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CAPITULO 

1NTRODUCC1 ON 



Ante el uso de los pcsticid,..is conct."bi\ius en su ori9c11-

como 1 a pünc.lCCd de 1 u .. 1gr i cu 1 tura y il pe sur Je ap 1 i curse cuda 

afio mayor vol6me11 de tilles sustancias quín1icas ert los campos

mcx j cunas, no s6 I o hu ílumcnt;;ido e 1 número de p 1 agus que des-

truycn los cultivos si110 que íldem~s lu producci611 de alimen-

tos sigue siendo insuficiente para abüsteccr a la población.

Hoy en díü, se sabe que los fungicidas afectan tanto a los r~ 

cursos natura 1 es como a{ hombre. En México se ap 1 i can sin contra 1 al 

guno, casi toJos los plaguicidas prof1ibidos, incluso en los -

países donde fueron desarrollados. Ante tal situ.:ici6n, se --

h .. 1n des.:1rrol lado m6todos altern.ativos de invcstig.aci6n lh1so-

dos en el control biológico; sin cmburgo, hustü el momento se 

han cmplcüdo muy pocos recursos tendientes ü buscar solucio-

nes acordes con la naturale:a. (Maldonado, 1987). 

Por lo ünterior, en el Laboratorio de Microbiologíu 

Experimental, se efectuó un estudio "in vivo", sobre la dote!:_ 

minación del efecto antagónico de cepüs de uctinomicetos so-

brc Phytophthora infestuns, hongo fitopat6geno de pl<Jntas dc

papa. 



CAPITULO 11 

OBJETIVOS 



Objetivo Genera 1 : 

2 

Comprobación del antagonismo "in vivo" de -

cepas antagónicas a Phytophthora infestans. 

Objetivo particular: 

Comprobación del antagonismo a Phytophthora 

infestans de cepas de actinomicetos aisla-

dos. 

Selección de las mejores cepas antagónicas

ª P. infestans por~auefectividad. 



CAPITULO 1 11 

ANTECEDENTES DE LA ENFERMEDAD 



J 

L.:i pupu, junto con el 111~1í::, son lcJs pldl\tdti de mu~or -

interés al imcnt.:irio que el Continente Amcricuno hu <líJdo u co-

noccr ul Antiguo Mundo, El origen de la pupa se remotu u al

gunas zo1H1S del Perú, Boliviu )'México, donde se cree que fue 

cultivada en tiempos de Id civi 1 i:aci6n Azteca e lnc<lica. Fue 

introducida 011 Europa en la segunda mitad del siglo XVI. En 

los primeros ui1os, se le consideró como una plantü ornamcntul, 

motivo que rcturdo su difusi6n; sin embargo, transcurridos il! 

gunos dcccn i os, se tuvo conocí mi en to de su a 1 to va 1 or nutr i tJ. 

vo y muy pronto se intuyó que 1 a papu sería un greln t.? 1 cmento

para la alimentaci6n del hombre. (fO y 62) 

El cultivo de la pap.:i es afcctudo por factores que me~ 

man los rendimientos 011 su producción tales como: enfcrmedu-

des, sequías, l1cladas, granizo y vientos fuertes. Unu de las 

enfermedades que m.'.is daños ha causado a este cu 1 ti vo es e 1 tJ.. 

z6n tardío causlJdo por el hongo Phytophthora infcst.ms. El tJ.. 

z6n tardío se conoce desde lSJO, <Jpurccicndo simultancumcntc-

en América v Europil. Anton DeBary (1831-1888), fué quien pri

mero estudió la patogcnicidud, ciclo biológico y csporangios

dcl hongo, sus estudios fueron consecuencia de la cpifitiu Je 

1845 que urras6 los cultivos de papa en lrland<J causando la -

muerte por hambre u cerca lfo un mil 16n Je pcrsonüs )' la cmi--



gración de mi 11611 )'medio en regiones donJc la p~1pi.l cl'ü lu -

fuente principal Je lu alimcntaci611. (9 y 67) 

En la actualidüd, los medios p~1~a controlar al patóge

no son i nadccuados, dcb i Jo a su i ncostcab i 1 i dad y toxicidad -

tanto para 1 a p 1 antu como para e 1 hombre. Consecuentemente, -

se han estudiado ciertas clases de actinomicctos en los que -

se ha visto, presentan untugonismo a Phvtopl1thora infcstans; 

sin embargo, se desconoce cual de el los presenta mc:iyor cfecti_ 

vidad, así como tc:imbién su influencia sobre el desarrollo de

la plantu. Por tal motivo, es necesario encontrar la metodo

logía adecuada para el control de dicho hongo, la que a su 

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



CAPITULO IV 

GE~ERALIDADES 
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4,1 Caractcr!sticas Agronómicas del Cultivo de la Papa. 

4.1.1 Preparación del suelo. 

El modo de preparación del suelo, depende del tipo de

suelo y de las condiciones de humedad; por ejemplo, pa

ra sucios arcillosas, se ara durante el otoño, en con

diciones secas y a una profunidad de 25 cm. y en prima

vera, se pasa una rastra. Para suelos arenosos, el ar~ 

do y la rastra se pueden realizar antes de la siembra -

para. evitar . .1 a compactaci 6n de 1 sue 1 o. 

4.1,2 Proparaci6n de la semilla. 

Se considera que en el perfodo de latencia, las ycmas

de los tubérculos no inician su crecimiento, aún estan

do en condiciones favorables para su desarrollo. La d~ 

raci6n de este periodo depende de varios ·factores ta-

les como; variedad, madurez fisiol6gica, condiciones a~ 

bientales durante su crecimiento, condiciones de almac= 

namiento, etcétera. En el prebrotamiento, los tub~rcu

los poseen un brote más o menos bien desarrollado, poco 

antes del periodo de siembra. 
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4.1.3 Abonos y Ferti li:antes. 

La cantidad de abono o fertilizante que se aplica, es

ta en función del período de siembra. Este cultivo, -

tiene fuerte respuesta a la adición de nitrógeno y f6s 

foro, no así a la de potasio. 

4,1,4 M6todos 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 el los y de 90 cm. entre surco y surco, ~ 

procurando que los tubérculos no queden en contacto -

con el ferti 1 izunte. También se puede hacer uso de la 

máquina sembradora de papas, procurando que esta sea ~ 

de copas y no de clavos, con el prop6sito de no trans

mitir enfermedades bacterianas al pinchar los tub6rcu

los enfermos y sanos. 

4.1.S Densidad de Siembra. 

La densidad de siembra es muy variable, se sugiere - -

utilizar de 1100 a 1500 kg. de semilla por hectárea, -

además se recomienda sembrar tubérculos de 28 a 35 mm. 

de diámetro y entre 50 y 60ºg, de.peso. (3) 



4.1.6 Rendimiento. 

Para la siembra de la papa, se usan los tub~rculos co

mo semilla para la producción de papa, siendo de vital 

importancia, que el productor utilice semillas certifl 

cadas que poseen garantía en cuanto a calidad, purezu

de variedad, sanidad y vigor; además, aseguran un alto 

rendimiento (45). Las pérdidas en el rendimiento de -

la papa causado por el tizón tardío debido a tubércu-

los podridos, no se pueden estimar debido a que esto -

es afectado por el tipo de suelo, cantidad de 1 luvia,

susccptibi lidad del cultivo, y cantidad de tubérculos

sembrados. (29) 

4.1.7 Areas de Adaptación. 

Dependiendo del lugar gcográf ico en donde la papa se

cu lti ve, producirá una buena o deficiente cosecha, ya

que cada variedad de cultivo posee características 

agronómicas diferentes. Para siembras de primavera-V~ 

rano; en el Estado de México, Tlaxcala, Hidalgo y Dis

trito Federal, se usan las variedades: Alfa, Tollocan, 

Greta, Atzimba, Rosita, Murca, Juanita y Patrones¡ se

s i embra entre Marzo y Junio. Para siembras de otoño-

i nvi crno, en las regiones citadas se siembran las va--



ricdades: Alfa, Tollocan, Greta, Atzfmba, Rosita, Mur

ca, Patrones, Yema y Lópcz entre el 15 de diciembre y-

15 de Marzo. (29) 

4. l. 8 Cosecha. 

Para obtener la cosecha máxima posible, la recolecci6n 

se efectúa cuando las hojas toman un color amari liento 

y se vuelven quebradizas. Cuando se trata de obtener

papa muy temprana, la recolecci6n se practica cuando -

las matas estan aún verdes, resultando el rendimiento

menor y la calidad mejor. (16) 
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4.1.9 Características Agronómicas de la Variedad de Papa Al

fa. 

El tubérculo de papa, es una extremidad hinchada de -

una raíz, en la cuál se almacena la fécula en gran ca.!l 

ti dad y son estas las que se uti 1 j zan para 1 a produc-

ci ón de 1 a p 1 anta >' que consti tuyc.n e 1 procedí miento

de multiplicación de la misma, para conservar las cua

lidades propias de sus ascendientes. En estado seco,

en un tubérculo de papa, se e11cuentra un promedio de ..,. 

66 % de almidón, que es el principal elemento desde el 

punto de vista ca16rico; 4 % de azúcares; 9 % de subs

tancias protéicas y 0.5 % de sales (potasio y f6sforo) 

y grasas. Su valor vitamínico 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

almid6n, se destinan a la extracción de fécula y prcp~ 

raci6n de alcohol. (16 y 45) 

Actualmente en México, se cultivan catorce varicdades

de papa, las más importantes son cinco: Alpha, L6pc::,

Amari l la de Puebla, \·/hite Rose y Criolla del Nevado. -

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

Existe un gran número de especies de papa, pero en la

producci6n se usan casi sólo las especies tuberosum y 

andigenum. La especie tuberosum; tiene plantas, hojas 

y tubérculos más grandes que la andigenum, por esta r~ 

z6n se cultiva más la especie tuberosum. (45) 

Las variedades de la papa corriente se dividen de - --

acuerdo con características fisiológicas, morfol6gicas 

y culinarias. 

En M6xico, la siembra se real iza en tres fechas di fe--

rentes y en varias zonas con distintas condiciones ec~ 

lógicas. Las diferentes localidades, fechas de siem--

bra y cosecha así como las principales características 

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

ZONA FECllA DE SIEMBRA 

Y COSECHA 

León, Guanajuato 

Enero-Febrero 

Junio-Julio 

CARACTER ISTICAS 

PRINCIPALES 

Cultivo de in--

vierno bajo ri~ 

go. 

A 1 tura 1885 msnm, 
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111 

Zamora, Michoacán 

Septiembre-Octubre 

Enero-Febrero 

11 

Cultivo bajo riego 

con 1 luvias aisla-

das. 

Altura 1564 msnm. 

Toluca, Edo. de Méx. Cultivo de verano 

Mayo 

Septiembre-Octubre 

bajo condiciones de 

tempora 1. 

Altura 2620 msnm. 

msnm: Metros sobre el nivel del mar. 
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Variedad de papa uAlfa" 

(Solanum tuberosum L. subcspecie tuberosum) 

Origen: llolandcsa. 

Maduración: Intermedia (120 días). 

Rcndimiento:Muy bueno. 

Tubérculos: Grandes, de forma oval redondeada, ojos bastante

superficiales,carne amarillo claro y bastante ha

rinosa. 

Follaje: 

Materia 

seca: 

Planta: 

Brote: 

De desarrollo lento, algo abierta al principio, -

más tarde de ta 1 1 os fuertes y robustos que cubr.en 

bien los surcos, resisten a la sequía. 

