para la vida microbiana como vegetal. Sus carac
teristicas se deben primordialmente a la naturaleza y
disposicidn de los diferentes componentes (agua, aire,
particulas, materia organica, etcétera), as{ como su -

dinamica de interaccién dentro del mismo sistema. (1)

E! muestreo tiene como propésito fundamental, obtener-
la informacién que satisfaga una necesidad definida. -
En este caso, el suelo se muestreo de diversas partes-
de la parcela experimental, colectandoio a 15 cm. de -
profundidad del perfil. Todas las porciones se junta-
ron y mezclaron, se dejaron secar &l aire por un dia,y
se tamizaron con cernidores de malla fina (2 mm.), se-
colocaron en bolsas de polietileno y se procesaron lo-

més pronto posible. (1 v 30)



6.1.2.3 Cuantificacién y observaci6n de Racterias, Hongos y -
Actinomicetos del suelo por el método de dilucién en-

placa.

Debide a que en el suelo tenemos un medio ambiente --
dinémico y competitivo, las poblaciones de microorga-
nismos cambian de acuerdo al nGmero de factores fi- -

sicos,qufmicosy biolbgicos. (2)

El método de djlucién y siembra en placa, es el mas -
sencillo de los métodos para el'estudio de poblaciones
microbianas. Consiste en suspender un peso conocido
de suelo en agua estéril, hacer una serie de dilucio-
nes con blancos de agua y sembrar las diluciones se--

leccionadas en agar. (2 y 71)

Mediante este método, se han aislado def suelo numero

sos hongos, tales como: Pythium, Mortierella,Mixomice

tes, y Basidiomycetes. (27 y 35)

La desventaja del método de dilucién y siembra en pla
ca, es que consume tiempo, es algo tedioso si se pro-
cesan muchas muestras, ademas se requiere de mucho -
material de vidrio estéril. (2, 21, 27 y 28).Para de-

terminar la flora total del suelo,se emplea ¢! método
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de diluciédn y siembra en placa, utilizandose los me~--
dios de cultivo Agar Extracto de suelo, agar caseina -
almidéon y el medio de Martin en los que se cuantifica~

ron bacterias, actinomicetos y hongos.



6.1.2.4

Inoculacién de suelo estéril v no estéril.

Tsao, en 1960 mencioné que 1as zoosporas de Phytoph--
thora,son consideradas importantesen la diseminacion e
infeccidén, los factores que influyen en la !iberacién-
de zoosporas de esporangios en suelo no estan bien de-

finidos.

En el laboratorio, la liberacién de zoosporas es indu-
cida someticndo a los esporangios a sistemas acuosos y
cambios rdpidos de temperatura, sin embargo; en condi-
ciones naturales, no es posible que en el suelo ocu- -

rran cambios de temperatura de la magnitud deseada.

Broadbent et al. en 1971, sefialan que los actinomice--
tos son mas inhibitorios a Phytophthora, ademas; que -

el porcentaje de efectividad antagonistica entre los -

actinomicetos es mds alto que entre los Bacillus.
Mitchell en 1961, observé que en suelo no estéril, la-

adicidén de bacterias micoliticas no altera el cquili--
brio microbiano y que en suelo estéril, el micelio de-

Fusarium oxisporum fué digerido al adicionar cepas de-

Baciltus 1i
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Inoculacién de suelo con: (Esquema 7)

A.

o]

Phytophthora infestans.

Se prepararon frascos con 15 gramos de suelo tamizado,

2
la mitad de ellos se esterilizaron en autoclave a 15 Ib/pg
de presién a 121°C durante una hora. La otra mitad no se-

esterilizé6. (19,33 y 76)

Se hace una suspensiébn de esporas de P. infestans (3.6
4 R .
x 107 esporangios/ml.) y se inoculan los frascos con suelo
estéril y no estéril, afadiendo 2 ml. de inbéculo en cada -
uno de el los. Se mezclan durante 15 minutos e incuban a -

temperatura ambiente (18 a 22 °C), (72).

Phytophthora infestans + Actinomiceto.

En otros frascos,se inocula a P, infestans de la misma
manera, y ademéds se adiciona a cada frasco 2 ml de una - -
suspensidén de esporas del actinomiceto seleccionado conte-

niendo (2.5 x 105 esporas por ml).

A cada uno de los frascos testigo; tanto de suelo estéril-
como de no estéril, se les agregan 4 ml.de agua destilada-

estéril.
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6.1.2.5 Extraccién de esporas del suelo., (Esquema 8)

Para analizar a los hongos del suelo, se usan técnicas
que establecen la relaci6n del hongo con el medio am--
biente mediante la observaci6n directa, montando sim--
plemente o tifiiendo particulas de suelo y estudiando -
bajo el microscopio la presencia de micelio o fragmen-
tos de hifas. (2). Para ello, se preparan suspensiones
de suelo, se agita para remover las hifas de las parti
culas del suelo; se eliminan los residuos organicos y-
el material fino y se procede a la observacibn micros-
cépica de la muestra en las que se buscan hifas indivi
duales que son transferidas a un medio de cultivo s61i

do para favorecer su desarrollo. (71)
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Técnica para la extraccion de esporas del suelo (51)

-~ Tomar cinco gramos de suelo

- Mezclarlo con 100 ml. de agua y 5 ml. de oxalato de sodio-
y 5 ml. de metasilicato de sodio durante 5 minutos.

