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RESUMEN

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal son consideradas como
microorganismos potenciales para el control biologico de patdégenos de suelo. En el
presente estudio se evalud el potencial de control de diez aislamientos de Pseudomonas
spp. pertenecientes al cepario del Grupo de Microbiologia Agricola del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia contra el parasito obligado
Spongospora subterranea f. sp. subterranea en plantas de papa Solanum tuberosum y
Solanum phureja. La enfermedad causada por este patégeno de suelo afecta tubérculos,
raices y estolones, incidiendo sobre la calidad y produccion del cultivo de papa, para la cual
actualmente no existe una estrategia de control quimico contundente impulsando a la
busqueda de alternativas que apoyen el manejo integrado de la enfermedad. Luego de la
inoculacion con los aislamientos de Pseudomonas, se obtuvieron niveles de control entre 20
y 76% en términos de reduccién de agallas en raiz, segun la especie hospedera y el
aislamiento bacteriano empleado, bajo condiciones de invernadero. La capacidad de control
con el aislamiento IBUN Pfl 108 en S. tuberosum fue consistente en las pruebas realizadas
para los cultivares Diacol Capiro, Parda Pastusa y Pastusa Suprema, siendo el tnico de los
aislamientos que redujo la formacion de agallas en los tres cultivares, mientras el control
mas efectivo en S. phureja cultivar Colombia se obtuvo con los aislamientos IBUN Pfl 002
y 092. Finalmente, se estandarizé un protocolo para la evaluacion de la enfermedad en un
sistema hidroponico bajo condiciones controladas en un cultivar de papa Colombiano,
herramienta que posee un gran potencial para realizar estudios puntuales de biologia,
comportamiento y control de S. subterranea, asi como para estudios de fitomejoramiento

para la seleccion de cultivares resistentes.

PALABRAS CLAVE: agallas, sistema hidroponico, Solanum tuberosum, Solanum

phureja.



ABSTRACT

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) are regarded as potential agents of biological
control against soil-borne pathogens. The present research evaluated ten isolates of
Pseudomonas spp. from the microbial collection of the Microbiologia Agricola group of the
Biotechnology Institute of Universidad Nacional de Colombia against the obligate parasite
Spongospora subterranea f. sp. subterranea in two species of potato, Solanum tuberosum
and Solanum phureja. The disease caused by this soil-borne pathogen affects tubers, roots
and stolons, affecting crop quality and yield. The current lack of a definitive chemical
control strategy encourages the search for alternatives that support integrated disease
management. After inoculation with Pseudomonas isolates under greenhouse conditions,
root galling was reduced between 20 and 76% depending upon host species and bacterial
isolates. Isolate IBUN Pfl 108 has a consistent performance in the assays with S. tuberosum
cultivars Diacol Capiro, Parda Pastusa and Pastusa Suprema, and it was the only isolate that
reduced gall formation in these three cultivars. The most effective control in S. phureja
cultivar Colombia was obtained with isolates IBUN Pfl 002 and 092. A protocol was
standardized for disease assessment of the disease in a hydroponic growth system under
controlled conditions in a potato Colombian cultivar. This tool that has a great potential for
specific studies of biology, behavior and control of S. subterranea,, as well as in plant

breeding programs aimed at the selection of resistant cultivars.

KEY WORDS: galls, hydroponic growth system, Solanum tuberosum, Solanum phureja.



INTRODUCCION

La papa como producto agricola, ocupo6 en la década de los noventa el cuarto lugar como
alimento basico de importancia a nivel mundial luego del trigo, arroz y maiz y el tercer
lugar a nivel de produccion agropecuaria nacional, para el 2003. El cultivo es fuente de
empleo para mads de noventa mil familias en Colombia, siendo eje de la actividad
agropecuaria y econdémica en los departamentos de Cundinamarca, Boyaca y Narifio

(Ministerio Agricultura y Desarrollo Rural, 2005).

El interés de trabajar y abordar problemas de importancia agronémica sobre productos
basicos de consumo es de gran relevancia porque pueden generar a futuro un impacto
tecnoldgico en pro de mejoras en la calidad y produccion de los cultivos agricolas. Es asi
como problemas fitosanitarios que afectan el cultivo de papa, son un blanco de

investigacion.

Patogenos de suelo como Rhizoctonia solani y Spongospora subterranea son los
principales agentes causales de enfermedad que afectan la calidad comercial de los
tubérculos (Rodriguez et al., 2006). S. subterranea f. sp. subterranea (Sss) es un protozoo
del grupo de los Plasmodioforomycetes, agente causal de la enfermedad Sarna polvosa de
la papa (Qu y Christ, 2006). El patégeno afecta la calidad de los tubérculos por la aparicion
de pustulas polvosas en la peridermis. Ademdas puede conducir a la disminucion de los
niveles de produccion por la presencia de nodulaciones en la raiz que afectan la
translocacion de nutrientes (Hoyos et al., 2008). Incidiendo de esta manera sobre la calidad

cosmética del cultivo y los rendimientos hasta en un 80% (Pefa, 2000).

La sarna polvosa es una enfermedad dificil de controlar debido a la formacion de

estructuras de resistencia (quistosoros) durante su ciclo de vida que puede persistir en el

13



suelo por largos periodos de tiempo (Merz, 1989; de Boer 2000a). Esto sumado a factores
como intensificacion en la produccion de papa que lleva a la acumulacién de inoculo en el
suelo, asi como un incremento en uso de variedades susceptibles (Merz et al., 2004) y
factores ambientales que favorecen la incidencia de la enfermedad (Braithwaite et al.,

1994) hacen de este patdogeno un problema mayor para la produccion de papa en el pais.

Actualmente no se cuenta con adecuadas medidas para el manejo de la enfermedad (van de
Graaf, 2000), no se dispone de moléculas quimicas efectivas para su control y tampoco, de
cultivares resistentes con una calidad comercial aceptable (Merz et al., 2004; Qu y Christ,
2006; Baldwin et al., 2008) ni se han identificado practicas de manejo contundentes para el

manejo integrado de la enfermedad.

Estrategias como el control bioldgico han sido ampliamente estudiadas para el manejo de
enfermedades en plantas. Para las cuales microorganismos como las rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) han cobrado importancia por su capacidad para
el manejo de diversos patogenos de suelo en cultivos de interés agrondémico (Kloepper et

al., 1999).

El género Pseudomonas como parte del grupo de RPCV cuentan con una serie de
mecanismos a los cuales se ha atribuido su capacidad para suprimir patogenos. Es asi como
la produccion de siderdforos, considerados como moléculas especificas que secuestran
eficientemente hierro, privan al patogeno de este elemento esencial para su desarrollo (Haas
y Keel, 2003). De otra parte se ha demostrado la produccion de metabolitos secundarios
como antibidticos (O’Sullivan y O’Gara, 1992), enzimas (Chen et al, 2000) y compuestos
volatiles (Kai et al., 2009) que juegan un papel importante en el control de diferentes

patdgenos.

Algunos estudios con cepas nativas Colombianas de Pseudomonas fluorescentes como las
reportados por Bautista et al. (2007) se han caracterizaron por su potencial bioldgico para el
control de R. solani en plantas Solanum phureja bajo condiciones de invernadero. Estos

microorganismos hacen parte de una coleccion de aislamientos nativos rizosféricos de papa

14



(Uribe et al., 1999) pertenecientes al Grupo de Microbiologia Agricola del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia, que fueron caracterizados de
acuerdo a su capacidad antagonista in vitro contra R. solani, asi como por su capacidad de
producir sider6foros, compuestos volatiles, acido cianhidrico y la determinacién de la
presencia de rutas de sintesis de antibidticos (Informe técnico, 2009), convirtiéndose en

fuente bioldgica para evaluaciones en control de enfermedades en plantas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 IMPORTANCIA CULTIVO DE LA PAPA

En los 90’s, la papa como producto alimenticio se situé como el cuarto alimento basico a
nivel mundial después del trigo, el arroz y el maiz. Figura entre los diez alimentos mas
importantes producidos en los paises en desarrollo. Su importancia surge de la capacidad de
adaptacion a los distintos climas y sistemas de cultivo que presenta este tubérculo, lo cual
ha permitido el aumento en su producciéon y consumo (Ministerio de Agricultura y

Desarrollo Rural, 2005).

Segln reporta la FAO (2008) los paises en desarrollo hoy son los principales productores e
importadores de papas y la demanda estd pasando del tubérculo fresco a los productos
elaborados. La produccion de estos paises ha aumentado a una tasa promedio del 5% anual,
teniendo para 2005 una participacion sobre la produccion mundial de papas del 52 por

ciento.