Contenido bastante alto. 

Tallos poco numerosos, robustos, de color morado

pálido extendiendose poco, hojas grandes, rígidas, 

verde grisáceo, foliolos primarios ovales, con -

peciolos largos y nervios profundos, floración -

abundante, inflorescencias grandes, flores de co

lor rojo morado claro con bordes blancos. 

Aparrado, a 1 pr i nci pi o esférico, más tarde pcr i fo_r 

me,dccolor morado marrón pálido, en la base verde; 
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muy poco peloso, yema terminal pequeña, predomi

nantemente verde. 

Resistencia a: 

Virus del cnrol lado: 

Virus A: 

Virus X: 

Virus Y: 

Medianamente sensible. 

Poco sensible. 

Poco sensible. 

Medianamente sensible. 

Phytophthora de la hoja: Medianamente sensible. 

Sarna Verrugosa: lnfecci6n cr6nica. 

Phytophthora del tubérculo: Poco sensible. 

Nemátodo dorado: 

Sequfa: 

(16 y 65) 

Resistente. 

Poco sensible. 
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4.2 Enfermedades mils importantes del cultivo de la papa en 

México. 

Las enfermedades más importantes del cultivo de lapa

p& en México, son las causadas por los hongos: 

Phytophthora infestans ("Tizón Tardío") y Rhizoctonia -

solani. Las causadas por bacterias como: Erwinia caro 

~ ("Podredumbre blanda"), Pseudomonas solanacearum 

que causa la "Marchitez Bacteriana". 

Las enfermedades vi rosas como e 1 en ro 1 1 ami cnto de 1 a 

hoja (PCRV) transmitida por áfidos, principalmente - -

Myzus pcrsicac, mosaicos común y rugoso (PVY, PVX y 

PVA) y la punta morada (PVS) que se presenta en casi -

todas las zonas productoras de papa. 

De las enfermedades causadas por nemátodos, la más im

portante es la originada por el "Nemátodo Dorado" Het_! 

rodera rostochiensis, el cuál está presente en algunos

municipios del estado de Guanajuato. 

Entr• fas principales plaga~ que dañan al cultivo de -

la papa están: Rayador o pulga saltona (Epitrix cucume 

.!:..l:! Harris), Gnl lina ciega (Phi l lophagn sp.), Palomi--
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1 la (Pthorimen operculella Zel ler) y Pulgón (My=uspersl 

cae sul=er). (16,45,56 y 62) 
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4.3 Características Generales de la Enfermedad. 

El tiz6n tardío de la papa, Phytophthora infestans cu

ya distribución puede considerarse universal, es la es 

pecie fungosa que causa los mayores perjuicios a la p~ 

pa (Solanum tuberosum L.), al tomate común (Licoeersi

cum esculentum Mi 1 l.), al tomate verde (Physalis sp.)

y a la berenjena (Solanum melongena). (14,20,58 y 68) 

Esta cnfermedaq. aparece generalmente después de la fl~ 

ración de la papa, prcscntandose en las hojas, pecio-

los, tal los y tubérculos. En las hojas de la papa in

fectada, inicialmente se observan manchas irrcgulares

dc color verde más claro rodeadas por un halo de color 

verde obscuro, las que con el tiempo presentan un fino 

algodoncillo grisáceo en sus bordes. (58). En los tu

bérculos, la cpidérmis se torna café morada, se obser

van también áreas hundí das con manchas e 1 aras o 1 i ger_!! 

mente obscuras. Cuando se presenta contaminaci6n por

otros hongos o bacterias saprofíticas, se desarrolla -

un olor desagradable debido a pudriciones acuosas de -

origen bacteriano, si la pudrici6n es seca, las lesio-

nes no progresan. 

En el campo, el grado en la severidad de la infecci6n-
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depende de las condiciones ambientales, ésta es más s~ 

vera cuando se presentan períodos frescos lluviosos y

húmedos en las mañanas, seguidos de peri6dos mds cáli

dos, estas condiciones promueven la formación y germi

nación de las zoosporas. (15, 25 y 58) 
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4.4 Ciclo Biol69ico de Phytopl1tl1ora infcstans. 

Los hongos fitopatógcnos invaden los tejidos de sus ho~ 

poderos por Oiferentcs vías naturales, ya sea por lesi~ 

ncs o por penetración directa del tejido vivo. La inv~ 

sión del tejido hospedero se atribuye a la atracción 

del micelio del hongo hacia exudados quimicos estimula

torios de las rafees u hojas, a la atracci6n del hongo

hacia un gradiente nutritivo o por simple oportunidad.-

(5, 8 y 74) 

Pristou (1954) y Stakman (1957), observaron que al ino-

cu lar en el hospedero zoosporas m6vi les, la penetración 

ocurría directamente a través de la epidermis, pero ra

ra vez a través de los estomas. 

El hongo sobrevive en los tubérculos infectados y dese

chos en el campo como micelio, ocasionando las primeras 

infecciones a la planta. Algunas de las te6rias que -

tratan de explicar el porque el hongo sobrevive de un -

año para otro son: 

- Persistencia del micolio en el suelo. 

- Permanencia del micelio en tubérculos enfermos. 

- Producci6n de esporas de resistencia. 
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- Permanencia latente del micelio en la planta de papa. 

- Activación del micelio durante la germinación de los 

tubérculos semilla, este micelio fructifica y se cst.!! 

blcce en la plintula, que al emerger trar1sporta a las 

esporas a 1 a superficie quedando 1 atente en 1 a supe!:_ 

ficie del tal lo y hojas, en donde permanecen hasta el 

momento en que las condiciones favorecen el desarro--

1 lo de lu infecci6n. (3,9,15 y 58) 

La lluvia y el viento, diseminan las esporas y conse

cuentemente la enfermedad puede invadir toda una plan 

tación en pocos días si existen condiciones favora- -

bles para el pat6geno. (15, 46 y 60) 

Boyd (1980), Easton (1982) y Hide (1981), comprobaron

que las zoosporas de Phytophthora sp. en el suelo, in 

fectan partes de las plantas sumergidas en el agua de 

riego sirviendo como propágulos infcctivos en la nat~ 

raleza. 

Respecto a la fase sexual de P. infestans, el primer

informe fué publicado por Clinton en 1911. Clinton -

observó en cultivos puros, las oosporas, encontrando -
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que la reproducción sexual se realiza por intermedio -

del oogonio y el anteridio. La fase sexual es muy rara 

en el mundo, y s61o se ha encontrado en Toluca, México. 

(58) 



21 

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

POR Phytophthora infestans, (58) 
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CICLO BIOLOGICO DE Phytophtora infestans 

(Alexopoulos) (52) 
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4.5 Características Ge11erales del Patógeno. 

Como consecuencia de la epifitia ocasionada por el ti

zón tardío en Irlanda y en _otros países europeos, se

real i:aron estudios para identificar al agente causal

Y métodos para su erradicación. 

En 1845, Montagne identificó al patógeno asignandole -

e 1 nombre de Botryti s i nfesbrns. Más tarde, Anton dc

Bary (1831-1888) descubrió su ciclo biol69ico, patogc

nicidad y esporangios comprobando que este hongo era -

efectivamente el patógeno, pero que su clasificación -

era incorrecta y como ninguno de 1 os géneros hasta ese 

momento conocidos podía incluir con propiedad al hongo 

mencionado, en 1875 se propuso el género Phytophthora, 

desde entonces 1 leva por nombre Phytophthora infestans 

(Mont.) De Bary. 

El hongo Phytophthora infestilns, pertence a la clase,

Phycomycetcs; subclase Oomycetcs; orden Peronosporalcs; 

fami liü P;.t''i(1ccae;género Phytophthora; especie infe;: 

tans. 

Se caracteri:a por su micelio cenocítico ínter e intr~ 

celular muy ramificado, hialino, blanco, algodonoso, -
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los esporangióforos sale,, n trav6s de los estomas en -

las hojas, y por las lc11ticclas en los tub6rcltlos; 1 I~ 

vando en cada esporangi6foro un esporangio de forma 

alimonada cuyas dimensiones varían de 22 a 36 micras -

de largo por 14 a 23 micras de ancho con una papila -

apical mediana de 3 micras. 

Los esporangios al pri11cipio son terminales, después -

laterales por el crecimiento indeterminado del esporá~ 

gi6foro, por eso la maduración no es uniforme. Cuando 

un csporang i o esta cerca de 1 a madurez, 1 a h i fa se hin 

cha en su extremo basal y ésta es enviada hacia un la

do de la prolongación del esporangióforo. 

La h i nchaz6n a i nterva 1 os, es caracter r sti ca de una hl 

fa en fructificación, indicando los puntos donde la e~ 

porulaci6n ha tenido lugar. Este tipo de rama fructf

fera es caracter i sti co de Phytophthora i nfestans y -

sirve para distinguirlo de géneros y especies muy rel~ 

cionados con él. (14,54 y 58) 



'.!5 

4.6 Producci6n de Esporangios ~ Zoosporas. 

Varios investigadores, l1an estudiado los efectos de di-

versos factores sobre la fo...w111aci6n de esporangios. Wi 1-

son considera como principales factores: Sustrato, hum~ 

dad, aire, luz, tempratura y edad del cultivo (39 y 60) 

En la región Norte Central de los Estados Unidos, James

ct al. en 1972, establecieron que la incidencia de enfe~ 

medad sobre el hospedero, es función de cuatro factores: 

Agente patógeno, hospedero, medio ambiente y tiempo. 

Waggoner, en 1952; afirmó que la influencia del desarro-

1 lo del tizón tardío, depende de las fluctuaciones de 

temperatura y humedad. 

Las condiciones favorables para la esporulaci6n de~ 

~corresponden a: Uumcdad relativa por arriba del-

90~, temperatura de 16 a 20ºC por diez horas y una precl 

pitaci6n total de tres cm. o más durante tres dlas. (29 

y 69) 

Dependiendo de la temperatura, los esporangios de~ 

~, pueden germinar en forma directa a través de un 

tubo germinativo (12-22ºC) e indirectamente, por libera-
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ci6n de :oosporas biflagcladas (12ºC o menos). {31, 46, 

59 y 60) 

Wag9011er en 1952, observó que las cepas de P. infcstans 

son capacus de sobrevivir a altas temperaturas. Rotem

en 1974, para explicar el desarrollo del tizón tardío r 

bajo condiciones de temperatura diaria mayor de 30ºC, -

propuso dos h i p6tes is: L) La apar i ci 6n de cepas con te!!!. 

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 Wall in y Hoyman en 1958 com-

probaron que la luz o la obscurirdad no alteran la for-

mación de esporangios. 

Mac Donald (1978), menciona a Balckwcll y Watcrhouse, -

1 os que comprobaron que 1 as zoosporas pueden ser expe ll 

das del exporangiocomo una masa en una fina vesfcula, la -

cuál, finalmente estalla dejando libres a las zoosporas, 

aunque en a 1 gunas cspeci es de Phytophthora, 1 as zoospo~ 

ras salen del esporangio separadamente. 

Wal lin en 1953, comprobó que las esporas sobreviven la~ 
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gos per[odos de t¡empo en condicio1,es desfavorables, -

ésto es; temperatura del aire de 24 a 32ºC con llumedad 

relativa de 40 a 50 %. 