~ Dejar reposar la mezcla durante 15 minutos.

- Eliminar el agua por decantacién, y al sedimento agregar -
50 ml. de agua y 5 ml. de las soluciones de oxalato y meta
silicato al 3 y 5% respectivamente. Mezclar durante 5 mi-
nutos y dejar reposar 10 minutos.

- Utilizando un sifén, eliminar la mayor parte de la suspen-
sién, dejando un voldmen que no exceda de los 5 ml. Agitar
la suspensidény hacer cuantificacién de esporangios con la-

cémara de Neubauer.
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6.2 Biosintesis de! Principio Activo.

6.2.1. Paréametros que rigen la fermentacion.
En los procesos de fermentacidn, se realiza una -
serie de transformaciones microbianas en el sus-—-
trato; durante ésta, todos los materiales organi-
cos, son utilizados para el crecimiento de los ac

tinomicetos. (24)

La técnica de cultivo sumergido, se emplea en - -
aquellos casos en que la produccién de |a substan
cia activa que hace en gran escala, en este caso,
las colonias de actinomicetos toman el aspecto de

laminillas.

Dentro de las condiciones fisicas que afectan la-
fermentaci6n estin: Aereacidn, agitacidén, tempe-
ratura, pH, tamafo y edad del indculo. (4,27, 41

y 49.

Con el incremento de la aereacidn, el valor del -
pH aumenta y el rompimiento de las proteinas es

mas rapido.

La temperatura dptima varia con la cepa, pero el-
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valor fluctiia entre 24 y 31°C.

El pH éptime es de 7 a 8, ya que hay evidencias que las

reacciones de biosintesis son Sptimas en este valor.

El tamafio edad del indculo afectan la actividad de un
Y
compuesto. El uso de indculo demasiado pequeifio, hace -
que {a prueba se prolongue antes de que ocurra un crecimiento
detectable. El empleo de una gran cantidad de inécutlo, -~
provoca que la progenie de un muy pequefio nimero de cé-
lulas viables puedan causar turbiedad, haciendo dificil

la interpretacidn.

Para seguir el curso de la fermentacién, se opté por de
terminar:la masa micelial, el pH y la velocidad de cre-

cimiento.

La determinaci6n del peso del micelio, se hizo gravimé-
tricamente, pesando el micelio contenido en cada matréz

cada 24 horas en un crisél Gooch tarado y pesado.

El pH se determind cada 24 horas con un potencibmetro.

La velocidad de crecimiento se determiné turbidimétri-
camente cada L2 horas, tomando lecturas en el nefelé-~

metro marca Klett.
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6.2.2 Obtencién del filtrado (Esquema 9)

Las ccpas de actinomicetos seleccionadas y conservadas-
en suelo estéril, se resembraron en AEGT y se verificé-
su pureza, mediante examen microscdpico y observacién

de la morfologia colonial.

La comprobaci6n de la actividad antagénica se realizé -
mediante la técnica de estria modificada de Garré, en-
la que se sembrd al microorganismo de prueba en forma -
masiva sobre el medio AEGYT; en seguida, se inocularon -
esporas del actinomiceto seleccionado en tres puntos -

equidistantes entre sf.

Una vex que se comprobé la actividad antagdénica, con ca
da cepa se procedid a la fermentacién para obtener el
principio activo. Para ello se inocularon matraces con

teniendo el medio de cultivo lfiquido de Lumb.

El indculo del actinomiceto se prepara a partir de cul-
tivos en medio inclinade en tuboes-a los que se les agre
ga 10 m!. de agua destilada estéril, se raspa el culti-
vo con una asa de platino para obtener una suspensién -
abundante de esporas. De esta suspensién, se tomaron 2

ml. para inocular matraces nefelométricos de 250 ml -
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conteniendo 100 ml. de medio de cultivo de Lumb. Los matraces
se incuban en agitadores rotatorios a 250 rpm. a 28°C duran-
te 7 dfas. La densidad final de esporas fué de 1.5 a 2.0 x -

103 esporas/ ml de medio.

Para obtener el filtrado con el principio activo, se tomaron-
muestras de 10 ml. cada 24 horas de los cultivos de los matra
ces. Las muestras se centrifugaron a 2500 rpm. durante L0 mi
nutos y se filtré al vacio con membrana de “millipore” de 0.22

micras,el di&metro del poro.

€1 filtrado obtenido,se envas6 en condiciones de asépsia en -
tubos de cultivo con tapén de rosca estériles. Para su poste

rior utilizaci6n en los ensayos in vitro e in vivo.



Aspersién de la suspensiédn de esporangios de

Phytophthora infestans en hojas de papa.

Se sembraron tubérculos de la variedad de papa alfa, -
de los que nacieron plantas con abundante follaje. Cuan
do las plantas tenian una edad aproximada de 40 dias, y
una altura de unos 20 em. con 10 a 15 hojas aproximada-
mente, se seleccionaron algunas de ellas de la parte me
dia de la planta y fucron desprendidas de la planta. -

(7

Las hojas se lavaron con agua destilada y se desinfec-
taron superficialmente con una solucién de hipoclorito-
de sodio al 1% durante 5 minutos; en seguida, se lava--
ron tres veces con agua destilada estéril, se colocaron
sobre mallas de plastico en cajas de Pétri estériles -

con algodén himedo. (13)
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Inoculacién de hojas de papa con P. infestans

El in6culo consistié en una suspensién de esporangios-

de un cultivo de P. infestans a una concentracién de 1

X 104 esporangios /ml. (6, y 38)

Se inocularon 0.05 ml. de la suspensién de esporangios
a cada lado de la nervadura central del haz de las ho-
Jjas. Después de la inoculacién, se dejaron a tempera-
tura ambiente de 18 a 20°C durante 36 horas; posterior
mente, se trasladaron a un lugar fresco con temperatu-
ra que varidé de 20 a 23°C, observandose periddicamente
para detectar la aparicién de las primeras lesiones vi
sibles en las hojas. (7). Continuando con las lecturas

hasta los 7 dfas.