En Colombia la papa se ubica como cuarto producto de produccién agricola a nivel
nacional, genera mas de cien mil empleos directos involucrando alrededor de noventa mil
familias. En tres de los principales departamentos productores, Cundinamarca, Boyacé y
Narifo, es la actividad agropecuaria que mas empleo e ingresos genera, constituyéndose en
eje fundamental de la economia regional en estos departamentos (Ministerio Agricultura y
Desarrollo Rural, 2005). Para 2008 el area sembrada en papa fue de 122.640 hectéareas y la
produccion fue de 2.372.862 toneladas (Ministerio Agricultura y Desarrollo Rural, 2009).

La produccion de papa se ve afectada por problemas fitosanitarios que residen en una

amplia gama de patogenos que conducen al desarrollo de enfermedades tanto foliares como
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edaficas, siendo econdmicamente importantes como habitantes, naturales de suelo la
Rizoctoniasis o Costra negra de la papa causada por el hongo fitopatogeno R. solani y la
Sarna o Rona polvosa de la papa causada por el biotrofo obligado Sss (Guerrero, 2004), que
como menciona Pefia (2000) puede afectar tanto la calidad cosmética del cultivo como los

rendimientos hasta en un 80%.

1.2 SARNA O RONA POLVOSA DE LA PAPA

1.2.1 Biologia y ciclo de vida del patdgeno

S. subterranea (Wallroth) Lagerheim f. sp. subterranea Tomlinson, es un parasito obligado
de suelo que pertenece a la familia Plasmodiophoridae (Qu y Christ, 2004) agente causal
de la Sarna o Rofia polvosa de la papa. Este grupo se caracteriza por la formaciéon de
zoosporas, estructuras que diseminan la infeccidon en el campo, portadoras de virus y
principal blanco de medidas de control (Merz, 1997). Asi como por la formaciéon de un
protoplasto multinucleado conocido como plasmodio y de esporas de descanso resistentes

al ambiente (Braselton, 1995).

Una vez una planta susceptible crece en campos donde estd presente el indculo de Sss las
estructuras de descanso germinan liberando zoosporas primarias (Figura 1), en respuesta a
exudados emitidos por las raices de las plantas (Merz, 1997) y a condiciones ambientales
favorables (Hoyos et al., 2009). Cuando una zoospora entra en contacto con un pelo
radical, los flagelos se separan, la zoospora se enquista, formando en su interior una
estructura a manera de estilete que forza la pared celular del pelo radical permitiendo la

inyeccion y penetracion del patdogeno hacia el interior del hospedero (Braselton, 1995)

Una vez en el interior se forma un plasmodio primario (plasmodio esporangial) que luego
de divisiones sucesivas conlleva a la formacién de un zoosporangio que contiene las

zoosporas secundarias que una vez liberadas pueden tomar dos vias (Braselton, 1995). La
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primera, volver a infectar raices de manera que progresivamente se liberan mas zoosporas
incrementando el nivel de indculo del suelo (Kole y Gielink, 1963 citado en Harrison et al.
1997) y la segunda, las zoosporas secundarias pueden formar un segundo plasmodio
(plasmodio esporogénico) cuyo desarrollo puede darse en células corticales de la raiz de

papa o células epidermales y subepidermales de los tubérculos (Braselton, 1995).

Luego de divisiones mitoticas y cruciformes del plasmodio esporogénico se sucede la
formacion de las esporas de descanso o soros en estructuras conocidas como quistosoros,
estructuras de resistencia consideradas como las estructuras de supervivencia del protozoo

(Hoyos et al., 2009) que confieren su persistencia por periodos prolongados de tiempo.

Quistosoro en suelo o T oo ora
. tub érculo Pl
Quistosoros primaria

./O

Esporasde descanso

\'\

Infeccion

peloradical
Infeccion | — ¥
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/

Figura 1. Ciclo de vida de Spongospora subterranea (Harrison et al., 1997).
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1.2.2 Sintomas

Raices y tubérculos de papa pueden ser infectados por Sss (Qu y Christ, 2006). La
sintomatologia en raiz luego del proceso de infeccion y el posterior desarrollo de la
enfermedad, consiste en fendmenos de hipertrofia e hiperplasia de las células radicales,
manifestandose en la formacion de agallas alrededor de la raiz (van de Graaf, 2007). Las
agallas contienen los quistosoros (Merz et al., 2004) a manera de masas polvorientas y
dentro de ellos las estructuras de descanso. Las nodulaciones generadas inicialmente son de
color blanco lechoso y a medida que maduran se tornan de un color castaiio (Hooker, 1980;

Torres, 2002).

El nombre de la enfermedad es atribuido a los sintomas que causa SsS en los tubérculos. La
infeccion se presenta a manera de pustulas de color castafio purpureo, de 0.5 a 2.0 mm de
diametro, que se extienden lateralmente debajo de la peridermis formando lesiones
levantadas en forma de granitos, el aumento de tamafio y division de las células parasitadas
empuja y rompe el peridermo, formando proyecciones con apariencia de verrugas. Bajo la
lesion se forma peridermo de cicatrizacion, que se va oscureciendo gradualmente y se
deteriora, dejando una depresion superficial llena de una masa polvorienta de esporas
aglutinadas o quistosoros, de color castafio oscuro. La lesion esta generalmente circundada
por los bordes levantados del peridermo desgarrado. Cuando hay demasiada humedad en el
suelo no se forma peridermo de cicatrizacion, entonces la lesion se expande tanto en
profundidad como en extension, formando areas con cavidades o verrugas grandes

(Hooker, 1980).

1.2.3 Factores que determinan el desarrollo de la enfermedad

De acuerdo a los estudios de van de Graaf et al. (2005) donde se determind el efecto de 3

condiciones diferentes de temperatura (9°, 12° y 17°C), pudieron establecer un 6ptimo de
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12°C para la cual la expresion de sintomas de sarna polvosa en tubérculo fue mas sever,
mientras que los resultados obtenidos luego de cuantificar la cantidad de ADN en la piel de
los tubérculos determinaron que las cantidades mas altas se registraron en las plantas que
crecieron a 9°C, lo cual indica que la enfermedad es un problema para regiones con
promedios bajos de temperatura. Estos resultados coinciden con las investigaciones de Boer
(2000b) en un experimento con papa (cv. Kennebec) donde los niveles de enfermedad son
mayores a temperaturas de 12.5°C y bajo en temperaturas entre 17.5°C y 20°C.

Posteriores ensayos donde se evalud la formacion de agallas en raices permitieron dilucidar
que esta sintomatologia es mas comun a 17°C (van de Graaf et al., 2007) en contraste con
la temperatura 6ptima de 12°C determinada para lesiones en el tubérculo (van de Graaf et
al., 2005). Ademas no se observd formacion de nodulaciones a 9°C a pesar que fue
detectable la infeccion en raices de acuerdo a la cuantificacion de ADN (van de Graaf et al.,

2007).

La humedad es otro factor que determina el comportamiento de SsS visto sobre los efectos
que produce sobre el hospedero. Una aproximacion hecha por de Boer (2000a) mostrd el
mas alto indice de enfermedad, determinado por la cantidad de zoosporangios presentes en
pelos radicales de plantas de papa cv. Sebago, en suelos cercanos a saturacion, mientras el

indice decreci6 de manera proporcional a medida que la humedad del suelo se redujo.

Por otra parte, pruebas realizadas en plantas crecidas en suelos con humedad constante
mostraron los mas altos niveles de infeccion y enfermedad comparado con plantas que
crecieron bajo un régimen de humedad fluctuante (van de Graaf et al., 2005; van de Graaf
et al., 2007). En la practica es conocido que la Sarna polvosa es a menudo prevalente en
areas o afos humedos (Wale, 2000a), cuando se presentan fuertes fluctuaciones en los

niveles de humedad la enfermedad es menos comun y en periodos secos no ocurre.

El pH 4acido puede resultar en la reduccion de niveles de severidad e incidencia de la
enfermedad (de Boer, 2000b) fenémeno que se puede explicar por la liberacion de zinc y
manganeso que puede causar efectos toxicos sobre las zoosporas de SsS (Burnett, 1991,

citado por van de Graaf et al., 2005).
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1.2.4 Sarna Polvosa en Colombia

El primer reporte de Sarna polvosa en Colombia se registré en 1965 (Gomez et al., 2008).
Desde entonces su amplia diseminacion en las diferentes zonas productoras de papa ha
llevado a ser reconocida e identificada como un factor limitante para la comercializacién
del producto fresco y su procesamiento industrial, ya que afecta directamente la calidad del

tubérculo (Guerrero, 2004).

De acuerdo a Rodriguez et al. (2006) en un estudio de incidencia de los principales
patdgenos de semilla, provenientes de diferentes locaciones en Colombia, determinaron que
tanto R. solani como SsS son los organismos mas importantes que afectan y deterioran la
calidad de los tubérculos, lo que se refleja en la disminucion de material comercializable,
convirtiéndose en un problema para el mercado de exportacion de la papa (Schott et al.,
2001) conociendo que Colombia es base de abastecimiento de este producto para la

industria en la region Andina (FAO, 2008).