Dowley et al. en 1975,mantuvicron cultivos de P. infes 

tans, a una temperatura de lOºC durante ci neo horas pa

ra posteriormente observar la formaci6n de zoosporas. 
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4.7 Distribución e Importancia Económica 

Los problemas en In producción de alimentos a que se -

enfrenta e 1 sector agr r co 1 a de 1 país sc:-n numerosos. La 

transfercnci a de recursos de este sector hacia otros -

componentes de la economía debi 1 ita la capacidad pro-

ductiva agrícola, en particular la de alimentos estra

t6gi cosen la dieta nacional. Así mismo, provoca la 

incapacidad del medio rural para absorvcr la ma110 de -

obra que genera y la consiguiente migraci 6n del campo 

hacia la ciudad en busca de empleo. (51) 

En M6x i co, uno de 1 os prob 1 e mas agr í co 1 as más importa!!. 

tes en el cultivo de la papa, es sin duda alguna el -

causado por e 1 hongo Phytophthora i nfestans, comunmen

te conocido como "Tizón tardío de lapapu". 

Actualmente, la Jistribuci6n de la enfermedad en los -

cultivos de papa es mundial, el daño causado por el 

hongo del ti:6n tardío es uno de los factores limitan

tes en la producción econ6mica del cultivo; por lo - -

cuál, en las áreas donde se cultiva esta solanácea, el 

control del hongo es indispensable para tener éxito. 
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La política del INIA sobre la papa, es la de proporci~ 

nar al agriculto~ variedades de papa resistentes al -

tiz6n para evitar los gastos de equipo, substancias 

químicas y pérdidas en la producci6n,yal1uo esto es una 

limitante para establecer ciertos cultivos en algunas

árcas. 

Las mejores zonas paperas de '-1éx i co, a 1 aprovechar sus 

magníficas condiciones de sucio y temporal, se cncÜen

tran en constante peligro al ataque de esta enfermedad 

y con el lo, expuestas a pérdidas cuantiosas. La mayor 

producción de papo 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 tubérculos vigorosos; esto es, a temperatura -

de 15 a 18ºC y una precipitación pluvial de 375 a 450-

mm durante el periodo de cultivo. 

También se cultiva papa en los estados de Baja Califo~ 

nia Norte, Guanajuato, Chihuahua, Coahui la, Nuevo Le6n, 

Si na 1 oa, Mi choacán, Vcracru= )' Zacatecas. 

En los estados de México, Tlaxcala, Hidalgo y el Dis--
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trito Federal, durante el periodo de 1975- 1980, se -

sembraron en promedio 5800 hectáreas con papa, se ob

tuvo una producción aproximada de 48000 toneladas y un 

rendimiento promedio de 8.23 toneladas por hectárea. -

(10,11 y 16) 

En Hermosi 1 lo Sonora, en abri 1 de 1987 y en una super

ficie de ~000 Ha. se cosecharon aproximadamente 40000-

toneladas con un rendimiento de 17 a 20 toneladas por

Ha. (•Excelsior•, martes 21 de abri 1 de 1987). 
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4. 8 Métodos de 1r-i.,cu1 aci 6n. 

los medios por los que un microorganisn10 pat69e110 al-

con:::a e 1 i ntcr i or de 1 os tcj idos de un vegeta 1 , pueden 

ser artificiales o naturales. 

Para inocular artificialmente patógenos que dañon al -

follaje, o a las partes áereas da una planta, el micr2 

organismo de interés, se propaga en un nicdio de culti

vo que estimula la producción de esporas o de cual- -

quier otro propágulo. (16) 

las inoculaciones artificiales, pueden hacerse a tra-

vés de heridas efectuadas cxprofeso, o depositando el 

i nócu 1 o di rectamente sobre 1 os tejidos de 1 hospcdiln-

te. (8, 20 y 54) 

Dowley et al. en 1975, uti !izaron atomi:adorcs par•a 

inocular hojas sueltas y plantas completas con suspen

siones esporangial es o miccl ialcs. Montecillo en 1982, 

para inorular esporas móviles, utili::ó técnicas t.:ilcs 

como: Atomización, inundación, inmersión y la aplica-

ci6n discreta de gotas de i11óculo sobre la planta. En 

otros casos, se inyecta la suspensión en los peciolos-
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o en los tal los, con una jeringo hipodérmica. Smoot et 

a 1. en 1958, i n)'ectaron con aguja hipodérmica, una su; 

pensi6n de zoosporas y esporangios dentro de lo cavi--

dad central del tallo. 
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4,9 Control. 

Para pronosticar cualquier enfermedad y sus m~todos de 

control, es necesario conocer como y donde el hongos~ 

brevive al invierno, medio de diseminación, influencia 

del medio ambiente, viabilidad, germinación, influen-

cia y subsecuente germinaci6n de las esporas; así como 

la interacción de los cultivos con el tratamiento de -

fcrti lizantes, prácticas culturales, tratamientos de -

herbicidas, condiciones de intemperie, estado fisiol~ 

gico en el momento de la cosecha, así como también la 

influencia del nivel de contaminación e infección pro

gresiva o latente por los patógenos que causan enfer~= 

dades postcosecha y condiciones impropias de cosccha,

transporte y almacenamiento favorecen el desarrollo de 

epidemias. (3, 8, 15 y 24) 

En la naturaleza, las plantas sintetizan altas cantid_! 

des de componentes químicos con propiedades t6xícos. -

Se cree que esta función se realiza como un mccanisrno

de defensa contra agentes externos como bacterias, ho,!! 

gos e insectos. (51) 

En EEUU., el cultivo de la papa blanca ha sido obstac_!! 
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lizado por el hongo del tizón tardfo Pl1rtopl1thora in-

~' aunque se han buscado cultivares con altos nJ.. 

veles de resistencia, la producción no ha crecido sig

nificativamente. (6) 

Broadbent et al., en 1971 y Mitchell en 1961, han he-

cho intentos para suprimir patógenos de plantas nati-

vas del suelo por medio del control biológico, En ta

les intentos, se involucra la inoculaci6n dentro del -

suelo, de organismos que antagonizan a los patógenos -

"in vjtro". Asf, modificando el hibitat, es posible -

alterar la composici6n de la microflora, y tales alte

raciones microbiológicas, pueden destruir a los patÓg~ 

nos de plantas nativas del suelo. 
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Genera 1 ida des Sobre ,\et i nom ice tos Antagon i stus. 

Los Strcptomyces sp., en virtud de su amp 1 i a di str i bu

c i ón, tolerancia térmica, crecimiento filamentoso actl 

vo en suelo y producci6n de antibióticos, participan -

activamente en el equi 1 ibrio microbiológico en suelos

Y son un factor en el control de la incidencia de cíe~ 

tos patógenos nativos del sucio. (49) 

Debido a que los actinomicetos comprenden un gran núm~ 

ro de organismos que tienen la propiedad de inhibir el

crecimiento de bacterias, hongos y aún especies de los 

mismos actinomicetos aprovechables terapéuticamentc y

por encontrarse ampliamente distribuidos on la natura

leza, se ha tratado de aislar algunas especies de 

el los y de éstos, los correspondientes principios actl 

vos. 

Se considera que el efecto inhibitorio, sobre el desa

rol lo de bacterias y de hongos, estó íntimamente rela

cionado con la producci6n de agentes tóxicos, a los 

que se les conoce con el nombre de antibi6ticos. 

Un antibiótico, se Jefine como aquel la substancia qui 
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mica que es producida por síntesis o por un organismo, 

que actúa en muy bajas concentraciones en detrimento -

de las funciones vitales de otro~ microorganismos, pu-

diendo manifestarse por fa inhibici6n o muerte del or-

ganrsmo contra el cual actúa. 

Los antibióticos, son producidos por varios microorga-

ni sml'S parti cularMentc bacterias, hongos y acti nomi ce ... 

tos y fa propiedad de formarlos no es característica -

de todos los géneros, ni es igual en todas las espc- -

cíes, sino particular de ciertos organismos. 

En 1921, se probaron un gran número de actinomicetos -

por su acción antibacteriana, siendo Licske el que es-

tab/eci6 que el proceso antag6nico en la naturalc:a, -

se puede considerar como selectivo, es decir; que di--

cha acción var fa de acuerdo con 1 a espcc i e de act i nomj_ 

ce to. 

Aunque los antibióticos, solamente enun númcropcl)t1cño 

de casos han sí do a is 1 a dos de 1 medí o, estas pro pi edn--

des antibacterian~s no s61o se presentan en Jos medios 

de cultivo artificiales, sino también en el suelo, es-

tando además relacionadas con Ja mayor o menor canti--

dad de materia orgánica presente en él.(26,27,41,50 y-

55) 



CAPITULO V 

~ATER 1 ALES Y METODOS 
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5.1 Material 8iol6gico. 

Lüs cepas de Phytophthora infestans usadas en esta in

vcstigaci6n, fueron donadas por el Dr. Jorge Galirldo -

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. 

Los tubérculos de papa, Vüricdad 11 Alfa", fueron propo!:_ 

clonados por el lng. Manuel Vi 1 larreal, investigador--

del Centro de Orientación para el Desarrollo de la 

Agricultura y la Ganadería del Estado de México, CODA-

GE/.:. 

Las cepas de actinornicetos, (M 13, M
3

S, M
3

1D y IM 28) -

aisladas por Arias y Patiño (52), fueron proporciona-

das por el Laboratorio de rticrobiología Experimentul-

de la facultad de Química, UNAM. 



5.2 Medios de Cultivo Utilizados para el Aislamiento de -

Pl1ytophthora infestans. 

No es fflci 1 cultivar a Phytophthora sp. sobre medios -

químicos definidos, pero puede crecer uxénicamcnte con 

buen éxito sobre medios de agar suplementados con sus

tratos ta 1 es como: Centeno, trigo, avena, ch í charos 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) 

Composición en 9• /1. 

Jugo· V-8 300.0 mi. 

Caco
3 4. 5 g. 

Agar '.!0,0 g. 

Agua dcsti 1 ada 1000.0 mi. 

b. Papa Dextrosa Agar, (18 y 57) 

Composición en g./1. 

Papas 200.0 g. 

Dextrosa 20.0 g. 

Agar 15.0 g. 

Agua desti 1 ada 1000.0 mi. 



c. Müf: mol ido Agar (IS) 

Composición en 9./1. 

Mal: mol ido 20.0 9· 

A9ar 20.0 9· 

Agua desti 1 ado 1000.0 mi. 

Esterilizar los medios de cultivo en 

autoclave a 15 lb/pg2 de presión 

121°C, durante 30 minutos. 

a -

39 
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5.3 Medio de cultivo sintético para la obtención del pri~ 

cipio uctivo. 

La selección de un sustrüto idóneo para el cultivo de-

un microorganismo, es fundamcntul, )'ª que debe poseer-

una composición química adecuada, así como una estruc-

tura que permita buenu aereación y una capacidad de r_2 

tcnci6n de agua en beneficio del crecimiento del micr~ 

organismo. (::!3) 

Se han uti fizado medios con diferentes componentes qul 

micos que hun si do infructuosos debido a su al to costo 

o baja capacidad para inducir la producción de antibi~ 

ti co, Uno de 1 os med jos que hasta 1 a fecha ha tenido-

gran éxito es el de Lumb, cuya composición es la si- -

guiente: (26) 

MEDIO DE LUMB 

Composición en 

G 1 UCOSíJ 20.0 

MgS0
4

'7H 20 lC.O 

Citrato de sodio 10.0 

GI i cina s.o 

NaCI s.o 

CaCl 2 5.0 

KH 2Po 
4 o. 5 

g/I 

Fcso
4 

MgS04 

Cuso
4 

ZnS0
4 

Composición 
mg/I 

2.0 

l.() 

1.0 

1.0 

Mo 1 i bdato 

de sodio 0.1 
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5.4 Medios de Cultivo para 1~ Conservación Je Esporus. 