Inoculacién de hojas de papa con P. infestans + el --

fi ltrado de! cultivo del Actinomiceto.

La inoculacién de las hojas de papa con P. infestans -
se realizé de la manera antes descrita. Después de de
Jjarlas a temperatura ambiente (18 a 22°C) durente 36 -
horas, se aplicé la misma cantidad de Filtrado del ac-
tinomiceto seleccionado (0.05 m!l) y se dejaron las ho-

Jjas a temperatura ambiente durante 6 dias.
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Hojas testigo.

En cajas de Pétri, se colocaron hojas de papa como se-
mencionté en el punto 6.3; a cada hoja se le aplicaron-
0.05 m!l. de agua destilada estéril! y se dejaron a tem-

petura ambiente durante 6 dias.
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6.4 Inoculacién de plantas completas.

6.4.1 lnoculacién con Phytophthora infestans

Plantas completas de papa que tenian entre 30 y 50 ho-
jas y de 8 a 10 semanas de crecimiento, se inocularon-~
con una suspensién de esporangios de un cultivo de P,-

infestans. (8,13 y 31)

4

La concentraci6n de esta suspensién fué de 1.4 x 107 -
esporangios/m! de agua destilada; se aplicaron 25 ml.-

a cada planta con un rociador operado manualimente.

Las plantas se cubrieron con bolsas de polietileno du-
rante 48 horas para después descubrirlas, permanecien-

do a temperatura ambiente.

Se evalubd el porciento de infeccién en el momento en -

que aparecieron los primeros sintomas de la enfermedad.

Se recolectaron hojas lesionadas para comprobar la pre

sencia del patdgeno.
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6.4.3
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Inoculaciédn con P. infestans + filtrado

Las plantas se inocularon con P. infestans en la for-
ma antes descrita. Después de retirar las bolsas de -
las plantas, éstas se rociaron con el filtrado del ac-

tinomiceto seleccionado (25 ml. de filtrado).

Los resultados se evaluaron a partir del tercer dfa.

Plantas testigo.

Las plantas testigo, se rociaron con agua destilada es
téril, se cubrieron con las bolsas de polietileno por-
AB horas, dejandose posteriormente sin las bolsas, Eva

luandose los resultados a partir del tercer dfa.
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-

Esquema 1. PLAN DE TRABAJO

bﬂﬂﬂ°
MUESTREO

DETERN INAC 1ON ANALISIS
DE MICROFLORA F1S1C0QUIMICO
_naTivA. | ;

CONTENIDO DE HUMEDAD
MATERIA ORGANICA

pH

COLOR

TEXTURA

INOCULACION DE SUELO
ESTERIL Y NO ESTERIL

Phytophthora infestand

M

P.inf. + Actinomiceto
—

1
e s | seRo oe
. AISLAMIENTO A LOS 8, ESPORAS DE
DE P. infes 15, 30, 60 y 90 dias r—‘

tans.

| N Actinomice-
t tos.




ghztoghthora

infestans

+ Esquema 2

Actinomi cetod
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EPTIVIDAD

|

[V;CTIVIDAD]
il

T
AGAR JUGO
V-8

CONSERVACIO;] lCONSERVACION
EXTRACTO
DE GRANOS SUELO
DE MAIZ ESTER IL

"—-—————————————{;ERIFICAR PUREZA

MORFOLOGIA COLO-
NITAL EN AGAR Ju-
GO V-8, PDA, MA-
1Z al 20 %

OBSERVACION

AGAR EXTRACTO
DE GLUCOSA ¥
TRIPTICASE INA

MORFOLOG 1A

MACROSCOPICA

TINCION CON LACT(

OBSERVACION

FENOL AZUL DE AL

GODON.

ASPER JAR HOJAS
SUELTAS Y PLANTAY
COMPLETAS CON:
P. inf. y P. _inf
+ filtrado.

MICROSCOPICA

COLONIAL EN
AEGT,

TINCION DE

ENTAGON!SMO

GRAM

{ OBTENCION DEL FILTRADO

[
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Esquema 3. MUESTREO DEL MATERIAL ENFERMO

RECOLECCION DEL FOLLAJE
ENFERMO CON SINTOMAS DE
TI1ZON TARDIO.

CORTE DE MANCHAS NECROT!CAS

COLOCARLAS EN
AGUA DESTILADA ESTERIL

ESTERILIZACION EN SOLU-
CION DE HIPOCLORITO DE
CALCIO AL 3-5%

1

ENJUAGAR EN AGUA DESTI-
LADA ESTERIL {3 VECES)

INTRODUCIR EN CAMARA ---
HUMEDA A TEMPERATURA DE
18 a 20°C por 18 HORAS

INOCULAR LOS PEDAZOS
DE ilI0JAS EN MEDIO DE
CuLTIVvO.