De otra parte, respecto a la expresion de la enfermedad, Jaramillo y Botero (2007) hacen
referencia a una distribucion de sintomas en los 6rganos de las plantas de papa de acuerdo a
la zona de produccidén. Mientras en Cundinamarca, Boyaca y Norte de Antioquia es mas
frecuente observar pustulas sobre los tubérculos de los cultivares Parda Pastusa y Diacol
Capiro, en el departamento de Narifio y Oriente de Antioquia es comun observar agallas en
raices. Hasta ahora no se sabe si estas diferencias se deben a variaciones en las condiciones
ambientales de una region a otra, o quizas se deban a la distribucion regional de diferentes

razas del patdgeno y/o a su interaccion: hospedero-patogeno-ambiente.

1.2.5 Distribucién Mundial

Diversidad de paises han reportado la ocurrencia de Sss como agente fitopatdgeno que
afecta el cultivo de la papa. En Europa se ha manifestado la enfermedad en paises como

Dinamarca, Alemania, Holanda, Irlanda, Suiza y Reino Unido. Igualmente se ha reportado
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en medio oriente, Turquia e Israel, a pesar de las extremas regulaciones durante la
importacion de semilla. Asi como en América del Norte y del Sur, donde especificamente
se ha confirmado en paises como Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador. Mientras, en Nueva
Zelanda y Australia la sarna polvosa es considerada como una de las principales
enfermedades que afectan el cultivo de papa. India, Pakistan y Japdén consideran al
patogeno como uno de los principales problemas que afectan la calidad de semilla y causa
de pérdidas econdmicas (Wale, 2000a). Con este panorama de distribucion del patdgeno a
nivel mundial se ha propuesto que la alta incidencia puede ser atribuida a la alta
distribucion comercial de los cultivares de papa que son particularmente sensibles a la

enfermedad (Harrison et al., 1997).

1.2.6 Control de la enfermedad

Sss ha sido reconocido como un agente fitopatégeno de suelo que genera estructuras de
resistencia que le permite sobrevivir por periodos largos en el suelo razén que dificulta su
control (Merz, 1989; de Boer, 2000a), periodos que de acuerdo con Acevedo (2009)'
pueden ser superiores a 10 afios en campo y de acuerdo a Qu (2010)* hasta 25 afios en

suelo seco.

Hoyos et al. (2009) mencionan tres estados de menor susceptibilidad del patdégeno en
términos bioldgicos, determinados por el enquistamiento de las estructuras. Una, ya
mencionadas son las esporas de descanso, otras son las zoosporas y en tercer lugar estan los
plasmodios primarios. Convirtiéndose el enquistamiento en un mecanismo de defensa y
perdurabilidad en suelos para Sss, cuya implicacion se traduce en la dificultad para generar

estrategias de manejo para este patogeno.

Sumado a esto, el hecho de que Sss es un bidtrofo obligado, es decir que no pueda

cultivarse in vitro sin la presencia de un hospedero, hace dispendioso los estudios

" Ingeniero Agrénomo. FEDEPAPA. Comunicacién personal.
* Investigador Universidad de Pensilvania. Estados Unidos de América. Comunicacion personal.
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fitopatoldgicos necesarios para un mejor entendimiento de la enfermedad. De manera que
los estudios deben hacerse principalmente bajo condiciones de invernadero o en campo, lo
que implica como menciona Merz et al. (2004) largos periodos de trabajo y altos costos,
haciendo insostenible su manejo, considerando ademds que el éxito o fracaso esta
condicionado fuertemente por factores ambientales.

En la actualidad la propuesta para el manejo de Sss, atendiendo a los factores mencionados
y a la dificultad de control del patogeno, se refleja en la implementacién de un programa de
manejo integrado (de Boer, 2000b), ya que las practicas por si solas no son lo
suficientemente contundentes para controlar la enfermedad. Asi las estrategias propuestas
se enfocan principalmente en practicas culturales como el uso de semilla certificada,
manejo adecuado del agua, rotacion de cultivos y periodos de descanso del cultivo
prolongados (Jan et al., 2002); la seleccion de los campos de siembra, control quimico y

resistencia de cultivares (Merz y Falloon, 2009)

Falloon et al. (1996) adelantaron estudios de uso de productos quimicos contra SsS, en
Nueva Zelanda, tratando directamente tubérculos semilla de papa cultivar Agria, asi como
aplicaciones en surco. Sus resultados mostraron que el uso de productos como fluazinam
(91% tubérculos sanos), mancozeb (90%tubérculos sanos), la mezcla de estos (90%
tubérculos sanos), permitieron aumentar la proporcion de tubérculos sanos comparados con
el control sin tratar (75.4% tubérculos sanos). Comportamientos similares se obtuvieron
para el tratamiento en surco con 97% y 86% de tubérculos sanos con el uso de fluazinam y

mancozeb, respectivamente; mientras el control (agua) presentd 64% de tubérculos sanos.

El panorama en Colombia difiere para el uso de productos quimicos. En un estudio
realizado por Garcia et al. (2006), se evaluaron seis productos comerciales de diferentes
ingredientes activos (tiabendazol, tolclofos-metil, benomyl, carbendazim, clorotalonil,
mancozeb) sobre material S. tuberosum cultivares Diacol Capiro y Parda Pastusa en tres
localidades de los departamentos de Cundinamarca, Antioquia y Narifio, cuyos resultados
no mostraron diferencias entre el uso o no de los fungicidas evaluados. Contrastando con lo

reportado por Falloon et al. (1996) especificamente para el uso de mancozeb, que como ya
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se nombrd incidid en el aumento de tubérculos sanos. Concluyendo para el caso de

Colombia, con que no se cuentan con productos especificos para el control de Sss.

Como estrategia alterna propuesta en la primera reuniéon europea de trabajo de Sarna
polvosa, se estimo la investigacion en el area de control bioldgico proponiendo la busqueda
e identificacion de antagonistas contra SSS (de Boer, 2000b).

Son pocas las evaluaciones realizadas con microorganismos biocontroladores para el
control de rofia polvosa. Especificamente en Colombia, se han realizado algunos ensayos
con Trichoderma harzianum bajo condiciones de invernadero. En un estudio realizado por
Hoyos et al. (2008) con dos aislamientos nativos de T. asperellum (T-84 y T-109)
procedentes de suelos colombianos, se pudo determinar como resultados preliminares una
disminucién en el nimero de noédulos generados en raices de plantas Diacol Capiro, donde
los tratamientos con T. asperellum registraron un niimero de nodulaciones por planta
inferiores a 40, diferente a lo obtenido con el tratamiento quimico donde el nimero de

agallas maximo registrado fue de alrededor de 140 nodulos por planta.

1.3 CONTROL BIOLOGICO

Como estrategia dentro del manejo integrado de plagas y enfermedades se encuentra el
control bioldgico, cuya definicion de acuerdo a lo mencionado por Eilenberg et al. (2001)
se entiende como el uso de organismos vivos para suprimir la densidad de poblacién o
impacto de un organismo plaga, haciendo que este sea menos abundante o menos dafiino de
lo que pudiera ser. Asi, esta estrategia puede incluir el uso de microorganismos como

agentes de control biologico (Kloepper, 1996).

Diversos microorganismos asociados con plantas han sido objeto de estudio por su papel
supresor, natural o inducido, sobre patégenos de suelo. Dentro del grupo de estos
microorganismo se encuentra un grupo importante de bacterias asociadas estrechamente a

las raices conocidas como rizobacterias, que pueden ser reintroducidas a semillas o partes
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vegetativas de plantas (semilla-tubérculo de papa) para colonizar el sistema radical en

presencia de la microflora edafica (Kloepper et al, 1999)

1.3.1 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

Las rizobacterias que proporcionan efectos benéficos sobre las plantas son conocidas como
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV), cuyos beneficios pueden ser
entendidos en términos de crecimiento o de control bioldgico de enfermedades, donde una

misma bacteria puede mediar estos dos procesos (Kloepper et al, 1999)

Es conocido y ampliamente estudiado el uso RPCV como inoculantes de semillas, suelo y
plantas, capaces de suprimir patogenos de suelo promoviendo sanidad y productividad de
los cultivos. Microorganismos del género Bacillus spp. y Pseudomonas spp. hacen parte del
grupo de RPCV mas estudiado (Kloepper, 1980; Thomashow, 1996; Mercado-Blanco y

Bakker, 2007) y promisorio para el manejo de enfermedades.