La desecación de los cultivos y el envejecimiento de -

los mismos, hacen necesario transferir el cul~ivo de -

un sustrato a otro o intervalos rcgurares, proceso que 

ofrece el riesgo de variación de la población microbi~ 

na original ocasionada por mutaciones y en ocasiones -

por contaminación, este problema ha sido eliminado me

diante la utilización de mitodos adecuados para mante

ner los cultivos de colección en buenas condiciones -

físicas y fisiológicas de los que se 1 leva un registro 

permanente. (36 y 49) 

Entre los métodos de conservación más comunes están: 

A. Liofi lizaci6n o congclaci6n seca. 

Este método es usado amp 1 i amente en Microbio 1 ogí i1, -

el cual permite fa preservaci6n de microorganismos

durante un tiempo prolongado, consistiendo en una -

dcsccaci6n y congelación al vacfo. (37) 

B. Conservación en Aceite Mineral. 

Mediante esta t6cnica, los aislamientos pueden durar 

períodos prolongados de hasta diez años sin experi

mentar cambios en sus propiedades biológicas. Es -

un método fácil, barato y no requiere de aparatos -
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especiales, es de apl icaci6n amplia para ct.~pas de -

formas unicelulares, Phytophthora )' géneros rela-

cionados, pero es conveniente revisarlos periódica

mente par•a comprobar su patogen i ci dad y pureza. ( 18). 

C. Conscrvaci6n en suelo est6r·i l. 

Los métodos de preservaci 6n en sue 1 o cstér i 1 , han -

incrementado significativilrn~nto el período de vl 

da de los cultivos, reduciendo los cambios morfoló

gicos a un mínimo y no se requieren de aparatos es

peciales. (61) 

D. Conservación t!n extracto de semillas. 

Los aislamientos de P. ínfestans, usados como in6c.!:! 

lo, llan sido mantenidos en varios sustratos artifi

ciales tales como: Agar-Frijol-Lima, Agar Papa Dex

trosa, .\gar Garbanzo ( 12), Agar Harina de Centeno -

( 18), >· frecuentemente en tubércu 1 os >· hojas de pu-

pa. (7 y 66) 

Un mátodo para conservar y mantener a P. infestans 

en condiciones viables y patog6nicas por más de 12-

mescs sin transferencias, es el extracto de granos -

de maiz. (20) Otro medio que sella utilizado para -
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mil las de centeno. (13, 14, 20 y 69) 

Medio de Conserv~ci6n de Extracto de Granos de Maiz. 

Composici6n en g/L 

Granos de maíz 15. o ~l· 

Agua destilada 25.0 mi. 

Esterilizar en autoclave a 15 lb/pg a 12lºC 

durante 40 minutos. 

Un medio utilizado para propagar las cepas de actinoml 

cetos es el Agar Extracto de Glucosa y Tripticascina -

(AEGT), (5~) 

Agar Extracto de Glucosa y Tripticascína 

Composición en g/I 

Peptona de caseína 5.0 

Extracto de carne de res 3.0 

Dextrosa 1.0 

Agar 15.0 

Agua desti 1 ada 1000.0 mi. 

pH 7 ::!: 0.2 
1 

Esteri !izar en autoclave a 15 lb/pg- ~ l21°C, durante-

15 minutos. 
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5.5 ~lucstrco del Material enfermo. (Esqucmn No. J) 

Eri el muestreo, se recolecta fnl l~jc de plantas daRadas

por el tizón tardío, con lesiones recientes no muy avan

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

Se elige la parte de los tejidos de los que se rcaliza

r;Í el ai si amiento, escogiendo hojJs con esporüngios de

les iones libres de humedad. (46) 

Se cortun J as manchas nccróti cas de 1 as hojas con ti je

ras cstcri 1 i zudas, se colocan en cajus de Pétri con - -

agua dcst i 1 ada est6r i 1 ; 1 u ego, con pinzas cstér i J es, se 

toman Jos pedacitos de hoja y se des i nfcctan en una so-

1 uci ón de hipoclorito de sodio al 3-5~ durante 15 rninu-

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

1 udu estér i 1. 

E 1 tcj ido des i nfcctado, se co 1 oca en córnnra húmedu (ca

j,1 Je Pé.tr i cstér i 1 con anua dcst i 1 ada estér i 1 ) , u tem

peratura de 18;20ºC por 18 horas, para favorecer la es-
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porulación. En seguida, se tomun 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 92 

tas de ácido láctico al 25% para obtener un pH dcapr6xl 

madamente 4.5 a 5.0, rango en el que las bacterias d~ 

tienen su desarrollo. Las cajas se incuban a temperat~ 

ra ambiente hasta observar desarrollo del micelio. {lS) 
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~ ·"' 
5.6 Obtención de la suspcnsi6n de esporangios y zoosporas. 

{Esquema 4). 

Uti 1 i ::ar un cu 1 ti vo de Phytophthoru i nfestans que pre--

sente abundante crecimiento micel ial (7 a 14 dias) en -

caja de Pétr i. 

Agregar 15 mi. de agua destilada estéri 1, homogcnizar -

el inóculo con un agitador de vjdrio cstcri !izado, se -

deja reposar durünte 24 horas a temperatura ambiente --

{lS a 22ºC), para obtener csporüngios. 

La suspensión csporangial obtenida, se coloca en el re-

fr i gcrador a un.:i temperatura de 10 u l 2ºC para f avorc--

cer la germinación de los esporangios y la liberación -

de las zoosporas en un tiempo de 90 minutos. (8,15 y 38) 
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s.7 Método para el [Stl1dio de Micr•oorganismos ~llt~gonistas. 

Método del disco de papel (Esquema 5) 

Para la prueba d~I disco de papel, se preparan cajas -

de Pétri con el medio de cultivo, Agar Extrilcto de Glu

cosa y Tripticaseína en el que se siembra cada uno de -

los microorganismos de prueba (Baci l lus subti lis y~ 

e her i chia co 1 i ) , en forma masiva con un hisopo estér i 1 • 

Discos de papel filtro Whatman No. 2 de 7 mm. de diáme

tro, se ester i 1 izan a ca 1 or seco ( 180° i: durante JO mi n~ 

tos), se impregnan con la sustuncia de prueba y se col~ 

ca uno de el los sobre cada caja de Pétri sembrada. 

Las cajas se mantienen en refrigeración durante 2 110- -

ras para permitir la difusión de la sustencia de prueba 

presente en los discos y evitar que el microorganismo -

se desurrollc antes deladifusi6n de la sustanci<J. 

En seguida, las placas se incuban a 37?C durante 18 ho-

ras. Se hacen las lecturas respectivas, que en caso de 

actividad, se referirán a los halos de inhibición cuyo 

diámetro dependerá de la actividad antibiótica. 

En el caso de P. infestans, se usan cajas de Pétri con-
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medio de agor Jugo V-8. 

En el centro del agar, se coloca un disco de papel im-

pregnado con el filtrado del actinomiceto correspondí e~ 

te (M
3
S, M

3
10, o IM 2 8), en los bordes del agar se colo

can trozos miceliales de un cultivo activo de P. infes-

~, 1 as p 1 acas se refrigeran durante 2 horas ( 10 a --

12ºC); después, se manti encn a temperutura ambiente du-

rante siete días, midiendo posteriormente los halos de-

inhibi ci6n en mi 1 ímetros, (2, 27 y 49) 



CAP 1 TULO VI 

DESARROLLO EXPERIMENTAL 
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6.1 Activación de las cepas y comprobuci6n de pureza. 

Las cepas de Acti nomi cetos empleadas en este estudio 

fueron:La M
1

3, M
3
8, M

3
to y la IM

2
8; conservadas en sue

lo cstér i 1. 

Su p~opagaci6n se hizo en Agar Extracto de Glucosa y -

Tripticaseína (AEGT), incubandose a 28°C durante siete

días. 

Para los microorganismos de prueba, B. subtilis y~ 

..!J., se utilizaron cultivos jóvenes de 24 horas de desa

rrollo sembrándolos en caldo nutritivo e ir.cubados a 

2Bºc. 

Phytophthora i nfestans, se roscmbr6 en agar jugo V-8, a 

partir del medio de conservaci6n (Extracto de Granos de 

Marz) e incub6 a temperatura ambiente durante siete - -

días. {ver página 5~) 

La pureza de tales organismos, se verificó mediante ex! 

men microsc6pico y observaci6n macrosc6pica en agar 

(morfología colonial). 
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6.1.1 Selección de cepas con base en su efecto antagónico. 

(Esquema 6) 

Del margen del cultivo micel ial de P. infestans en - -

agar Jugo V-8 de siete días 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 equidistantes), en la parte central de la -

misma caja, se siembran esporas del actinomiceto en e~ 

tudio o del microorganismo antagonista según el caso.-

Se incuban las cajas a 2S°C durante 48 horas, en segui_ 

da se dejan a temperatura ambiente durante siete días. 

Se seleccionan las cepas con mayor efecto antagónico a 

Phytophthora infcstans. 

Phytophthora infestans ----------~ 

Microorganismo antagonista -------~~ 

Agar Jugo V-8 
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6. 1. 2 Determinación Je 1 efecto antag6n i co de 1 as cepas se 1 e~ 

cionadas de actinomicetos en presencia de suelo. 

6.1.2.l Muestreo del suelo. 

En el suelo, los microorganismos desempeñan una fun-

ci6n esencial, representando un medio natural dinámico 

tanto para la vida microbiana como vegetal. Sus cara~ 

tcrísticas se deben primordialmente a la naturaleza y 

disposición de los diferentes componentes (agua, aire, 

partfculas, materia orgánica, etcétera), asf como su -

dinámica de interacción dentro del mismo sistema. (1) 

El muestreo tiene como propósito fundamental, obtener

la información que satisfaga una necesidad definida. -

En este caso, el sucio se muestreo de diversas partes

de la parcela experimental, colcctandolo a 15 an. de -

profundidad del perfil. Todas .las porciones se junta

ron y me;:claron, se dejaron secar E.I aire por un día,>' 

se tamizaron con cernidores de malla fina (2 mm.), se

colocaron en bolsas de polieti leno y se procesaron lo

más pronro pos i b 1 e. ( -l ,. 30) 
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6.1.2.3 Cuantificaci6n y observaci6n de. Ractcrias, !longos y -

Actinomicetos del suelo por el método de di luci6n en

placa. 

Debido a que en el sucio tenemos un medio ambiente -

dinámico y competitivo, las poblaciones de microorga

nismos cambian de acuerdo al número de factores fí- -

sicos,qUímicosy biológicos. (2) 

El método de di lución y siembra en placa, es el más -

senci 1 lo de los métodos para el estudio de poblaciones 

microbianas. Consiste en suspender un peso conocido 

de suelo en agua estéri 1, hacer una serie de di lucio

nes con blancos de agua y sembrar las di luciones se-

leccionadas en agar. (2 v 71) 

Mediante este método, se han a is 1 ado de 1 suc 1 o numer.2 

sos hongos, tales como: Prthium, Mortierel la,Mixomice 

~· y Basidiomycetcs. (2i y 35) 

La desventaja del método de dilución y siembra en pi}! 

ca, es que consume tiempo, es algo tedioso si se pro

cesan muchas muestras, además se requiere de mucho -

material de vidrio estéril. (2, 21, 27 y 28).Para de

terminar la flora total del suelo,se emplea el método 
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de di lución) sicn1brn en placa, uti li:andosc los mc--

dios de cultivo Agar Extracto de suelo, agar caseína -

almid6n y el medio de Mar•tin en los que se cuantifica

ron bacterias, actinomicetos y l1ongos. 
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6.1.2.4 lnoculació11 de sucio cst~ri 1 v 110est01·i1. 