INCUBAR A TEMPERATURA AMBIENTE
HASTA OBSERVAR DESARROLLO MICELITAL




Esquema 4. OBTENCION DE SUSPENSION DE ESPORANGIOS

Y ZOOSPORAS DE Phytophthora infestans.

CULTIVO DE P. infestans |
EN AGAR JUGO V-8.

| AGREGAR AGUA DESTILADA
| ESTERIL v HOMOGENIZAR.

|

RESPOSAR DURANTE 24 HO- S
RAS A TEMPERATURA Ab—-w OBTENCION DE
BIENTE (18°-22°¢). ESPORANG10S

]

INCUBAR A TEMPERATURA -
DE 10-12°C DURANTE 60 - OBTENCION DE
a 90 MINUTOS. AJ ZOOSPORAS.




Esquema 5. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTAGONICA
(METODO DEL DISCO DE PAPEL).

SIEMBRA MASIVA DEL SEMBRAR BLOQUES DE
MICROORGANISMO DE MICELIO DE P._infes
PRUEBA EN AGAR EX- EN AGAR JUGO V.S,

TRACTO DE GLUCOSA
Y TRIPTICASEINA.

COLOCAR UN DISCO DE

DO CON EL FILTRADO --
DEL ACTINOMICETO EN -
CRECIMIENTO.

[ PAPEL FILTRO IMPREGNA

ESTERILIZAR DISCOS
DE PAPEL FILTRQ -

(YHATMAY No. 2 DE 7
MM, DE DIAMETRO)

A CALOR SECO. REFRIGERAR DURANTE

CUATRO HORAS

IMPREGNAR DISCCS cOM
EL FILTRADO DEL CRE-

CIMIENTO DEL ACTINO- [%CURAR A TEMPERA-
M{CETO. TURA AMBIENTE DU--

RANTE 7 a 14 DIAS.

COLOCAR UNO DE ELLOS-‘

TE {NOCULADA CON EL -

EN LA CAJA PREVIAMEN-
M1 CROORGANI SMO DEPRUE%A

MEDIR LOS HALOS --
DE INHIBICION.

L INCUBAR A 37° ¢C

REFRIGERAR 4 HORAS } - DURANTE 24-48 HORAS

|

MEDIR LOS HALOS DE
INHIBICION.




Esquema 6. SELECCION DE CEPAS COWN BASE ENM SU
EFECTO ANTAGONICO.

[ CORTAR BLOQUES DE HICELIO
DEL CULTIVO,DE P. infes--
tans. (1 cm .)

COLOCAR 4 BLOQUES EN AGAR
JUGO V-8 A DISTANCIAS - -
EQUIDISTANTES.,

EN EL MISMO MEDIO COLOCAR
ESPORAS DEL ACINOMICETO =
O MICROORGANISMO ANTAGO--
NISTA EN LA PARTE CENTRAL

INCUBAR A 28°C DURANTE
48 HORAS

DEJAR A TEMPERATURA AM-
BIENTE DURANTE 7 DIAS.

OBSERVAR ZONAS DE INHIBI-
CION.




Esquema 7. INOCULACION DE SUELO ESTERIL Y NO ESTERIL

PREPARAR FRASCOS CON
. 15 g. de SUELO TAM!-
ZADO.

ESTERITLIZAR SIN - -

EN AUTOCLAVE ESTERILIZAR
(15 Ib/pg2 a
121°C C/t hr

Al INOCULACION [(—— |

[ [ L

P. infestans P._inf. (2 ml.) C'TESTIGO !
3;22,‘82 555‘3? 3.6x10% EsporAN- ] 4 ml. DE -
(2 wt.) G10S/ ML. AGUA DES--
+ TILADA
ACTINOMICETO 5 ESTERIL. J
(2 ml.) 2.5x10 —
ESPORAS/ML.
MEZCLAR

15 M{NUTOS

INCUBAR A TEMPERATURA
AMBIENTE.

,éONTAR NUMERO DE ESPORAS Y/0 ESPORAN-
GIOS A 103 S, 15, 30, 60)’ 90 DIAS.
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Esquema S. EXTRACCION DL ESPORAS DEL SUELO

MEZCLAR: 5 g. SUELO

100 ml. AGUA, 5 ml. OXALATO
DE S0D10 ( 3%), 5 ml. META-
SILICATO DE SODIO ( 5 %).

v REPOSAR 15 MINUTO;AP—————{ SOBRENADANT?
_EL
|SEDIMENTO

AGREGAR 50 m!. AGUA
5 ml. ONALATO, S mi.

METAS{LICATO DE SO-
DIO.

MEZCLAR 5 MIN.

-——-——L«———_.— < AP e r A xa
REPOSAR 10 MlN.f____’ “ngifmmgﬁ [

SEIMENTO
(5 mi. SUSPENS{ON)

CUANTIFICACION DE ESPORANGIOS
( CAMARA DE NEUBAUER)




Esquema 9. OBTENCION DEL FILTRAPO DEL CUHLTIVO

DE ACTINOMICETOS.

ACTINOMICETO EN
SUELO ESTERIL.

l

SEMBRAR EN AEGT
(MET. DILUCIONES)

VERIFICAR PUREZA
(EXAMEN MICRO Y
MACROSCOPICO)

l

DETERMINAR ACTIVIDAD
ANTIBIOTICA.

75

CULTIVD DEL ACTINO-|
MICETO EN AEGT. IN-
CLINADO.