La capacidad de estos agentes biocontroladores en la supresion de enfermedades estd dada
por la manifestacion de diversas interacciones entre el organismo hospedero (planta), el
causante de enfermedad (patégeno), el organismo biocontrolador, la comunidad microbiana
circundante y el ambiente. Los mecanismos o estrategias principales empleadas para el
manejo de enfermedades en plantas son antibiosis, competencia por hierro (dada por la
produccion de sideroforos) e induccion de resistencia (O’Sullivan y O’Gara, 1992;

Handelsman y Stabb, 1996; Bakker et al., 2003).

1.3.1.1 Pseudomonas spp. como rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.

Microorganismos rizosféricos del género Pseudomonas poseen caracteristicas interesantes
que determinan su potencial como RPCV. Por ejemplo, bajo condiciones in vitro crecen
rapidamente y se pueden producir masivamente; pueden emplear como fuente energética
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para su mantenimiento los exudados de raices y semillas, lo que les permite actuar en
nichos como la rizésfera, espermoésfera y al interior de las plantas, dado por su alta
capacidad de colonizacion y multiplicacion en estos ambientes (Geels et al., 1986;
Quagliotto et al., 2009). También es conocido que estos microorganismos son capaces de
producir diversidad de metabolitos bioactivos (Bakker et al., 2003) y de adaptarse a
condiciones de estrés (Weller, 2007). Es asi como agentes microbianos del género
Pseudomonas cuentan con una serie de mecanismos supresores para el control de

enfermedades en plantas

Como parte de dichos mecanismos se encuentra la produccion de sideréforos, estrategia de
biocontrol que contempla el hecho de privar a los patdgenos de nutrientes esenciales para
su crecimiento (Handelsman y Stabb, 1996). Asi dentro de los mecanismos mejor
estudiados se encuentran los de competencia por hierro, elemento esencial para procesos de
biosintesis y de baja disponibilidad para su asimilacion (O’Sullivan y O’Gara, 1992), para
acceder a este elemento bacterias como las Pseudomonas spp. liberan quelatos de hierro
conocidos como sider6foros, que actuan como ligandos atrapando el hierro y haciéndolo
disponible para si mismos (Lugtenberg, 2009). Pseudomonas de suelo generalmente
producen siderdforos fluorescentes, amarillo-verdosos, que han sido clasificados como

pioverdinas o pioquelinas (O’Sullivan y O’Gara, 1992; Haas y Defago, 2005).

Igualmente, es conocido que diversas cepas de Pseudomonas spp. tienen la capacidad de
producir antibioticos difusibles o volatiles que inhiben el crecimiento de patdogenos en
condiciones in vitro (Haas y Keel, 2003). Existen diversos antibidticos producidos por estos
microorganismos dentro de los cuales se conocen compuestos como fenacinas,
pioluteorinas, pirrolnitrinas, piocianinas y 2,4-diacetilfloroglucinol (O’Sullivan y O’Gara,
1992). Estos agentes biocontroladores exhiben amplia diversidad en cuanto al tipo y
nimero de antibidticos producidos, lo que puede explicar y determinar su potencial para

controlar multiples enfermedades en plantas (Raaijmakers et al, 2002).

Corbell y Loper (1995) propusieron un estudio que permitié discernir sobre el potencial

supresor de P. fluorescens Pf-5 mediado por la produccion de antibidticos como
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pirrolnitrinas y pioluteorinas, ademas de otros metabolitos secundarios, mutando el gen
apdA. Los resultados mostraron que se suspendié la produccion de antibidticos por parte
del agente biocontrolador, asi como que la falta de la produccion de metabolitos

secundarios se correlaciond con la carencia de inhibicion de crecimiento de R. solani.

Asi mismo, en estudios realizados por Howell y Stipanovic (1979) en plantulas de algodén
donde se evalto la eficacia de un aislamiento de P. fluorescens o su antibidtico como
tratamiento semilla para prevenir damping-off causado por R. solani se obtuvieron
incrementos en la supervivencia de la plantulas del 30 al 79% y del 13 al 70%
respectivamente, permitiéndoles concluir que la produccién y uso de antibioticos como

pirrolnitrina, se puede emplear como un inhibidor contra R. solani en plantulas de algodon.

Como tercer mecanismo supresor de enfermedad en plantas, se ha estudiado la produccion
de compuestos volatiles que como mencionan Kai et al. (2009) es comtn para diferentes
microorganismos y su importancia radica en las funciones bioldgicas propias de estos
compuestos que probablemente intervienen en procesos de comunicacion célula a célula y
de promocion de crecimiento e inhibicién de patdgenos; asi como por su amplio rango de
accion determinado por su habilidad para difundirse a través de soluciones acuosas hasta

llegar a la atmosfera.

Pruebas in vitro contra R. solani confirman la importancia de la produccion de compuestos
volatiles organicos (CVOs) como inhibidores de este patogeno de suelo. Kai et al. (2006)
determinaron la capacidad productora de CVOs en un sistema dual, donde se inhibi6 el
crecimiento micelial del fitopatégeno hasta en un 80% empleando cepas de P. fluorescens,

P. trivialis y B. subtilis entre otros.

En el caso de Pseudomonas fluorescentes se ha estudiado ampliamente la produccion de
acido cianhidrico. Por ejemplo, Voisard et al. (1989) emplearon el mutante negativo CHAS
para HCN y CHAO como la cepa nativa, en un sistema genobiotico contra el patdégeno
Thielaviopsis basicola D127, donde ¢l porcentaje de superficie de raices infectadas por

CHAO fue de alrededor de un 30% vy difiri6 significativamente del control sin
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Pseudomonas, mientras CHAS5 no fue diferente del control, con alrededor de 65% de
infeccion en la superficie de raices, evidencia que muestra la importancia de la emision o

produccion de compuestos volatiles en el control de enfermedades patdégenas de plantas.

Finalmente se han identificado mecanismos de induccion de resistencia. Las plantas poseen
varios mecanismos de defensa para protegerse a si mismas contra el ataque de
fitopatogenos (Corné et al., 2001), esos mecanismos permanecen latentes hasta que la
planta es apropiadamente estimulada (van Loon et al., 1998), momento en el cual aumenta
su capacidad de defensa en un proceso conocido como induccion de resistencia
(Ramamoorthy et al; 2001). Cuando los mecanismos de defensa son estimulados por

agentes como RPCV el fenomeno es conocido como induccién de resistencia sistémica

(Bakker et al., 2007).

El proceso de induccidon de resistencia sistémica (IRS) fue descubierto como uno de los
modos de accion supresores de enfermedad en plantas por Pseudomonas spp. como RPCV
(Mercado-Blanco et al., 2007). Ensayos como los de Leeman et al. (1995) permiten
dilucidar la capacidad de P. fluorescens para el control de agentes fitopatogenos por medio
de IRS. Las evaluaciones consistieron en inocular, en locaciones separadas espacialmente,
sobre las raices de plantas de rabano tanto el patogeno (Fusarium oxysporum f. sp.
raphani) como las RPCV (P. fluorescens WCS 358, WCS 374 y WCS 417). De acuerdo a
los resultados, el porcentaje de plantas enfermas en el control fue de alrededor de 80%,
mientras para las cepas WCS 374 y 417, fue de 45% aproximadamente siendo

estadisticamente diferentes.

1.3.1.2 Pseudomonas fluorescentes y su papel como agentes biocontroladores de

patdgenos de suelo

Los organismos patdgenos de suelo son dificiles de controlar. Estrategias como rotacion de

cultivos, procesos de fitomejoramiento para la obtencién de variedades resistentes y la
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aplicacion de pesticidas son practicas insuficientes para el control de enfermedades en

raices para diferentes cultivos de importancia (Haas y Défago, 2005).

La complejidad del manejo de los patdgenos de suelo estd dada por que las enfermedades
ocurren en un ambiente dindmico en la interface de la raiz y el suelo conocida como la
rizosfera, que por su naturaleza dinamica donde fluctuan condiciones de pH, concentracion
de sales, potenciales hidricos, disponibilidad de nutrientes, entre otros, se convierte en un
interesante conjunto de interacciones que puede conllevar al establecimiento de patdgenos

y/o agentes de biocontrol (Handelsman y Stabb, 1996).

Es asi como diferentes microorganismos del género Pseudomonas, en especial P.
fluorescens, han sido reconocidos como potenciales controladores bioldgicos en plantas,
principalmente contra patdogenos de suelo, que atacan cultivos de importancia econémica,
como R. solani (Reddy et al, 2008) y Sarocladium oryzae (Saravanakumar et al, 2009) en
arroz, Gaeumannomyces graminis (Capper y Higgins, 1993; Mazzola et al, 1995) y
Pythium spp.(Milus y Rothrock, 1997) en trigo; asi como R. solani en algodon (Howell y
Stipanovic, 1979; Kloepper, 1991) y papa (Talbot y Larkin, 2005)

En Colombia son interesantes los avances obtenidos por el Grupo de Microbiologia
Agricola del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia, quien
cuenta con una coleccion de aislamientos nativos rizosféricos de papa (Uribe et al., 1999)
que fueron caracterizados de acuerdo a su capacidad antagonica in vitro contra R. solani,
asi como por su capacidad de producir sider6foros, compuestos volatiles, acido cianhidrico
y la determinacion de la presencia de rutas de sintesis de antibioticos (Articulo en

publicacion).