Tsao, en 1960 mene í onó que 1 .:is :::oosporus de Phv toph-

:thora, son cons i derrJdas importantes en 1 a di se1n i nación e 

infección, los factores que ir1flu)en er1 la libcración

de =oosporas de csporang i os en sue 1 o no es tan bien de

finidos. 

En el laboratorio, la libcr.Jci6n de zoosporas es indu

cida sometiendo a los esporangios a sistemas ucuosos y 

cambios r<lpidos de tempcraturu, sin cmburgo; en condi

ciones 11aturalcs, r10 es posible que cr1 el suelo ocu- -

rran cambios de temperatura de lu magnitud deseada. 

Broadbent et al. en 1971, sefialar1 que los actinomice-

tos son m~s inhibitorios a Phytophthora, ademós; que -

el porccnb1jc de efectividad antagonísticu entre los -

actinomicctos es más alto que entre los Buci 1 lus. 

Mitchel 1 en 1961, observó que en suelo no estéri 1, lu

ad i e i 6n de bilcter i as mi ca 1 i ti cas no a 1 ter a e 1 cqu i 1 i -

br i o microbiQno y que un Sltclo est6ril, el micelio do

Fusariu~ oxisporum fué digerido al adicionur ccpus de

Baci 1 tus 1 i ti cus. 
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Inoculación de suelo con: (Esquema 7) 

A. Phytophthora infcstans. 

Se prepararon frascos con 15 gramos de suelo tamizado, 

la mitad de el los se estcri fizaron en autoclave a 15 lb/pg
2 

de presi6n a 121°C durante una hora. La otra mitad no se-

estcri 1 i z6. (19, 33 y 76) 

Se hace una suspensi6n de esporas de P. infestans (3.6 

x 104 esporangios/mi.) y se inoculan los frascos con suelo 

estér i 1 y no estér i I, añadiendo 2 m 1. de i n6cu 1 o en cada -

uno de el los. Se mezclan durante 15 minutos e incuban a -

temperatura ambiente (18 a 22 ºC), (72). 

B. Phytophthora infestans + Actinomiceto. 

En otros frascos, se inocula a P. infestans de la misma 

manera, y además se adiciona a cada frasco 2 mi de una - -

suspensi6n de esporas del actinomiccto seleccionado conte

niendo (2.5 x 105 esporas por mi). 

C. A cada uno de los frascos testigo; tanto de suelo estéri 1-

como de no est6ri 1, se les agregan 4 mi.de agua destilada-

estéri 1. 
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6.1.2.5 Extracción de esporas del sucio, (Esquemil 8) 

Paril anali=ar a los hongos del sucio, se usan técnicas 

que establecen la relación del hon90 con el medio ilm-

bicntc mediante la observación directa, montando sim-

pfemente o tiñiendo partículas de sucio y estudiando -

bajo el microscopio la presencia de micelio o fragmen

tos de hifas. (2). Para el lo, se preparan suspensiones 

de suelo, se agita para remover las hifas de las partl 

culas del suelo; se climinun los residuos orgánicos y

el material fino y se procede a lü obscrv1L1ci6n micros

cópica de l<J muestra en las que se buscan hifas indivi._ 

duales que son transferidas a un medio de cultivo s61l 

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

Tomar cinco gramos de suelo 

Mc:clarlo con 100 mi. de í19Uü y 5 mi. de oxalato de sodio

Y 5 mi. de metasi licato de sodio durante 5 minutos. 

Dejar reposar la mezcla durante 15 minutos. 

Eliminar el agua por decantación, y al sedimento agregar -

50 mi. de agua y 5 mi. de las soluciones de oxalato y met!!. 

silicato al 3 y St respectivamente. Mezclar durante.5 mi

nutos y dejar reposar 10 minutos. 

Uti !izando un sifón, eliminar la mayor parte de la suspen

sión, dejando un volúmen que no exceda de los 5 mi. Agitar 

la suspensión~ hacer cuantificación de esporangios con la

cámara de ~eubauer. 
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6.i Biosintesis del Pri11cipio Activo. 

6.2.1. Parámetros que rigen la fermentación. 

En los procesos de fermentaci6n, se realiza una -

serie de transformaciones microbianas en el sus--

trato; durante ésta, todos los materiulcs orgáni

cos, son uti fizados para el crecimiento de los ªE 

tinomicetos. (24) 

La técnica de cultivo sumergido, se emplea en - -

aquellos casos en que la producción de la substa~ 

cia activa que hace en gran escala, en este caso, 

las colonias de actinomicetos toman el aspecto de 

lamini 1 Jas. 

Dentro de las condiciones físicas que afectan la

fermentaci6n estSn: Aereaci611, agitación, tempe

ratura, pH, tamaño y edad del inóculo. (4,27, 41 

y 49. 

Con el incremento de la aereación, el valor del -

pH aumenta y el rompimiento de las proteína~ es 

más rl:ipido. 

La temperaturü óptima varía con la cepa, pero el-
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valor fluctúa entre 24 )' 31°C. 

El pH Óptimo es de 7 a S, ya que hay evidencias que las 

reacciones de biosíntcsis son óptimas en este valor. 

El tamaño y edad del inóculo afectan la actividad de un 

compuesto. El uso de inóculo demasiado pequeño, hace -

que lu prueba se prolongue .. 1ntes de qul~ ocurra un crecimiento 

dctcctJblc. El empleo de una gran cantidad de in6culo, -

provoca que la progenie de un muy pcquefio nGmero de c6-

lulas viables puedan causar turbiedad, haciendo difici 1 

la interpretación. 

Para seguir el curso de la fermentaci6n, se optó por d~ 

tcrminar:Ld masa micelial, el pH y la velocidad de cre

cimiento. 

La determinación del peso del micelio, se hizo gravimé

tricamente, pesando el micelio contenido en cada mntrá~ 

cada 24 horas en un cris61 Gooch tarado y pesndo. 

El pH se detcrmin6 cada ::?4 horas con un potenci6metro. 

La velocidad de crecimiento se determin6 turbidimétri

camcnte cada 12 horas, tomando lecturas en el nefe16-

metro marca Klctt. 
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6.2.2 Obtención del filtrado (Esquema 9) 

Las cepas de actinomicetos seleccionadas y conservadas

en sue 1 o estér i 1 , se resembraron en AEGT y se ver i f i c6-

su pure=a, mediuntc cxámen microscópico y obscrvaci 6n 

de Ja morfología colonial. 

La comprobación de la actividad antagónica se rcaliz6 -

mediante la técnica de estría modificada de Garré, en

la que se sembró al microorganismo de prueba en forma -

masiva sobre el medio AEGT; en seguida, se inocularon 

esporas del actinomiceto seleccionado en tres puntos -

equidistantes entre sr. 

Una vez que se comprobó la actividad antagónica, con e~ 

dü cepa se procedió a la fermentación para obtener el 

principio activo. Para ello se inocularon mQtraces co~ 

teniendo el medio de cultivo líquido de Lumb. 

El in6culo del actinomiceto se prepara a partir de cul

tivos en medio inclinado en tubos··a los que se les agr!: 

ga 10 mi. de agua destilada estéri 1, se raspa el culti

vo con una asa de platino para obtener una suspensión -

abundante de esporas. De esta suspensión, se tomaron 2 

mi. para inocular matraces nefelométricos de 250 mi 
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conteniendo 100 mi. de medio de cultivo de Lumb. Los matraces 

se incuban en agitadores rotatorios a 250 rpm. a 28ºC duran-

te 7 días. La densidad final de esporas fu6 de 1.5 a 2.0 x -

103 esporas/ mi de medio. 

Para obtener el filtrado con el principio activo, se tomaron-

muestras de 10 mi. cada 24 horas de los cultivos de los matr~ 

ces. Las muestras se centrifugaron a 2500 rpm. durante 10 mi 

nutos y se fi ltr6 al vacio con membrana de "mi llipore" de 0.22 

micras,el diámetro del poro. 

El filtrado obtenido,se envas6 en condiciones de asépsia en -

tubos de cultivo con tapón de rosca estériles. Para su post~ 

rior uti lizaci6n en los ensayos in vitro e in vivo. 



6.3 Aspersión de la s11spensi6n de cspora119ios de 

Phytophthora infestans en hojas de papa. 
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Se sembraron tubérculos de la variedad de papa alfa, -

de los que nacieron plontus con abundante follaje. Cua_!! 

do las plantas tenían una edad aproximada de 40 días, y 

una altura de unos 20 cm. con 10 a 15 hojas aproximada

mente, se seleccionaron algunas de el las de la parte m~ 

dia de la planta y fueron desprendidas de la planta. 

(7) 

Las hojas se lavaron con agua destilada y se desinfec

taron superficialmente con una solución de hipoclorito

de sodio al 1% durante 5 minutos; en seguida, se lava-

ron tres veces con agua destilada estéri 1, se colocaron 

sobre mal las de plástico en cajas de Pétri estériles 

con algod6n hamedo. (13) 
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6.3.1 Inoculación de hojas de papa con P. infestans 

El in6culo consistió en una suspensión de esporangios

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

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

Se inocularon 0.05 mi. de la suspensión de esporangios 

a cada lado de la nervadura central del haz de las ho-

jas. Después de la inoculación, se dejaron a tempera

tura ambiente de 18 a 20ºC durante 36 horas; posterio~ 

mente, se tras.) ad aron a un 1 ugar fresco con temperatu

ra que varió de 20 a 23ºC, obscrvandose periódicamente 

para detectar la aparición de las primeras lesiones vl 

sibfes en las hojas. (7). Continuando con las lecturas 

hasta los 7 días. 

6. J. 2 1 no cu 1 ación de hojas de papa con P. in festans + e 1 -

filtrado del cultivo del Actinomiceto. 

La inoculación de las hojas de papa con P. infestans -

se realizó de la manera antes descrita. Después de d~ 

jarlas a temperatura ambiente (18 a 22ºC) durante 36 -

horas, se aplicó la misma cantidad de Filtrado del ac

tinomiceto seleccionado (0.05 mi) y se dejaron las ho-

jas a temperatura ambiente durante 6 días. 
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6.3.3 Hojas testigo. 

En cajas de Pétri, se colocaron hojas de papa como sc

mcncion6 en el punto 6.3; a cada hoja se le aplicaron-

0.05 mi. de agua destilada estéri 1 y se dejaron a tcm

pctura ambiente durante 6 días. 
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6.4 lnoculaci6n de plantas completas. 

6.4.1 Inoculación con Phytoohthoro infestans 

Plantas completas de papa que tenían entre 30 y 50 ho

jas y de 8 a 10 semanas de crecimiento, se inocularon

con una suspensi6n de esporangios de un cultivo de f.:..

lnfestans. (8,13 y 31) 

La concentración de esta suspensión fué de 1.4 x 104 -

esporangios/mi de agua destilada; se aplicaron 25 mi.

a cada planta con un rociador operado manualmente. 