REALIZAR SUSPENS!IOM
DE ESPORAS

FILTRAR AL VACIO CON
MEMBRANA DE MILLIPO-
LRE. (0.22 MICRAS).

]

CENTRIFUGAR 10 MIN.
A 2500 RPM.

|

INOCULAR MATRACES
NEFELOMETR ICOS
CONTENTENDO MEDIO
DE CULTHVO LiIduIeo
DE LUMB.

|

TOMAR MUESTRAS CADA

24 HORAS

I

DETERM INAR pH.

T
DETERM INAR VELOCIDAD DE CRECIMIENTO (CADA 12 HORAS).
PESO DEL MICELIO (CADA 24 HORAS),




CAPITULO VII

RESULTADOS



76

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE P._infestans EN DIFERENTES

MEDIOS DE CULTIVO.

A.

Agar Jugo V-8,

Cesarrollo del esporangio abundante, algunas veces se ob--
servaron con tubo germinal, algunos vacios y otros llenos-~
de protoplasma, lo que indica un desarrollo a diferentes -~
tiempos.

En cultivos vicjos de BO dfas, se observaron esporangios -
con aspecto scco, arrugades, contrafdes, algunos llenos --
con protoplasma otros completamente vacfos con su membra-

na en ocasiones arrugada.

Papa Dextrosa Agar.
Desarrollo del esporangio escaso o raro y los que se obser

varon, estaban sin protoplasma.

Maiz molido al 20%.
En este medio, hubo formacién de esporangios cn nimero re-
ducido, de forma mds o menos esféricos u ovoides unipapila

dos.
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CARACTERISTICAS MACROSCORICAS DE P. infestans EN DIFERENTES

MEDIOS DE CULTIVO,

A.

Medio de conservacién (Extracto de granos de maiz)

La adaptacidén del hongo a este medio, se observé aproxima-
damente a los trece dias, a partir de su inoculacién mante
nido a temperatura ambiente, observando un crecimiento mi-~

celial algodonoso abundante y blanquecino.

Agar Jugo V-8.

En este medio, P. infestans crece rapidamente, observan- -
dose desarrollo tanto profundo como superficial, con hifas -
irregularmente ramificadas, de consistencia algodonosa muy
himeda. Entre los ocho y diez dfas, llena la superficie -

de ta caja de Pétri,

Agar Papa Dextrosa.

Desarrollo superficial muy escaso, desarrollo lento, mice-~
lio delgado, hamedo, desarrollo micelial profundo y super-
ficial; a los once dias, se observa 3 cm. de diametro de -
desarrol lo micelial de 15 a 20 dias, llena la superficie -

de!l medio en caja de Pétri.
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D. Maiz Molido al 20%.
Desarrollo micelial abundante, superficial, hGmedo, algodo
noso. A los doce dias de crecimiento, !lené la superficie

del medio de cultivo.



EFECTO ANTAGONICO EN PRESENCIA DE SUELD,

Para la determinacién del efecto antagbébnico de las ce-

pas seleccionadas ( M,10, M_8 y |M7S) en presencia de suelo,-

3 3

se realizaron algunas pruebas fisicas y quimicas del suelo en

contrandose lo siguiente:

A. Contenido de humedad: 16.36%

B. Materia Organica: 1.82%

C. pH: 5.9

D. Color: Suelo seco 10YR 3/3 café obscuro.

Suelo himedo 10YR 2/1 negro.

E. Textura: Arena 87.82%
Arcilla 2.80%
Limo 10.00%
Textura: Arenosa.

ESTA TESIS M3 DIBE
SAUR BE LA BRBUSTECA
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Tabla 1. Resultados de la comprobacién de pureza
de las cepas de actinomicetos.
CLAVE DE CARACTERISTICAS
LA _CEPA M1CROSCOP|CAS MACROSCOPICAS
Micelio filamentoso mi~ | Calonias de color crema
M13 crosifonado, esporas -- | traslitcidas, abultadas,
terminales, Grampositi- | crecimiento escaso.
vo.
Micelio curveado,micro- | Colonias blancas, secas
M38 sifonado con artrospo-- | abultadas, compactos, -
ras. Gram positivo, producen pigmento amari
11o claro.
Micelio lineal microsi- | Colonias color crema, -
M310 fonado con artrosporas, |apelmazadas, contorno -
Gram positivo. globoso.
Micelio 1ftnecal, micro- Colonias color blanco -
IM.S sifonado curveado, con verdoso, opacas, abulta
2 artrosporas, Gram posi das, crecimiento abun--
tivo. dante, produce pigmento
i verde scco,
{




TABLA

2

Resultados del

bacterias a P.

efecto antagbénico de diferentes

infestans.

coli.

M CROORGAN ISMO] DIAMETRO DEL HALO DL LA ZO-
NA DE INHIBICION ( MM.)

Actinomiceto
clave 8.3 2.16

1
Actinomiceto
clave MSS 14.52
Actinomiceto
Clave M310 6.71
Actinomiceto
clave 14,5, 19.84
Bacillus
Subtilis. 4.35
Escherichia

51



TABLA 3. Resultados de la determinacién de

flora nativa.

GRUPO
MICROBLAND

NUMERO DE MICROORGAN|SMOS
POR GRAMO DE SUELO.