Bautista et al. (2007) emplearon 6 aislamientos de tal coleccién y evaluaron bajo
condiciones de invernadero el potencial de estos aislamientos como agentes
biocontroladores contra R. solani en plantas de papa de S. phureja. Asi, la capacidad de

biocontrol de las Pseudomonas spp. evaluadas se evidencio en la disminucion de los
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niveles de enfermedad ocasionados por el patdgeno una vez fueron comparados contra el
control, resultados que permiten notar una vez mas la importancia de agentes microbianos

del género Pseudomonas como controladores de patogenos de suelo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad biocontroladora de cepas nativas de Pseudomonas spp. contra
Spongospora subterranea f. sp. subterranea en plantas de Solanum tuberosum y Solanum

phureja.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Establecer la capacidad antagénica funcional bajo condiciones in vitro de 10 cepas
nativas de Pseudomonas spp. provenientes de la coleccion del banco de cepas del Grupo de

Microbiologia Agricola Instituto de Biotecnologia-Universidad Nacional de Colombia.
2.2.2 Determinar el potencial biocontrolador de Pseudomonas spp. contra la infeccion de
Spongospora subterranea f. sp. subterranea en plantas de papa bajo condiciones

controladas.

2.2.3 Determinar el potencial biocontrolador de Pseudomonas spp. contra Spongospora

subterranea f. sp. subterranea a nivel de invernadero en plantas de papa.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 SELECCION DE LOS AISLAMIENTOS BACTERIANOS

Para adelantar el presente estudio, se seleccionaron 10 aislamientos de Pseudomonas spp.
pertenecientes al cepario de bacterias rizosféricas del Grupo de Microbiologia Agricola del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia (IBUN) los cuales se
habian obtenido de cultivos de papa de la regiéon Cundiboyacense (Uribe et. al., 1999)
(Anexo 1). Los criterios de seleccion fueron la produccion de siderdforos, de acido
cianhidrico (HCN), o de otros compuestos volatiles y la observacion de antagonismos in
vitro contra R. solani. Los aislamientos seleccionados fueron los siguientes: IBUN Pfl 002,
051, 063, 090, 092, 093, 097, 098, 104 y 108.

3.2 ORIGEN DEL MATERIAL VEGETAL

El material vegetal para las pruebas bajo condiciones controladas, consistié en plantulas de
papa cultivares Diacol Capiro (DC) y Parda Pastusa (PP), producidas in vitro por el
laboratorio de Biotecnologia Antonio Angarita de la Facultad de Agronomia y el

laboratorio de Cultivos Vegetales del IBUN, respectivamente.
Para las pruebas de invernadero se empled semilla certificada de S. phureja cultivar

Colombia (COL) y de S. tuberosum, los cultivares DC y Pastusa Suprema (PS), asi como

plantulas in vitro PP suministradas por el laboratorio de Cultivos Vegetales del IBUN.
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3.3 OBTENCION Y MANEJO DEL INOCULO DE Spongospora subterranea

En cultivos comerciales de papa (S. tuberosum) ubicados en Paramo de Guerrero,
Zipaquira-Cundinamarca, se identificaron plantas con presencia de agallas en las raices,
sintoma caracteristico de la enfermedad causada por Sss. Las agallas fueron cosechadas
manualmente y posteriormente almacenadas a 4°C hasta su maduracion. Luego, las agallas
se lavaron con agua de grifo y se seleccionaron una a una eliminando excesos de material
vegetal y suelo, finalmente se secaron a temperatura ambiente y se tamizaron por dos
mallas (250pm y 425um) para obtener quistosoros individuales. El inoculo se almacen6 a

4°C en un recipiente plastico cerrado y cubierto con aluminio.

3.4 SELECCION DE AISLAMIENTOS RESISTENTES A RIFAMPICINA

Para el seguimiento y recuperacion de los aislamientos bacterianos empleados en las
diferentes etapas del proyecto, se seleccionaron mutantes espontdneos con resistencia a
Rifampicina (Rif ). Para su obtencion se sigui6 el protocolo estandarizado por el Grupo de
Microbiologia Agricola del IBUN, el cual brevemente consistio en la inoculacion de caldo
LB, suplementado con rifampicina comercial a 50pug mL™, a partir de una colonia pura del
aislamiento nativo previamente crecido en medio s6lido LB (Anexo 2) por 48h a 25°C.
Posteriormente los aislamientos se llevaron a incubar a 25°C con agitacidon constante por
48h. Luego, se sembraron 100uL del cultivo en agar LB con rifampicina a una
concentracién de 100pg mL™ que de igual manera se incubd por 48H a 25°C. Por ultimo
las cepas nativas y las Rif' se sembraron e incubaron, bajo las mismas condiciones de
tiempo y temperatura, en el medio suplementado con rifampicina (100pg mL™),
confirmando la seleccion de los aislamientos. Finalmente los aislamientos Rif' fueron

criopreservados en medios Gherna (Anexo 2) y almacenados a -20°C y -80°C.
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35 CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS AISLAMIENTOS
SELECCIONADOS

Una vez marcados los aislamientos nativos de Pseudomonas spp. resistentes a rifampicina
(100pg mL™") se establecié su accion como agentes supresores de enfermedad evaluando
dos de los posibles mecanismos de accidon, produccion de compuestos volatiles y

antagonismo contra R. solani.

3.5.1 Produccion de compuestos volatiles

Para confirmar la accion biocontroladora de los aislamientos nativos de Pseudomonas spp.
mediante la produccion de compuestos volatiles inicialmente se realizo la siembra de cada
uno de los aislamientos seleccionados en medio agar inductor de HCN (Frey-Klett et al.,
2005) (Anexo 2), los que se llevaron a incubar a 25°C por 24h. Previamente, se sembr6 en
medio PDA (Anexo 2) un aislamiento de R. solani (RsS) patogénico de papa que se incubd
por 5 dias a 25°C. La evaluacion de la produccion de compuestos volatiles consistio en el
enfrentamiento de la caja sembrada con el aislamiento bacteriano previamente incubado y
una caja sembrada con un “plug” de RS, unidas y selladas con parafilm. Este sistema se
incubd por 5 dias a 25°C. Los controles negativos correspondieron al cultivo del hongo
enfrentado con el medio inductor sin bacteria (Mikani et al., 2008) y un segundo control,
hongo contra hongo. La siembra se realizd por duplicado. La evaluacién se hizo midiendo
el diametro de crecimiento del patogeno y se determind la media a partir de los datos

registrados para cada uno de los aislamientos bacterianos.

3.5.2 Determinacion de la capacidad antagonica in vitro contra Rhizoctonia solani.

Se empled la metodologia descrita por Bautista et al. (2007) con algunas modificaciones.
Con cada que aislamiento bacteriano (previamente crecidos en LB por 48h a 25°C) se
trazaron dos estrias paralelas equidistantes del centro de una caja de Petri que contenia agar

PDA, la cual se incub6 por 48h a 25°C. Cumplido el tiempo de incubacion se sembro en el
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centro de cada caja Petri, un “plug” de Smm de lado tomado de un cultivo de RS de cinco
dias de edad. La siembra se realiz6 por duplicado. El control consistié en la siembra de RS
sin Pseudomonas. El material incubd por 5 dias a 25°C. La variable evaluada fue el halo de
inhibicion en centimetros medido desde el borde externo de crecimiento del hongo hasta el
borde externo de crecimiento de la bacteria tomando como referencia el centro de la caja de

Petri.