Las plantas se cubrieron con bolsos de polietilcno du

rante 48 horas para después descubrirlas, permanecien

do a temperatura ambiente. 

Se evaluó el porciento de infección en el momento en -

que aparecieron los primeros síntomas de la enfermedad. 

Se recolectaron hojas lesionadas para comprobar la pr~ 

sencia del patógeno. 
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6.4.2 Inoculación 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 mi. de filtrado). 

Los resultados se evaluaron a partir del tercer día. 

6.4.3 Plantas testigo. 

Las plantas testigo, se rociaron con agua destilada º.!. 

téri 1, se cubrieron con las bolsas de polietileno por-

48 horas, dejandose posteriormente sin las bolsas. Ev!!, 

luandose los resultados a partir del tercer día. 



NUMERO DE 
ES POR ANG 1 OS 
DE P. i nfes 

~-

.. 
Esquema 1. PLAN DE TRABA.JO 

MUESTREO 

ANALIS IS 

F 1S1COQU1M1 CO 

CONTENIDO OE HUMEDAD 
MATERIA ORGANICA 
pH 
COLOR 
TEXTUR1\ 

ll.OCULACION DE SUELO 
ESTERIL Y NO ESTERIL 

P\, ·to hthora infestan 

y 

P.inf. + Actinomiceto 

' NUMERO DE 

~ 1Sl.AM1 F.tlTO A LOS 8' L¡ ESPORAS DE 

.__1_s_._30_;_6_o_y_9_0_d_ía_s_r--, Acti nomi ce-

. tos. 

67 



68 

. Esquema 2 

Actinomiccto 

ACTIVIDAD CONSERVAC 1 ON 

AGAR EXTRACTO AGAR JUGO 
V-8 

EXTRACTO 
DE GRANOS 
DE M1\I Z 

SUELO DE GLUCOSA Y 
TR 1PT1CASE1 NA 

ESTER 1 L 

'-------~ VER 1 F 1 CAR PUREZA 

MORFOLOGIA COLO- ¡-----l OBSERVACION 
N 1 AL EN AGAR JU- ¡ MACROSCOP 1 CA 
GO V-8, PD. A, MA-
IZ a 1 20 '; 

MORFOLOG 1 A ,. 
COLONIAL EN 
AEGT. 

-------

TINCION CON LACT OBSERVACION TINCION DE 
FENOL AZUL DE AL r----i MICROSCOPICAt---~GRAM 
GODON. -

ASPERJAR HOJAS 
SUELTAS Y PLANTA 
COMPLETAS CON: 
~·Y~ 
+ fi ftrado. 

hNTAGONISMO 

f OBTENCION DEL FILTRADO 



Esquema 3. MUESTREO 11EL MATER 1 AL D\FE~~\O 

RECOLECCION !lEL FOL.LAJE 
ENFERMO CON SINTOMAS DE 
T 1 ZON TAllD 10. 

CORTE DE MANCHAS NECROT 1 CAS 1 

COLOCARLAS EN 

AGUA DESTILADA ESTER 1 L 

ESTERILIZACION EN SOLU
CION DE HIPOCLORITO DE 
CALCIO AL 3.:5% 

1 

ENJUAGAR EN AGUA DESTI- 1 
LADA ESTERIL (3 VECES) 

INTRODUCIR EN CM\ARA --
HUMEDA A TEMPERATURA DE 
18 a 20ºC por 18 HORAS 

1

1 NOCU LAR LOS PE!l.~ZOS 
DE llOJAS EN MEO 1 O DE 
CULTIVO. 

INCUBAR A TEMPERATURA AMBIEIHE 
llASTA OBSERVAR DESARROLLO M 1CEl1 AL 
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Esquema 4. OBTENCION DE SUSPENSION DE ESPORANGIOS 

Y ZOOSPORAS DE Phytophthora infestans. 

CULTIVO DE P. infestans 

EN AGAR JUGO V-8. 

AGREGAR AGUA DESTILADA 

ESTER 1 L Y HOMOGEN 1 ZAR. 

RESPOSAR DURANTE 24 HO-~OBTENCION DE 
RAS A TEMPERATURA AM---
B IENTE (18º-22ºC). ESPORANGIOS 

1 oCUBAR A TEMPERA TURA -
DE 10-12ºC DUR~NTE 60 -
a 90 MINUTOS. 

OBTENCION DE 
ZOOSPORAS. 

¡o 



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

SIEMBRA MASIVA L'EL 
M 1 CROORGAN ISMO rE 
PRUEBA EN AGAR EX
TRACTO DE GLUCOSA 
Y TRIPTICASEINA. 

ESTERILIZAR DISCOS 

DE PAPEL fl LTRO -

('.vllATMM: ~Jo. 2 DE 

MM. DE DIAMETRO) 

A CALOR SECO. 

IMPREG'1AR DI sccs co~: 

EL FILTRADO DEL CRE
CIMIENTO DEL ACTl\0-
MICETO. 

COLOCAR UNO DE ELLOS-
EN LA CAJA PREVIAMEN-
TE INOCULADA CON EL -
MICROORGANISMO DE PRUE A 

SEMBRAR BLOQUES DE 
MICELIO DE P. infes. 
EN AGAR JUGO V-8. 

COLOCAR UN DISCO DE 1 
PAPEL f 1 L TRO 1 MPREGNA 
DO CON EL F 1 L TRADO _: 
DEL ACT 1NOM1 CETO EN -
CRECIMIENTO. 

REFRIGERAR DURANTE 
CUATRO HORAS 

l '<CUBAR A TEMPERA
TURA AMB 1 ENTE DU-
R ANTE 7 a 14 DIAS. 

MEDIR LOS HALOS 
DE INHIBICION. -- 1 

REFRIGERAR 4 HORAS 
1 NCUBAR A 37º C 

1-----1DURANTE 24-4S HORAS 

\liEii!RL'os HALOS DE 1 
\ I Nlll B 1C1 ON. 
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Esquema 6. SELECCIDN DE CEPAS CD~ BASE EN SU 
EFECTO ANTAGONICO. 

CORTAR BLOQUES DE l.\ 1CEL1 O 
DEL CULTI V0

2
DE P. i nfes-

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 CEl-iTRAL 

INCUBAR A 28°C DURANTE 
48 HORAS 

DEJAR A TE.l\PER ATURA AM
B l ENTE DURANTE i DIAS. 

OBSERVAR ZONAS DE INHIBl
CIO;:, 
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Esquema 7. 1NOCULAC1 ON DE SUELO ESTER 1 L Y NO ESTER 1 L 

PRE PARAR FRASCOS CON f 

15 g. de SUELO TAMI

ZADO • 

.------r_I 
ESTER 1 LI ZAR 
EN AUTOCLAVE 
(15 lb/pg2 a 
12lºC C/1 hr 

P. infastans 
3, 6X 10 ESPO
R AtlG l OS / ML. 

(2 m t.) 

P. inf. (2 mi.) 

Í 3. 6Xlo4 ESPORAN¡ GIOS/ M~. 
ACTI NOM 1 CETO 

(2 mi.) 2.sx105 ¡ GsroRAS/ML. 

SIN . - -
ESTER 1L1 ZAR 

'.TESTIGO 

4 mi. DE -

AGUA DES-

TI LAD,\ 

ESTER IL. J 

L__ ! 
l
t---:~~IE~Z~C~l~A~R--¡._ ___ ~ 

. 15 MINUTOS 

1
1.~CUBAR A TEMPEllATUliA J 

AMBIENTE. 
----~--~------
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Esquema 5. EXTRACCION DE ESPmAS DEL SUELO 

MEZCLAR: 5 g. SUELO 
100 mi. AGUA, 5 mi. OXALATO 
DE SODIO ( 3%), 5 mi. META
SILICATO DE SODIO ( 5 %). 

RE POSAR 15 M 1 NUTOS 

SED !MENTO 

AGREGAR 50 mi. AGUA 

5 mi. O\ALATO, 5 mi. 

~IETASILICATO DE SO

DIO. 

!MEZCLAR 5 MIN. 

~ 

- SOBRENADANTE 1 
_filp.\)~N~A~R--~-

SuBR ENADANTE 
EL fl,11 NAR 

1 '------

SEIME~TO 

(5 mi. SUSPENSION) 

CUANTIFICACIO~ DE ESPORANGIOS 
( CAMARA DE ~EUBAUER) 
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Esquema 9. OBTENCION DEL FILTRAflO DEL CULTIVO 
DE ACT 1NOM1 CE TOS. 

ACT 1NOM1 CETO EN 
SUELO ESTER 1 L. 

SEMBRAR EN AEGT 
(MET. D 1 LUCIONES) 

VERIFICAR PUREZA 
(EXAMEN MICRO Y 
MAcROSCOP 1 CO) 

CULTIVO DEL ACTINO
~\ 1 CETO EN AEGT. 1 N
CL 1 NADO. 

REALIZAR SUSPE~SIOt 
DE ESPORAS 

l llOCULAR MATRACES 
NEFELOMETR ICOS 
CO~TENIENDO ~IEDIO 
DE CU L T 1 VO ll JU IDO 
DE LUMB. 

DETERMINAR ACTIVIDAD 

ANTIBIOTICA. 

____ _J 

lFILTRAR AL VACIO co~ 
MEMBRANA DE M 1 LL I PO
llE. (0.?2.__,\lLCRASJ...___ 

CENTll 1 FUGAR 

A 2500 RPM. 
10 Ml~J 

TOMAR f.\UESTR AS CADA 
24 HORAS 

DETERM 1 NAR VELOCIDAD DE CREC 1M1 ENTO (CADA 12 HORAS). 
PESO DEL MICELIO (CADA 24 HORAS), 
DETER~l I NAR pll. 
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CAPITULO VI 1 

RESULTADOS 
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CARACTER ISTICAS MICROSCOPICAS DE P. infcstans EN DIFERENTES 

MEDIOS DE CULTIVO. 

A. Agar Jugo V-8, 

Desarrollo del esporangio abundante, algunas veces se ob-

scrvilron con tubo germi.na 1, algunos vacíos y otros ~ 1 cnos

de protoplasma, lo que indica un desarrollo a diferentes -

tiempos. 

En cultivos viejos de 80 días, se observaron esporangios -

con aspecto seco, arrugados, contraídos, algunos llenos -

con protoplasma otros completamente vacfos con su membra

na en ocasiones arrugada. 

B. Papa Dextrosa Agar. 

Desarrollo del esporangio escaso o raro y los que se obsc~ 

varan, estaban sin protoplasma. 

C. Maíz mol i do a 1 20%. 

En este medio, hubo formación de esporangios en número re

ducido, de forma más o menos esféricos u ovoides unipapi I~ 

dos. 



CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE P. infestons EN DIFERENTES 

MEDIOS DE CULTIVO, 

A. Medio de conservaci6n (Extracto de granos de muí:) 

77 

La adaptación del hongo a este medio, se observó aproxima

damente a los trece dtas, a partir de su inoculaci6n mant; 

nido a temperatura ambiente, observando un crecimiento mi

cel ial algodonoso abundante y blanquecino. 

B. Agar Jugo V-8. 

En este medio, P. infestans crece rápidamente, observan- -

dos6desarrollo·tantoprofundo como superficial, con hifas -

irregularmente rumificadas, de consistencia algodonosa muy 

húmeda. Entre los ocho y diez días, llena la superficie -

de la caja de Pétri. 