Bacterias 3.5 X 107

Actinomicetos 1.05 X 10°
. 4

Hongos 4.19 X 10

o
1
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TABLA 4. Namero de esporangios de P. infestans por gramo
de suelo estéril en presencia del actinomiceto-

(Grafica L).

TIEMPO DE INCUBACION (DIAS)

ORGAN ISMO
0 3 15 30 60 90

(=)
(23

3
P.infestans 3.6X10719.5%10 {6.3%X107]3.9X107] 3.3x10 1.4X103

3

”
Boinf.+ M8 3.6x10%4. 2x103} 1. 4x1037.1x10°| 3. 6x10%) 3. 2x10°

poinf.+ 11,10 | 3.6x10%6.4x103 2. 5x103} 1. 4x10%] 0. 4x10%] 7. 63102

3

4

Poiaf.+ 1,8 | 3.6x10t {15810 t !

R
7.4x10%{1.0x107|5. 1x10% 3. ax10

ENOCULACION DE SUELO %O ESTERIL COM:

A. Phtophthora infestans

B. Phtophthora infestans + Actinomiceto seleccionado

En suclo no estéril, tanto P. infestans como los acti-
nomicetos en estudio, no pudieron ser recuperados debido a -~
que la flora nativa del suelo natural fué muy abundante, ob--
servandose crecimiento de colonias bacterianas, de hongos y -

de actinomicetos.




TARLA 5.

Namero dc esporas por gramo de¢ suelo estéril e inoculado

con actinomicetos (Grafica 2).

ACT INOMICETO TIEMPO DE INCUBACION (DIAS)

0 8 15 30 60 90
Copa M8 ax105 | 1.7x10% | 1.6x10% | t.ox10% | 1.3x10% | 1.9%10°
Copa M 10 2x10° | s.1x10% | 3.2x10% | 1.0x10% ] 3.2x10% | 3.0x103
Cepa IM,8 ax10° | t.1x10% | 7.0x10% | 4.5x10% | 2.6x10% | 3. tx10?

v8



TABLA G, Resultados de la determinacién del pll en los cultivos de -

fermentacién { Créfica 3)

CEPA TIEMPO DE INCUBACION (DIAS
[\} { 2 3 4 5 6 7 8
M38 7.35 7.34 | 7.48 } 7.19 7.80 § 7.97 | 8.10/8.45]8.19
IM28 7.35 7.43 7.64 7.75 7.93 8.22 8.30/8.35(8.49
Mo 7.35 | 7.30 | 7.39 { 7.54 | 7.64 | 7.70 | 7.87[8.05[8.11

$8



TABLA 7. Resultados de la determinacién del peso del micelio en mg 4

(Grafica 4)
CEPA TIEMPO DE INCUBACION (DIAS)
1 2 3 4 5 6 7 8
M38 87 890 [ 1050 | 1056 1064 | 1031 963 920
11,8 92 750 900 943 945 912 881 783
A1310 51 543 726 775 764 690 602 587

98



TARLA 8, Determinacién del crecimiento (Unidades Klett) (Gréfica 5).

CEPA TIEMPO DE INCUBACION (HORAS

24 136 | 48 | 60| 72| 84| 96| 108|120 132 144 | 156
MY 25 |22 (31 ] 56 79| 85] 92 100{ 109 113] 107 { 100
N,10 1t [ 18 [ 17| 24| 65| 69| 83 92| 98| 86f 85| 80
M,8 20 | 39| 61 84| 96[ 108] 123 125| 131 123{ 119] 110

i8
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TABLA 9. Didmetro del halo de las zonas de inhibicién del fil-
trado de las cepas de actinomicetos (milimetros). -

(Graficas 6, 7 v %),

cEPA TIEMPO DE_INCUBACIOH (DIAS)

o E 1 b 3 4 5 6 7 4 S

P.infestans - 4.2 ] 9.8 {14.3 | 15.1]14.818.3|3.2
B. subtilis | - | 3.5 4.0 j 8.3 88| 7.2|5.1 2.1
E. coli. - | 24271860 sz 2.7 - -

CEPA

M,10

P.infestans - 3.9 6.3 8.1 9.7 4.4 1.2 § -

B. _subtilis - 3.0 3.7 4.9 5.2 3.6 2.4 | -

E. coli. - 2,1 2.8 3.3 3.6 1.7 - -

iz

P. infestans - 6.7 $.8715.8 16.1 ) 15.5/10.1 1 4.9

B. subtilis - 4.4 9.4 10.3 7.2 6.5}13.2

~1
-

o
(7
-

2.9 1.4 - -

L. coli - 2.0

12




TABLA 10. Resultado de la interaccion planta- Phytophthora in
festans - filtrado, en presencia de suelo. (Observg

cién de 25 plantas por tratamiento)

CARACTER ISTICAS

TRATAMIENTO

COLOR i10JAS TALLOS
Planta (testigo) Verde - -
Planta + filtrado
1,8 Verde - -
Planta + filtrado
M38 Verde - -
Planta + P. infes Amarillo
tans + filtrado. Verdosa® 4 2
Planta + P._infes
* 7 3

tans.

* Después de la inoculacién, las plantas se tornaron ama-
rillentas y algunas desarcollaron sintomas de tizbn, -
los que desaparecieron quedando las hojas que habian si
do afectadas de color amaritloren tanto que el resto -

de la planta vuelve a verdear.