3.6 DETERMINACION DEL POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE LOS
AISLAMIENTOS SELECCIONADOS DE Pseudomonas spp. CONTRA LA
INFECCION DE Spongospora subterranea f. sp. subterranea EN PLANTAS DE PAPA
BAJO CONDICIONES CONTROLADAS

3.6.1 Adecuacion de plantulas (in vitro) de papa

Se siguid la metodologia propuesta por Merz (1989) y Merz et al. (2004) con algunas
modificaciones. Se emplearon plantulas in vitro de papa, de los cultivares DCy PP de 4y 6
semanas de crecimiento, respectivamente. Cada plantula se retird6 del medio de cultivo
eliminando el exceso con agua destilada. Posteriormente se cortaron las raices a lcm de la
base del tallo y se transfirieron a recipientes plasticos negros de 1L de capacidad. En cada
recipiente se colocaron 15 plantulas. Cada plantula se dispuso en un “plug” de espuma y se
insert6 en los huecos de la cubierta plastica de los recipientes, que contenian 1L de solucion
Hoagland (Anexo 2) diluciéon 1:24. El sistema hidropénico se mantuvo en cémara de
crecimiento (Fitotron Sanyo MRL-351H) por 14 dias, con un fotoperiodo de 12h dia (9435

luxes promedio) a 18°C y 12h noche a 16°C, con humedad relativa constante al 75%.
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3.6.2 Preparacion del ino6culo de Spongospora subterranea, suspensiones celulares,

inoculacion con bacterias y evaluacion de la enfermedad

Se produjeron suspensiones bacterianas bajo condiciones de asepsia para cada uno de los
aislamientos a evaluar. El proceso consisti6 inicialmente de la siembra en masa de las cepas
bacterianas, partiendo de colonias puras, en medios LB con rifampicina (100pg mL™). El
material se incub6d a 25°C por 48h. Posteriormente se recogié y suspendié la masa
bacteriana en tubos Falcon® de 50mL que contenian 10mL de MgSO4 0,1M, seguido de la
agitaciéon con vortex hasta homogenizar. De esta suspension bacteriana se tomaron
alicuotas que se adicionaron a una nueva solucion de MgSO,4 0,1 M hasta obtener inoculos
bacterianos de D.O. 0,200 +/- 0,005 a 600nm, lectura hecha en el espectofotometro marca

Espectronic®20 GenesysTM.

Estas suspensiones se emplearon para inocular por inmersion las raices de las plantulas in
vitro previamente adecuadas, manteniéndolas en camara de crecimiento bajo las
condiciones sefialadas previamente excepto por la luminosidad que correspondié a 4115
luxes, siguiendo la metodologia propuesta por Merz (1989). Cumplidas 22h se retiraron las
plantulas de las suspensiones bacterianas y se dispusieron en recipientes pldsticos que
contenian el indculo del patdégeno. Tres dias antes, en cada uno de los recipientes se habia
adicionado 1L de solucién Hoagland (1:5) y 0,2g de quistosoros de Sss. Una vez colocadas
las plantulas, los recipientes se cerraron y se mantuvieron en la camara de crecimiento bajo
las condiciones ya establecidas. Se emplearon como control relativo, plantas con el
patogeno sin bacterias (testigo de infeccion del patégeno) y como control absoluto, plantas

sin el patdgeno y sin las bacterias.

Posterior a la inoculacion con bacterias y al finalizar la prueba se examinaron dos plantulas
por cada tratamiento para confirmar la presencia de la bacteria y determinar colonizacion
radical, mediante la recuperacion de bacterias en medio LB con rifampicina (100pg mL™).
El procedimiento se llevo a cabo de acuerdo a la metodologia empleada por Beltran (2001),

cortando el sistema radical de cada plantula, luego se elimin6 el exceso de bacterias no
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adheridas a la raiz, por inmersion y agitacion manual en una suspension de SmL de MgSO4
0.1M por 10s. Posteriormente se retird la raiz, se sumergido en una nueva suspension de
MgSO4 0.1M vy se agit6 en vortex durante 30s. De esta suspension se tomaron 100uL y se
hicieron diluciones seriadas 1 en 10. Finalmente se sembraron 100pL de las diluciones 107
y 10 para el proceso posterior a la inoculaciéon con bacterias, mientras que para la
recuperacién final se sembraron las diluciones 10" y 107, en ambos casos la siembra se
hizo por duplicado. El periodo de incubacion fue de 48h a 25°C. Por ultimo se hizo el

recuento de unidades formadoras de colonias.

Cumplido un mes, se retiraron las plantulas del sistema. La variable utilizada para evaluar

la eficacia de los aislamientos bacterianos fue el nimero de agallas por sistema radical.

3.6.3 Evaluacion de la cepa IBUN Pfl 104 bajo diferentes dosis de indculo de

Spongospora subterranea

Con el aislamiento IBUN Pfl 104, se evaluaron tres dosis de indculo de Sss (0.10g, 0.15g y
0.20g de quistosoros por litro de solucion nutritiva) manteniendo las plantulas bajo las
condiciones de la camara de crecimiento ya descritas. El ensayo consistié en tres bandejas
cada una con 12 plantulas inoculadas con bacterias donde cada bandeja correspondié a una
concentracion de indculo de Sss, asi como otras tres bandejas con plantulas no inoculadas
con bacterias de igual manera para cada concentracion de indculo de Sss. Al término de un

mes se procedio a contar el nimero de agallas por planta para cada uno de los tratamientos.
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3.7 DETERMINACION DEL POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE LOS
AISLAMIENTOS SELECCIONADOS DE Pseudomonas spp. CONTRA Spongospora
subterranea f.sp. subterranea BAJO CONDICIONES DE INVERNADERO EN
PLANTAS DE PAPA.

A nivel de laboratorio se produjeron suspensiones bacterianas para cada uno de los
aislamientos. Se sigui6 una metodologia similar a la citada para el sistema bajo condiciones
controladas. Luego se procedi6 a inocular con bacterias, mediante inmersion, el material de
siembra, por un periodo de 15 minutos con agitaciones repetidas cada 3 minutos. Para S.
phureja se empleo6 una dosis de 24mL de la suspension por tubérculo-semilla. En el caso de
S. tuberosum, se emple6 una dosis de 8mL de inéculo por brote, mientras que para el

material in vitro fue de 4mL por plantula.

Posteriormente en los invernaderos de la Facultad de Agronomia, se hizo la siembra de un
tubérculo, brote 6 plantula por sitio en materas plasticas que contenian alrededor de 200g
de suelo naturalmente infestado procedente de la zona de Paramo de Guerrero, municipio
de Zipaquira. Posterior a la siembra se aumento la presion de indculo adicionando 2.5mg de

. US|
quistosoros sitio .

El disefio estadistico correspondio a un disefio completamente al azar. Por tratamiento se
establecieron 8 unidades experimentales. Asi para cada bioensayo se establecieron los
testigos que correspondieron al control de enfermedad que consistié en material vegetal sin
bacterizar sembrado en suelo con infestacion natural (Control+) y en suelo tratado con

Basamid® (0,16g Kg™' de suelo).

La evaluacion de los bioensayos fue de tipo destructivo, ocho semanas después de la

siembra y consistio en el conteo del nimero de agallas por planta.
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3.8 ANALISIS DE DATOS

A partir de la informacion registrada, en el sistema hidropdnico bajo condiciones
controladas y las pruebas de invernadero, se determiné la relacion porcentual entre el
nimero de agallas registradas por planta respecto a la media del testigo, de acuerdo a la

siguiente expresion:

numero de agallas por planta
numero promedio de agallas del control

*

Relacion porcentual agallas por planta (Ag/Pl) =

En la prueba de diferentes dosis de inoculo de Sss, se calculd la media del nimero de

agallas por planta para cada uno de los tratamientos.

Para el analisis de datos se emplearon los programas SAS y Statistics implementando

pruebas no paramétricas (Kruskall Wallis por pares) a un p-valor <0.05.

Se realizaron diagramas de caja y bigotes para cada uno de los bioensayos establecidos
donde cada caja representa dos cuartiles de datos. Asi, la linea horizontal superior
corresponde al percentil 75, mientras la linea horizontal inferior corresponde al percentil
25. La linea horizontal interior representa la mediana. Los bigotes que se extienden desde la
caja hasta el ultimo punto se da a una distancia de 1.5 veces la distancia intercuartilica
desde los cuartiles. La distancia abarcada por los bigotes incluye el 95% de los datos. Los
datos externos que se presentan ocurren por encima de 3 distancias intercuartilicas a partir
de los percentiles y son indicados por un asterisco. Si los intervalos de confianza alrededor

de dos medias no se sobrelapan, las dos medias son significativamente diferentes al 5%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

En esta parte del estudio se compararon cepas nativas con sus respectivos aislamientos Rif'
para determinar si la seleccion por resistencia a rifampicina habia modificado las
propiedades funcionales de antagonismo de las cepas nativas en cuanto a la produccion de

compuestos volatiles y produccion de metabolitos fungistaticos contra Rs.

4.1.1 Evaluacién de la capacidad antagdnica in vitro contra Rhizoctonia solani a partir

de la produccién de compuestos volatiles

Tanto las cepas nativas como las Rif' de los 10 aislamientos de Pseudomonas spp.

evaluados produjeron compuestos volatiles que inhibieron el crecimiento de Rs (Figura 2).

El efecto inhibitorio del aislamiento IBUN Pfl 002 sobre el crecimiento de RS es atribuible
a su capacidad de produccion de HCN, pruebas previas de caracterizacion del cepario al
que pertenecen estos microorganismos indicaron que éste es el unico de los aislamientos

evaluados que produce este compuesto (Informe técnico, 2009)°.