C. Agar Papa Dextrosa. 

Oesarrol lo superficial muy escaso, desarrollo lento, mice

lio delgado, húmedo, desarrollo micelial profundo y super

ficial; a los once días, se observa 3 cm. de diámetro de -

desarrollo micelial de 15 a 20 días, llena la superficie -

del medio en caja de Pétri. 
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D. Mal: Molido al 20%. 

Desarrollo micclial abundante, superficial, húmedo, algod~ 

noso. A los doce días de crecimiento, 1 len6 la superficie 

del medio de cultivo. 
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EFECTO ANTAGONICO EN PRESENCIA DE SUELO, 

Para la determinación del efecto antagónico de las ce-

pas seleccionadas ( M
3
10, M

3
8 y IM

2
8) en presencia de suelo,

se realizaron algunas pruebas físicas y químicas del suelo e~ 

contrandose lo siguiente: 

A. Contenido de humedad: 

B. Materia Orgánica: 

C. pH: 

D. Color: Suelo seco 

Sue 1 o húmedo 

E. Textura: Arena 

Arci 11 a 

Limo 

Textura: 

16.36% 

1.82% 

5,9 

10YR 3/3 café obscuro. 

10YR 2/1 negro. 

2.80% 

10. 00% 

Arenosa. 

NO DfBE 
B~USTíCl 
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Tabl~ 1. Resultados de I~ comprobilción Je pure:d 

de 1 as cepas <le ucti 11omi ce tos. 

CLAVE DE 1----------""-C'-"AR"'AccC"-T'"-'E"'R:.;.l..::S..:.T..:.l.;:C'-'-AS"----------
LA CEPA M 1CROSCOP1 CAS t.\ACROSC0P 1 CAS 

Micelio fi lumentoso mi- Colonius de color crcmu 

M
1 

3 crosi fonado, csporus -- tras 1 úci dus, ubu 1 tudas, 

terminales, Gran1positi- crcci1nicnto cscüso. 

vo. 

Micelio curvcado,micro- COionias blancos, secas 

M
3

S si fonado con urtrospo-- ubul tadas, compacta::;, -

ras. Gram positivo, producen pigmento amarJ. 

1 lo claro. 

Micelio lineal microsi- Colonias color crema, 

t.t
3

10 fonado con artrosporas, apelmazadas, contorno -

i 

Grüm positivo. 

Mi ce 1 i o 1 f nea 1 , m i·cr o

s i f onado curvcado, con 

artrosporas, Gram posl 

tivo. 

globoso. 

Colonias color blanco -

verdoso, opacas, abult~ 

dus, crccin1iento abun--

dante, produce pigmento 

verde seco, 

¡ 



TARLA 2. ResultaJos del efecto il11tug6nico Lle difcrc11tcs 

1Jnctcrias il r. infcstans. 

M 1 Cl\OOR GAN 1 SMO D 1 AMETRO DEL HALO 0[ LA ZO-

NA DE INlllBICION ( MM.) 

Act i nom í ce to 

clave M1 3 
2. 16 

Actinomiceto 

clave ~li 14. 52 

Actinomiccto 

Cl<1ve M
3

10 6.71 

Acti nond ccto 

·cJuvc 1 M
2

S. 19.84 

Baci llus 

Subt i 1 is. 4, 35 

Escherichia ! 
~ o. 50 
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TABLA 3. Rcsultddos de I~ Jctern1inación de 

flora nativa. 

GRUPO NUMERO DE MICROORGANISMOS 

f.11 CROB IANO POR GRAMO DE SUELO. 

Bacterias 3.5 X io7 

Actinomicetos 1. 05 X 105 

Hongos 4.19 X 104 
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TABLA 4. Número de esporangios de P. i nfcstc:ins por grumo 

de suelo cstéri 1 en prc~cnciu del uctinomiceto-

(Gr.'ifi cu l). 

ORGAll ISMO 
TICMPO DE INCUBACION (DIAS) 

o s 15 JO 60 90 

3. 6XL04 3 
6. 3X10

3 
3. 9x10 3 J.JXLOJ l. 4xio 3 P. i nfcstans 9.S\10 

J. 6Xto4 4. ~XL0 3 1.4Xto3 ~ 

J. 6x10
2 

3. 2Xl0
2 E.:..0.f..+ M/ 7.ix10-

P. i nf ,-+- 1.1310 3.6x104 6.4X10J 2.sx10 3 1.4XI0 3 9.4x10
2 ry 

7. 6xio-

J.6x104 1.s~10 3 ry ., 
5. tx10

1 
3.3x10

1 P. i nf .+ IM
2

S 7 .4x10- l. 9\10-

l~OCULACIO~ DE SUELO ~O ESTERIL CON: 

B. Phtophthora i nfcstllns + ,\cti 11omi ce to se 1 occi o nudo 

En sucio no cstéri 1, ta11to P. infcstu1lS con10 los ilcti-

nomi cutos estudio, no pu<l i e ron ser rccupcrudo~ dcb ido a --

que la flora nativil del sucio nutur.:il fué mU)o ubund.Jntc, ob--

scrvundose crecimiento de colonias buctcri.Jn.Js, do hongos >' -

de uctinomicetos. 



TARLA 5. N(unero do csporus por uramo du suelo estéri 1 e inoculado 

con uctinomicetos (Gr•úfica :!). 

ACI INOMll'Eíll 
TI [MPll llE INCURACION (DIAS) 

o 8 15 30 60 90 

Cepa M
3

8 2Xto5 L7Xl05 l. 6Xto5 l. OXlOS 1. 3Xto 5 l. 9Xt05 

Copa M
3

10 2X10S s.1x104 .J.2Xto4 l. 0Xt04 3. 2Xt0
3 3,ox103 

--· 
rcpu IM}~ ~XlOS 1. 1 x10 5 7.ox104 4.5x104 2.6X104 3. 1X104 

00 .... 



TABLA f., llcsultados de 1" detcrmi11oci611 del pll en los cultivos de -

fermentaci611 ( Cr6fico 3) 

CEPA TIEMPO 0[ 1NCllBAC1 otl (OIAS 

o l 2 3 4 5 (Í 7 8 

M38 7,35 7,34 7,4H 7 .19 7,80 7,97 8.10 8.45 8.19 

IM
2

8 7,35 7,43 7,64 7,75 7,93 8.22 8. 30 8. 35 8.49 

M 10 
3 

7. 35 7. JO 7,39 7.54 7,64 7. 70 7.87 8.05 8.11 



TARLA 7, liosul1:ados de la dutcrmi11aci611 del putoo dul micul io un 1119 % -

(Gráfica 4) 

CEPA T 1 EMPO DE 1NCLIRAC1 ON (DIAS) 

1 2 3 4 5 6 7 8 

M
3

R 87 890 1050 1056 1064 1031 963 920 

IM 28 92 750 900 943 945 912 881 783 

M
3

10 51 .543 726 775 764 690 602 587 



TARLA 8, Determinación del cl'ecimionto (Unidades Klctt) (Gr6fica 5), 

CEPA TIEMPO DE INCUBACION (HORAS 

24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 

M3!i 25 22 31 56 79 85 92 100 109 113 107 100 

t.1
3

10 11 18 17 24 65 69 83 92 98 86 85 80 

1r.12S 20 39 61 x4 % ll)S 123 125 131 123 119 110 

00 .... 



SS 

TAELA 9. Diámetro del :1alo de las :onas Je inhibición Jcl fi 1-

trudo de 1 us cepus de acti nomi cctos (mi 1 ímctros '1, 

{Grilficas 6, 7 )' S), 

CEPA 
T 1 EMPl' DE INCUBACIOM (DIAS) 

r.:3º' 1 2 3 4 5 6 7 s 

P. infestans - 4.2 9.8 14.3 15. 1 14.8 8.3 3.2 

B. suhti 1 is - 3,5 4.0 8.3 8.8 7.2 5.1 2.1 

E. col i. - 2.4 2.¡ 3.6 5.2 2.7 - -

CEPA 

M3to 

P.infcstans - 3,9 6.3 8. 1 9,7 4.4 1.2 -

' B. subti 1 is - 3,0 i 3,7 4,9 5.2 3.6 2.4 -
E. col i. - 2.1 i 2.5 3.3 3.6 1. 7 - -
CEPA 

1 ~¡23 

P. infcstans - 1 6.7 i s.s 15.8 16.1 15.5 10.1 4,9 

B. subti 1 is - ! 4,4 7. 1 9,4 10.3 7,2 6.5 J.2 

~ 2.0 
i 

::!. 5 J. 1 2.9 1.4 - - -
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TABLA 10. Resultado Je lu int1.•rucción plilntu- Plivtop~1thoru in 

fcstans - fi ltrildo, t.~n presencia de sl1clo. (Obscrv!! 

Ci\i~ ACTE~ 1ST1 CAS 
TílATAMI ENTO 

COLOR i!OJAS TALLOS 

Planta ( tcsti 90) Verde - -
Planto + fi 1 trado 

1 
lf.128 Verde - -

Planta + fi 1 trudo i 
M

3
8 Verde - - l 

Planta + P. infcs Amari 1 lo 

tans + fi 1 trado. \'erdosu~: 
4 2 

Planta + P. infes 
~~ ~:- 7 3 ta ns. J 

Después de la inoculación, las plantas se tornaron amtl-

ri 1 lc11tas y algu11as desarrollaron síntomas de ti:6n, 

los que desaparecieron qucdun<lo las hojtlS que hubian s,l 

do afcctada!i de co 1 or amur· i 1 1 o: en tunto que e 1 resto -

de 1 a p 1 anta vucl ve a vcrdct.Jr. 

-?H¡. Tres di us despuós de 1 u i nocu 1üCi6n, u puree i cl'on 1 os --

si ntomas de 1 u cnfermcdud. 



íahlü l l. C.ll'octcrístic..i~ de l11s huj.1s >' tun11..1ílo dti J..is lesiones pl'oduci-

d,1s por fl, infcstünS sin y COll 1..u..Jici611 del fj ltrado de actin!! 

tui cutos. 

l"lli\I Mi 1 EN 1 o 111 Ml'U \ll 1 NOC\ll Al' 1 ON (ll\AS) 

2 J 4 5 6 

Testiuo Sin lesionas y con color verde 

Filtrüdo IM/> Verde 
Verde 

Amar i 11 a Amari 1 la 
Grasa 

Lim6n Amori 11 a 

P. i nrestans. 2.7x2.2 3. 1x2. 3 3.5X2.8 3.9X2.9 5. 3X4. 1 

!2.:-.i..!.!f. + IM
2

8 1.1X1.0 1.6X1.5 2.1X1.6 2.2X1.9 2. :!X2. O 

~- ~ M
3
H t.5X1.0 1.l'IXl.8 2.7x3.o J.OX3.4 3.5X2. 3 



TARLA 12. llesultados del número de esporangios de P. infestans por 

lt.lsilln en hoJ..is i11oc11lad1..1s con el hongo. 

NllMEllO 11E TIEMPO DE. INCURACION ( HORAS ) 

ESPOllAMGIOS 24 72 96 120 148 172 196 

POll LESION 

- 7300 7800 25400 40200 63500 55600 



GRAFfCA l. ~~mcr·o de espor~119ius Jo P. i11l~~st~ns por grJmo 

¿ 
~ 

-:;¡ 

5 

4 

~ 3 

de suelo cstéri 1 en prcscnci.:i de los ilctinomic!:, 

tus a diferentes tiempos. 