B

Tres dias después de la inoculacién, apareccieron los --

sintomas de la enfermedad.



fabla Il. Caracteristicas de fas hojas y tamaiio de lus lesiones produci-
das por D. infestans sin y con adicién del Filtrado de actino

micetos,

MRATAMIENTO L IEMPO DE INOCULACION  (NIAS)
2 I 3 4 5 6

Testigo Sin lesiones y con color verde
Filtrado IM,8 Verde V(."‘dc Amarilla} Amarilla Gr?sa

2 Limén Amarijlla
P. _infestans. 2.7X2.2 3.1X2.3 3.5%2.8] 3.9x2.9 5.3x4.1
P inf. + IM,8 1.1X1.0 1.6X1.5 2,1X1.6] 2.2Xt.9 2,2X2.0
P inf. + Mﬂ;S 1.5Xx1.0 1.8x1.8 2,7X3.01 3.0X3.4 3.5%X2.3

06



TABLA 12. Resultados de!l ntimero de esporangios de.P.infestans por
lesion en hojas inoculadas con el hongo,
NUMERO DE TIEMPO DE INCUBACION ( HORAS )

ESPORANGIOS

POR LESION

24

72

96

120

148

172

196

7300

7800

25400

40200

63500

55600

16
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GRAFICA 1. Namcro de esporangios de P, infestans por gramo
de suelo estéril en presencia de los actinomice

fog. to. esporangios de P. infestans

tos a diferentes tiempos.

5
4
infestans
3
inf. + cepa .\1310
inf. + cepa »\135
2 .
P._inf. + cepa IM,8
0 15 30 45 20 75 a0

Tiempo (DIAS)



GRAFICA 2.

No. esporas de actinomicetos

93

Nimero de esporas de actinomicetos por gramo Je

suelo estéril.

- Cepa M,8

3

—————— (epa IMZS

Cepa M310

15

30

Tiempo

(D1AS)Y

90



GRAFICA 3.

pH

8.5

8.0

Determin

de los a

94

acién del pH del cultive en Fermentacion

ctinomicetos a diferentes tiempos.

Cepa IM28

Cepa M38

-~ Cepa M310

\
\

Tiempo (DIAS)
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GRAFICA 4. Peso micelial Jde los actinomicetus en el cultivo -

Peso
del

Micelio

(mg%)

en Fermentacidn a diferentes tiempos.

[#]

2
X10

8

1
Cepa M3 0

Tiempo (D1AS)
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GRAFICA 5. Curva de crecimiento de los actinomicetos a dife-

rentes tiempos de’ incubacién.

1l
2.0}
+ 1.5¢
o
v
o
2 1.0}
(]
z !
B // 3. Cepa M3l0
503 Il
) //
v
0 ; . .

24 4% 72 96 120 144 - 168

tiempo (Horas)
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GRAFICA 6. Didmetro del halo de fas zonas de inhibicién del

filtrado de la cepa M.8 a diferentes ticmpos de-

3

incubacién.

-
wvi
——

P.infestans

(mm.)

-
o
t

B. subtilis

Zona de inhibicién

Tiempo {DIAS)
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GRAFICA 7. Didmetro del halo de las zonas de inhibicidn del -
filtrado de la cepa M,10 a diferentes tiempos de -
3

incubacién.

AN .
\ P. infestans

. subti

//_\\E___,_

ona de inhibicién (mm.)

Tiempo (D1AS)



GRAFICA &, Didmctro del

ag

hala de las zenas de inhibicibn del -

filtrado de la cepa IM, 3 a diferentes tiempos de -

incubacién.

Zona de inhibicién (mm.)

15

)

— \
~ \
. subtilis
N
/ N
< AN
7/
/ ,—/’_—\\
- E. coli
1 2 3 4 5 g 7 8

Tiempo (D1AS)



100

GRAFICA 9. Namero de esporangios promedio por lesién en ho-

jas de papa.

%10

NGmero de Esporangios de P. infestans
w

1 2 -3 4 5 6 7

Tiempo (DIAS)
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Discusién de resul tados.

Las cepas de actinomicetos, se conservaron en suelo es
téril y ¢! hongo Fitopatbégeno, en extracto de granos de mafiz;
observando que ambos medios Ffueron adecuados para prolongar-
el tiempo de vida de los cuitivos y reducir los cambios morfo
l6gicos. Su uso, redujo el nimero de transferencias requeri~--
das para mantenerlos, que a su vez evitd contaminaciones y -
disminuy6é ticmpo y material necesarios para mantencrlos aisla

dos.

En ta determinaci6n de la poblaci6n de bacterias, acti
nomicetos y hongos, por la técnica de cuenta en placa, se ob-
serva una mayor incidencia de tas bacterias que de los actino
micetos y hongos. Ademas debemos tomar en cuenta que el name
ro de éstos se ve influenciado por ciertas determinantes eco-
légicas tales como: Contenido de materia organica, pH, hume--

dad y temperatura. (Tabla Nam. 3).

Llas pruebas sobre antagonismo, in vitro, indican que -
las cepas de actinomicetos acthan sobre P. infestans en dife-
rente proporcién, observandose que las cepas IM,S )y la MSS -

fFueron mas antagdénicas que las cepas M310 v la M13 respectiva

mente. (Tabla Nam. 2)
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Los resultados obtenidos en el suclo estéril inoculado

con P, infestans y con P. infestans y los actinomicetos seclcc

cionados (IM,8, M,10 v MSS)' indican ta pérdida de viabilidad

3

de P. infestans, especialmente en presencia de los actinomice

tos.