Los tratamientos control, que consistieron en el enfrentamiento hongo contra hongo (H-H)
y hongo contra medio inductor de HCN (H-TSA), no restringieron el crecimiento de RS, lo
cual indica que Rs no produce este tipo de compuestos inhibitorios y que la inhibicion no se

debe a la produccion de desechos como COs,.

3 Informe Técnico del proyecto “Evaluacién de Estrategias de Control Bioldgico Para el Manejo de
Rhizoctonia solani y Spongospora subterraenea en Cultivos de Papa” presentado por Universidad Nacional
de Colombia y FEDEPAPA. 2009.
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Figura 2. Efecto de la produccion de compuestos volatiles por Pseudomonas spp. sobre el crecimiento
micelial de Rhizoctonia solani in vitro. Para cada aislamiento nativo utilizado, Rif' hace referencia al

correspondiente aislamiento resistente a rifampicina. H-H se refiere a la evaluacion de autoinhibicion de
crecimiento del aislamiento de R. solani. H-TSA se refiere a la evaluacion del crecimiento de R. solani
enfrentado con el medio TSA, inductor de produccion de HCN. Se presenta la desviacion estandar para cada

uno de los tratamientos.

4.1.2 Evaluacién de la capacidad antagdnica in vitro de compuestos difusibles en agua

contra Rhizoctonia solani

Cuando se evaluo el antagonismo de Pseudomonas mediante la produccion de compuestos
difusibles, ocho aislamientos tanto nativos como los correspondientes mutantes Rif',
restringieron el crecimiento de RS; este resultado coincide con lo reportado por Lara (2007)
para las cepas nativas de los mismos aislamientos. Es de destacar que el aislamiento IBUN
P11 002, que produce compuestos volatiles, no restringio el crecimiento de RS mediante
compuestos difusibles. Tampoco se observo restriccion en el crecimiento de RS con el

aislamiento IBUN Pfl 063 ni con el tratamiento sin Pseudomonas (H) (Figura 3).
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Los compuestos difusibles que intervienen en este antagonismo posiblemente se relacionan
con la produccion de antibioticos como fenazinas y floroglucinoles que han sido estudiados

contra diferentes patogenos como R. solani, G. graminis var. tritici, y F. oxysporum.
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Figura 3. Efecto de la produccion de compuestos difusibles en agua por Pseudomonas spp. sobre el
crecimiento micelial de Rhizoctonia solani in vitro. Aislamientos de Pseudomonas nativas en gris y Rif" en
negro. H se refiere al crecimiento de R. solani sin la presencia de ninglin aislamiento de Pseudomonas. Se

presenta la desviacion estandar para cada uno de los tratamientos.

42 EVALUACION DEL POTENCIAL BIOCONTROLADOR DE LOS
AISLAMIENTOS CONTRA Spongospora subterranea f. sp. subterranea

Se emplearon dos sistemas para la evaluacion del potencial biocontrolador de los diez
aislamientos de Pseudomonas spp. (IBUN Pfl 002, 051, 063, 090, 092, 093, 097, 098, 104
y 108) contra SsS en planta, el primero de ellos se hizo bajo condiciones controladas en un
sistema hidroponico y el segundo bajo condiciones de invernadero empleando como

sustrato suelo natural infestado.
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4.2.1 Determinacién del potencial biocontrolador de Pseudomonas spp. contra la
infecciébn de Spongospora subterranea f. sp. subterranea en plantas de papa bajo

condiciones controladas

4.2.1.1 Adecuacion del sistema hidropdénico

Para disenar el procedimiento nos basamos en Merz (1989) y Merz et al. (2004) con las
modificaciones resultantes de incluir aislamientos locales de Pseudomonas y variedades de
papa colombianas. El indculo de Sss se preincubd por tres dias, y simultdneamente se
promovié el crecimiento radical de las plantulas de papa mediante el corte de las mismas

para su posterior exposicion al inéculo del protozoo.

Inicialmente se empled una concentracion de quistosoros de 0,1g.L”'. El inoculo se
preincub6 por 3 dias en solucion nutritiva Hoagland (1:5). Las raices de las plantulas de 7
dias de crecimiento se bacterizaron por inmersion durante 15 minutos, y posteriormente se
llevaron al sistema hidroponico con el indculo de Sss. Tres dias después se retiraron las
plantulas de los recipientes que contenian el indculo del protozoo y se colocaron en unos
nuevos recipientes con solucidon nutritiva por otros 10 dias. Al término de estos 10 dias, se
evaluo la enfermedad a nivel microscopico, mediante la tincion de raices con azul de
tripano en busca de signos tipicos del patégeno, tales como plasmodios y/o zoosporangios
al interior de las células radicales. Como no se observaron estructuras tipicas del patdogeno,
optamos por duplicar la concentracion de indéculo de Sss y extender el periodo de
crecimiento radical una semana, el periodo de infeccion frente al patdégeno a 5 dias; el
periodo de inoculacién con bacterias a 22h y realizar las evaluaciones microscopicas a los
10, 14 y 18 dias. A pesar de estas modificaciones, tampoco se observaron las estructuras del
patdgeno. Gomez et al. (2008) reportaron dificultades similares en estudios de infeccion de
Sss en suelo empleando plantas DC, ya que no pudieron identificar claramente sintomas y

signos del patogeno al interior de la raiz.
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La falta de observaciones a nivel microscopico condujo a sustituir al cultivar DC por PP,
reportado por Guerrero (2004) como un cultivar susceptible a Sss en raiz. Se mantuvieron
las demés condiciones del ensayo anterior, excepto por el periodo de exposicion al indculo
de Sss, el cual se decidi6 extender a un mes. Las evaluaciones por microscopia a diferentes
intervalos no dieron ninguna evidencia de infeccion. Finalmente, luego de la exposicion
prolongada de las plantulas al indculo de Sss, se evidenciaron sintomas de la enfermedad
consistentes en agallas en la raiz. En consecuencia optamos por mantener cada una de las
condiciones planteadas y continuar con la evaluacion en el sistema hidropénico a nivel
macroscopico. Estos resultados son relevantes y pertinentes, ya que por primera vez, hasta
donde lo permite afirmar nuestra revision de literatura, logramos reproducir la enfermedad
causada por Sss en un cultivar de papa Colombiano bajo el sistema planteado. Este logro es
importante, ya que abre posibilidades para realizar estudios puntuales de biologia,

comportamiento y manejo de este agente fitopatdgeno en el contexto Colombiano.

4.2.1.2 Evaluacion de la capacidad de colonizacion radical

Para cuantificar la capacidad de colonizacion de los aislamientos de Pseudomonas spp. Rif'
en las raices de las plantulas de Parda Pastusa, se us6 como variable la cantidad de células
bacterianas recuperadas en forma de unidades formadoras de colonia (UFC) en medio agar

LB suplementado con rifampicina a una concentracion de 100 pg mL™".

En la tabla 1 se muestra el nimero de células recuperadas a partir de las suspensiones
bacterianas (indculo), asi como la cantidad de bacterias adheridas al sistema radical post-
inoculacidon con bacterias y aquellas que permanecieron hasta el momento de la evaluacioén
final, para cada uno de los bioensayos realizados en el sistema hidroponico. La densidad de
inoculo inicial estuvo entre 10"y 10" UFC mL™, de las cuales quedaron adheridas a la raiz
entre 10° y 10'° UFC g de raiz seca una vez inoculadas con bacterias; para la evaluacion
final del ensayo, la colonizacién del sistema radical fluctué entre 10° y 10’ UFC g de raiz
seca por planta. La cantidad de bacterias recuperadas por planta registrada en este estudio,

es similar a las cifras reportadas entre 10° y 10° UFC por planta por Schmidt et al. (2004)
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quienes emplearon como bacterias antagonistas a P. fluorescens y P. corrugata, para el

control de Pythium spp. en plantulas de remolacha azucarera de 12 dias de crecimiento.

Aparte de la diferencia entre aislamientos, estos resultados evidencian la gran capacidad de
colonizacion radical por parte de los aislamientos de Pseudomonas, tanto por su capacidad
de adhesion a las raices de S. tuberosum como por su persistencia en el tiempo. Esta
caracteristica es fundamental para el potencial de cualquier agente antagonista de
fitopatdgenos, el cual debe tener alta capacidad de colonizacion y competencia, para

obtener un efecto benéfico sobre las plantas (Haas y Defago, 2005).

Tabla 1. Recuento de unidades formadoras de colonia de los aislamientos nativos de

Pseudomonas spp. para cada uno de los bioensayos en el sistema hidroponico.