;:; + cepa ~1 3 10 
'-
º c. 
~ P. inf. + cepu M

3
8 

ª 
"' o 

2 

o 15 30 ~o 75 90 

Tiempo (DIAS) 

92 



GR AF 1 CA l Número Je esporus Je act í 11omi ce tos por w•u1no de 

U) 
o ..... 
1l 6 
E 
o 
e: 

t 5 .. 
" ..,, 
~ -l 
'
º a. 
" " 

sue 1 o estér i 1 . 

o 15 30 45 60 iS 90 

Tiempo (DIAS) 

93 
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GRAFICA J. Octcrminución del pll del cult" 
de f OS 1 YO • f ucti nomi cctos en crmcntacº, 

il diferente . oon s tt empos. 

o 2 3 4 5 7 

Ti cmpo ( ~ 1 ~S ) 
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GRAFICA 4. Peso micelial Je los Jcti11omicotus en el cultivo -

en fcrn1c11t~ción d ,fifercntcs tiempos. 

X102 

10 

9 

s 

Peso 7 Cepa 
2

8 

del 
6 

Micelio 

5 
(mg%) 

4 

3 

2 

a 
2 4 6 8 

Ti<>mpo (:JI.IS) 
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GRAFICA 5. Curva de crecimiento de los nctinomicetos u difc-

rentes tiempos de' incubación. 

2.0 

2 
3 

-:;:;-..., 1.5 

" 
1. Cepa IM 28 

"" 
"' 2. Cepa M

3
8 

" 1.0 "O 

"' "O 

:5 3. Cepa M
3

10 

. o. 5 
"' o 

o 
24 72 96 120 144. 168 

tiempo (lloras) 
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GRAF 1 CA 6. 

filtrado de la cepa M
3
8 ü diferentes tiempos de-

i nculH1ci ón. 

15 

E P. i nfestons 
~ 

10 
e 

'° u 

-
-

5 

" .,, 
!!! o 

N / 

.. -··-' ·- --1...---.-'""-----~ 
2 4 5 6 í s 

Tiempo (OIAS) 



GRAFICA 7. Diilmetro del hülo de lui:> =onu:s Je inhibición del -

filtrado de la cepu M
3

to u diferentes tiempos de -

incubuci6n. 

e 
~ 10 
e ........-.._\ P. i nfestans 

"' ·¡; 
..e 

- 5 
~ .,, 
~ 
e 
o ,_, 

\ 
~-~ 
,/~"'-,E.coli 

,.-:--· --
o 

2 3 4 5 6 7 

Tiempo (D 1 AS) 
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Gl~AFICA 8. Dibmctro del hulo de 1 .. ,s =01i.'s dl.· i11liibici6n Jel -

i ncubac i 611. 

15 

e 
.5 10 

e: 

"' u 
.!l 

..e: 
e: 5 

" -o 

"' e: 
o .--------·-- -~ 

N 

o 
3 4 5 s 

Tiempo (oJ,\S) 
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GRAF 1 CA 9. Número de esporangios promcd i o por lesi 6n en ho-

jas de papa. 

6 

.. 104 
e 
G .... 5 .. 
" .... 
e 

ti. 4 

" .,, 
.. 
o 

gi 3 

" t. 
o 
D. 
11 

UJ 2 

" .,, 
o 
t. 
Q) 

E 

"' z 

2 3 4 5 6 7 

Tiempo (DI .\S) 
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Discusión de resultados. 

las cepas de actinomicetos, se conservaron en suelo e!! 

téril y el hongo fitopat6gcno, en extracto de granos de maíz.; 

observando que ambos medios fueron adecuados para prolongar

cl tiempo de vida de los cultivos y reducir los cambios morf~ 

l 6g i cos. Su uso, 1·edujo e 1 número de transferencias rcquer i --

das para mantenerlos, que a su vez cvit6 contaminaciones y 

disminuy6 tiempo y material necesarios para mantenerlos aisl~ 

dos. 

En la determinaci6n de la población de bacterias, acti 

nomicctos y hongos, por la técnica de cuenta en placa, se ob

serva una mayor incidencia de las bacterias que de los actin~ 

micetos y hongos. Además debemos tomar en cuento que el núm~ 

ro de éstos se ve influenciado por ciertas determinantes eco

l6gicas tales c<>...a: Contenido de materia orgánica, pH, hume--

dad y temperatura. (Tabla Núm. 3). 

las pruebas sobre .:mtagonismo, in vitro, indican que -

las cepas de actinornicctos actúan sobre P. infostans en Jifc

rcnte proporción, obscrv¡jndose que llls ccpíls l\t
2

S ) la ~1 3 S, -

fueron más antagóni cils que 1.:ts cepas ~1 3 10 y 1 a M
1 

J rcspccti VE, 

mente. (T ab 1 a Núm. 2) 
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Los resultados obtcr\idos e11 el suelo cst6ri 1 inoculudo 

con P. infcstans y co11 P. infcstans y los actinomicetos sclc~ 

de P. infcstans, especialmente en presencia de los uctinomic~ 

tos. 

En la tabla núm.4 y gráfica 1, se observa que el númc-

ro de esporangios por 9rc:1mo de suelo de P. infestans rccupcr!!. 

dos, fué menor a 1 uti 1 izar 1 u cepa 1 M
2

8 y mayor con 1 a ccpu -

M
3
to. En la recuperación de esporas de actinomicetos en pre

sencia de sucio est6ri 1 (Tabl<l n6m. 5 y grAfica 2), se obser-

va un proceso de adaptac i 6n mayor en 1 u cepa M 
3

8 y menor en -

En sue 1 o no estér i 1 , no se puJ i e ron rccuperu.r 1 üS csp2. 

ras de las ccp.:is de .:ictinomicctos ni los csporilngios de .P..:___Lu 

~debido al predominio de otros microorganismos prcscn-

tes en el sucio. 

Estos rcsu 1 tados indican que 1 as cepas con mil) or .:icti -

vi dad .:rntagón i ctl por tu.nto mfls convl!;; i entes pura 1.1ste trub!!. 
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los par6mctr·os e~üluados c11 la fcrn1c11t~ci6n para obtu-

En cuanto a lu dcturminución del pH en el cultivo, se obscrv6 

una elcvuci611 gruduul d~ éste conforme el tiempo de incubu- -

ci ón transcurrí a, e 1 cvándosc de 7. 35 u 1 inicio de 1 c:i fcrmcnt!! 

ci6n, a 8.3 como promedio a los ocl10 días, siendo mayor en la 

cepa 1 M
2

8 y 1 i gef'arnentc menor en 1 a cepa M 
3

8 (Tab 1 a 6 y gráf J.. 

ca 3), 

E11 la tabld 7 ) gr~ficu 4, se observa un incremento --

gradual del peso del miccl io a partir del segundo día, alean 

:ar1do ur1 m~ximo a los cuatro dias de ir1cubüción; a partir del 

cuill, dicho peso permaneció relativamente constante, siendo -

mayor en la cepa M
3

8 y menor en la cepa M
3

10. 

En la tabla 8 y gr6fica 5, se observa que las tres ce-

pas de act i nom ice tos se mantuvieron en 1 u füse 1 og entre 1 as-

1~ y 24 horas, después do las cu~l~s se inició la fase estd--

cionaria qun se müntuvo !lasta el sexto día, en el que se ir1l-

ció un dcsce11so leve de la turbiedad. 

Respecto a la <lctiviJad inllillitoria del filtrado obtc-

nido del actinomiccto en crecimiento, se corroboró Id ma>or -

actividad i.:mtug611icu Je las cepus 1~12 8 y ~1 3h; >· se observü --
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que los filtrados obtenidos o pürtir de éstos, fueron m~s ~fl 

cientes y que lo acci611 antog6nica fu6 mayor poro Phxtophtoro 

que poro las dos bacterias probadas, resultando este efecto -

mayor sobre B. subtilis que sobre~· (Tabla 9 y gráfi-

cas 6, 7 > 8) 

Debido a que la mayor actividad se presentó con los e~ 

pas IM
2

8 > fil M
3
8, de aquí en adelante se optó por emplearlils 

para determinar la interacción: Planta-l1ongo-actinomiceto- -

principio activo. 

Los resultüdos de la inoculaci6n del ho11go ~11 las ho--

jc.ls, i nd i ciln que 1 os esporung i os de 1 mi croorgun i smo, aparecen 

a port j r de 1 segundo d r a después de 1 il i no cu 1 ación y que e 1 -

número de éstos, aum..cnta progresivamente (Tabla 12 y gráfica-

9), esto coincide con los resultados expuestos en la tabla 11 

en los que se Pbscrva que a medida que transcurre el tiempo -

de incubuci6n, el tamuño de licJ lesión aumenta. En cstu mismu 

tabla, se observa que la adici6n de los fi ltruJos obtenidos -

del crocimiento de los uctinomicetos, controla en cierto gru-

do el desarrollo de lus lesiones producidas por el 1101190, ~ -

que la udici6n del filtrado ufect6 ligeramente lu coloruci6n

de las ho,ias. 
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En la tabl~ 10, se obscrvü que con la inoculaci611 de -

P. infcstüns y b.:1jo las conJiciones cxperimcnt1.1les de cultivo, 

se logr6 inducir la infección y dcsarrol lo de la sintomatolo

gfa del tizón tardío, y que con la adición del filtrado de -

los actinomicctos fué posible controlar Ja enfermedad, ya que 

e 1 número de p 1 antas duñadas fue menor y 1 us 1 es i oncs desapa

r•cci eron iniciandosc la recuperación de las plantas. 



CAPITULO VIII 

CONCLUSIONES 

RECOMENDACIONES 
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1.- Los rncJios Je cultivo sclcccionüdos p.;ir•a ~ctino1nicutos y-

Pl1ytophthora infcstans, corrcspo11dcr1 ~ AEGT y jugo V-8 

2.- lJS ccp~s de actino111icetos probadas, inhiben a p. infes--

tdns en di fer entes proporci oncs. 

3. Las cepas con mayor act i vi dud .:int.:igón i ca u P. i nfestans -

corresponden a IM
2

8 y M
3
8, lo que se demostró in vitro en 

la interacción; Microorgc:rnismo-Microorganismo y Microorg.2 

nismo-fi ltrado; in si tu en la ir1teracción Microorgar1ismo-

Microorgar1ismo-Suelo y en vivo en la interacci6n Microor

ganismo- Fi ltrado-Planta-Suclo. 

4, Las tres cepas probadus en el cultivo de fcrmentución mo_! 

tratan una cinética de crecimiento similar. 

5.- La adición del filtrado (del cultivo de acti11omicctos} a-

plantas inoculadas, detiene el dcsarrol lo Je la cnfcrme~

dad y este adem6s rcsult6 in6cuo para la planta. 

6. La cepa M3S mostr6 adaptación y sobrevivcncia en el suelo. 

]. Se recomiendan m .. ís estudios, a fín Je r,1tificar o rcctif_L 

car los resultados obtcniJos del efecto del filtrado so--

bre el contr·ol de la cnfermeddd, asi como Jetcrn1inar lils-

consecuencias Je lu uJaptt.lción y pcrsistcncic.1 en el suc

io 1nostracl<l~ por la c~pa ~]~ ~ el efecto <le las Ct.lrac~c-

rfsticdS del suelo sobre el Jesar1~ol lo Je este rnicr·oorgd-
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nismo ~ la producci6n del o los metabolitos J~ i11tercs en 

condiciones naturales. 
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