En la tabla nim.4 y grafica 1, se observa que el name-
ro de esporangios por gramo de suelo de P. infestans recupera
dos, fué menor al utilizar ta cepa lMOS y mayor con la cepa -
M310. En la recuperacidén de esporas de actinomicetos en pre-
sencia de suelo estéril (Tabla nim. 5 y grafica 2), sc obser-
va un proceso de adaptacién mayor en la ccpa M38 y menor en. -
la M,10.

3

En suelo no estéril, no se pudieron recuperar las espo

ras de las cepas de actinomicetos ni los esporangios de P. in

festans debido al predominio de otros microorganismos presen-

tes en el suclo.

Estos resultados indican que las cepas con mayor acti-
vidad antagénica y» por tanto mas convenientes para este traba

jo, corresponden a las cepas IM,8 y la MSS'
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Los pardmetros evaluados en la fermentacién para obte-
ner él principio antagbnico indican:
En cuanto a la determinacién del pH en ¢! cultivo, se observo
una elevacion gradual de éste conforme el tiempo de incuba- -
cibn transcurria, elevandose de 7.35 al inicio de la fermenta
ci6n, a 8.3 como promedio a los ocho dias, siendo mayor en la
cepa IM28 y ligeramente menor en la cepa M38 (Tabla 6 y grafi

ca 3).

En la tabla 7 » grafica 4, se observa un incremento -
gradual del peso del micelio a partir del segundo dfa, alcan
zando un maximo a los cuatro dfas de incubacidn; a partir del
cual, dicho peso permanecié relativamente constante, siendo -

mayor en la cepa M,8 v menor en la cepa M310.
3

En ta tabla 8 y grafica 5, se observa que las tres ce-
pas de actinomicetos se¢ mantuvieron en la fase log entre las-
12 y 24 horas, después de las cuales se inici6o la fase esta--
cionaria que se mantuveo hasta e! sexto dia, ¢n el que se ini-

cié un descenso leve de la turbiedad.

Respecto a la actividad inhibitoria del filtrado obte-
nido del actinomiceto en crecimiento, se corrobord la mavor -

actividad antagébnica de las cepas IM,8 y M.5; v se observa --

277 3
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que los filtrados obtenidos a partir de éstos, fueron mas efj
cientes y que la accién antagénica fué mayor para Phytophtora
que para las dos bacterias probadas, resultando este efecto -
mayor sobre B. subtilis que sobre E. coli. (Tabla 9 y grafi--

cas 6, 7 y 8)

Debido a que la mayor actividad se presenté con las ce

pas IM_8 y la M8, de aqui en adelante se opté por emplearlas

3

para determinar la interaccién: Planta-hongo-actinomiceto- -~

principio activo.

Los resultados de la inoculacién del hongo en las ho--
jas, indican que los esporangios del microorganismo, aparecen
a partir del segundo dfa después de la inoculacién y que el -
nimero de éstos, aumpnté progresivamente (Tabla 12 y gré&fica-
9), esto coincide con los resultados expuestos en la tabla 11
en los que se observa que a medida que transcurre el tiempo -
de incubacién, el tamaho de la lesib6n aumenta. En esta misma
tabla, se observa que la adicién de los filtrados obtenidos -
del crecimiento de los actinomicctos, controla en cierto gra-
do el desarrollo de las lesiones producidas por el hongo, v -
que la adicién del filtrado afecté ligeramente la coloracién-

de las ho,jas.
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En la tabla 10, se observa que con la inoculacién de -
P, infestans y bajo las condiciones experimentales de cultivo,
se logré inducir la infeccibn y desarrollo de la sintomatolo-
gla del tizé6n tardio, y que con la adicién del filtrado de --
los actinomicetos fué posible controlar la enfermedad, ya que
el nomero de plantas dafiadas fue menor y las lesiones desapa-

recieron iniciandose la recuperacién de las plantas.



CAPITULD VI

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES
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Los medios de cuitivo scleecionados para actinomicetos y-

Phytophthora infestans, corresponden a AEGT y jugo V-8 --

respectivamente.

Las cepas de actinomicetos probadas, inhiben a P. infes--
tans en diferentes proporciones.

Las cepas con mayor actividad antagbénica a P. infestans -
corresponden a IMZS y M38, lo que se demostrd in vitro en
la interaccién; Microorganismo-Microorganismo y Microorga
nismo-filtrado; in situ en la interaccidn Microorganismo-
Microorganismo-Suelo y en vivo en la interaccién Microor-
ganismo- Filtrado-Planta-Suelo.

Las tres cepas probadas en el cultivo de fermentacién mos
traton una cinética de crecimiento similar.

La adicién del filtrado (del cultivoe de actinomicetos) a-
plantas inoculadas, detiene el desarrollo de la enfermes«-
dad y este ademés resulté indcuo para la planta.

La cepa M33 mostré adaptacién y sobrevivencia en el suvelo

Se recomicendan mas estudios, a Fin de ratificar o rectifi
car los resultados obtenidos del cfecto del filtrado so--
bre ¢l control de ta enfermedad, asi como Jdeterminar fas-
consecuencias de ta adaptacién v persistencia en el sue-

lo mostradas por la cepa M,% v el efecto de las caracte--
3

risticas del suelo sobre et Jdesarrollo de este microorga-
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nismo v la produccién del o los metabolitos Jde interes en

condiciones naturales.
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