Material UFC mL™* UFC g™ raiz de seca
ateria
Bioensayo Aislamiento Postinoculacion
Vegetal Indculo ) o
con bacterias Final
Diacol | IBUN Pfl1 104 |7,47 x 10" °ND 472 x 10°
1
Capiro | IBUN Pf1108 | 1,19 x 10" ND 2,76 x 107
, Diacol | IBUN Pfl1 097 |3,88 x 10" 7.41x10° 6,48 x 10°
Capiro | IBUN Pfl 098 ND 3,03 x 10° 426x 10’
; Diacol | IBUN Pl 092 ND 1,15x 10° 3,87 x 10’
Capiro | IBUN Pf1093 4,05 x 10" 3,45 x 10° ND
IBUN Pf1 002 | 4,67 x 10" 2,65x 10° 458 x 10°
A Diacol | IBUN Pfl1 051 [3,41 x 10" 1,14 x 10" 1,50 x 107
Capiro | IBUN Pf1090 |2,50 x 10'° 1,62 x 10" 2,12 x 107
IBUN Pf1092 | 1,96 x 10" 2,28 x 10 2,96 x 107
IBUN Pf1 051 [ 1,28 x 10" 2,00 x 10" 2,00 x 10°
S Parda IBUN Pfl1 063 | 4,61 x 10" 2,13x 10" 1,79 x 10°
Pastusa | IBUN Pf1 090 | 4,20 x 10" 1,18 x 10" 2,69 x 10°
IBUN Pfl1 093 | 1,04 x 10" 4,82 x 10" 1,56 x 10°
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IBUN Pf1 002 |2,00 x 10" 3,95 x 10 226 x 10°
Parda | IBUN Pfl 092 | 8,80 x 10" 2,87 x 10" 1,91 x 10°
¢ Pastusa | IBUN Pfl 097 | 2,67 x 10" 6,78 x 10’ 1,19x 10°
IBUN Pf1 098 | 1,30 x 10" 1,16 x 10" 1,47 x 10°
; Parda | IBUNPfl 104 |7,30 x 10" ND 2,88 x 10’
Pastusa | IBUN Pfl 108 2,70 x 10" ND 2,11 x 10°
123,56y * Control+ 0,00 0,00 0,00
7 ® Control - 0,00 0,00 0,00

Control +: plantulas en presencia de Sss sin Pseudomonas spp.
®Control -: plantulas en ausencia de Sss y de Pseudomonas spp.
“ND: no determinado.

%Final: se refiere a la cantidad de células recuperadas al momento de la evaluacién del bioensayo.

4.2.1.3 Evaluacion de la capacidad biocontroladora de los aislamientos de
Pseudomonas spp.

Los sintomas observados en las plantulas PP infectadas con SSs bajo el modelo de
hidroponia coincidieron con la descripcion hecha por Hooker (1980) como nodulaciones a
manera de agallas de color blanco lechoso en la raiz en plantas infectadas (Anexo 3). Al

contar las agallas se observo que €stas se concentraron cerca de la base del tallo.

En la figura 4 (A, B y C) se representa mediante el diagrama de caja y bigotes el nimero de
agallas en tres ensayos independientes, con cada uno de los aislamientos bacterianos

evaluados en PP y su respectivo control sin Pseudomonas (C+).

Los aislamientos IBUN Pfl 051, 063 y 090 (Figura 4A), presentaron mayor nimero
promedio de agallas por planta (A/Pl) que C+, es decir que no tienen la capacidad de
restringir la formacion de agallas bajo el sistema evaluado; el aislamiento IBUN Pfl 092

(Figura 4B) también present6 un numero mayor de agallas que el testigo.
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El aislamiento 093 (Figura 4A) redujo el nimero de agallas por planta respecto al testigo.
Segun el diagrama de caja y bigotes, el 75% de las plantas inoculadas con este aislamiento
presentd menos de 197 A/Pl, mientras que para el control solo el 50% de las plantas
presentd menos de 193 A/Pl. Un comportamiento similar se observo con los aislamientos
IBUN P11 002, 097 y 098 (Figura 4B); la variacion y distribucion de los datos para estos
aislamientos fueron menores respecto al C+; en efecto, el 75% de los individuos evaluados
para los tres aislamientos presenté menos de 102, 84 y 105 A/PI, respectivamente; estos

valores son inferiores a los obtenidos para el 50% de las plantas del tratamiento C+.

Los aislamientos IBUN Pfl 104 y 108 (Figura 4C) también redujeron el nimero de agallas
frente al control. Con estos dos aislamientos, el 75% de la poblacion presentd menos de 30
y 3 A/PIl respectivamente, con una variacion de datos menor para ambos aislamientos,
respecto al tratamiento C+, reflejando su potencial como agentes biocontroladores. En

cuanto al tratamiento C+, el 25% de los individuos presentd mas de 28 A/Pl.

El nimero de agallas promedio del tratamiento C+ fue cada vez menor entre bioensayos, el
primero presentd 170 A/P1 (Figura 4A); el segundo 92 A/Ply el tercero 53 A/Pl(figura 4C).
Vale la pena mencionar que los ensayos se establecieron en un periodo de ocho meses
empleando la misma fuente de indculo de Sss, 1o que posiblemente indica que su viabilidad
pudo ser afectada por el tiempo. Este factor pudo determinar el potencial controlador de los
aislamientos bacterianos una vez que a menor viabilidad del patégeno mayor oportunidad

de los aislamientos para ejercer un efecto de control.
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Figura 4. Efecto de aislamientos de Pseudomonas spp., inoculadas en raices de plantulas de papa in vitro
cultivar Parda Pastusa en un sistema hidropdonico bajo condiciones controladas, sobre la formacion de agallas
por parte de Spongospora subterranea. Las figuras A, B y C representan tres ensayos independientes
realizados sucesivamente. C+ corresponde al control positivo (Sin Pseudomonas+indculo de Sss). Los datos
son presentados como diagrama de caja y bigote. La linea superior horizontal de cada caja, corresponde al
percentil 75 y la inferior al percentil 25. La linea vertical representa el 95% de los datos. El signo positivo

corresponde a la media del tratamiento.

La relacion porcentual de cada uno de los aislamientos respecto al tratamiento C+ (Tabla 2)
permitié determinar que los aislamientos IBUN Pfl 104 e IBUN Pfl 108 redujeron la
formacion de agallas en 53,11 y 96,62% respectivamente comparado con el control
positivo, mientras para los aislamientos IBUN Pfl 093 e IBUN Pfl 097 la reduccion de
agallas fue de 22,13% y 15,58%, respectivamente, y para los aislamientos IBUN Pfl 002 e
IBUN 098 tan solo de 2,04% y 6,06 % respectivamente. En cambio, los cuatro
aislamientos restantes (IBUN Pfl 092, 063, 051, 090) aumentaron la formacion de agallas
comparados con el C+, hasta en un 94% para el aislamiento IBUN Pfl 090. En el control

negativo, sin presencia del patdogeno, no hubo formacion de agallas en la raiz
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Tabla 2. Efecto de diez aislamientos de Pseudomonas spp. sobre la formacion de agallas en
la raiz por Spongospora subterranea en plantas de Solanum tuberosum, cultivar Parda

Pastusa, bajo condiciones controladas.

Tratamiento Ag/PI*
IBUN Pfl 108 3.38a
IBUN Pfl 104 | 46.89ab
IBUN Pf1093 | 77.87abc
IBUN Pf1 097 | 84.42abcd
IBUN Pf1 098 | 93.94bcd
IBUN Pf1002 | 97.94bcd
IBUN Pf1092 | 122.62cd
IBUN Pfl 063 | 146.68cd
IBUN P11 051 161.90cd
IBUN P11 090 194.69d

"Los valores presentados corresponden a la relacion porcentual entre el numero de agallas registradas por
planta y la media del control positivo, entendida como el 100% de enfermedad. Valores seguidos por la

misma letra no son estadisticamente diferentes por Kruskall Wallis por pares (p-valor<0.05) (Anexo 4).

La capacidad de Sss de producir agallas en raices de papa bajo condiciones de hidroponia
presentd un amplio rango de respuesta frente a los diez aislamientos de Pseudomonas
evaluados. En comparacion con la condicion de ausencia de la bacteria, esta capacidad se
estimuld con los aislamientos IBUN Pfl 092, 063, 051 y 090, se redujo hasta en un 16%
con los aislamientos IBUN Pfl 002, 097 y 098, y cay6 a niveles que pueden considerarse de
biocontrol con los aislamientos IBUN Pl 093, 104, 108. Esta amplitud de respuesta invita

a considerar las condiciones experimentales.

El sistema hidroponico pudo favorecer la proliferacion de agallas, pues, como lo mencionan
D’aes et al. (2009), facilita la actividad de las zoosporas (Braselton, 1996), que por su
capacidad natatoria constituyen devastadores mecanismos de infeccion. Otro aspecto del

sistema hidroponico que favorece la infeccion es la facil difusion de los quimioatrayentes o
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exudados radicales liberados por las plantas, que orientan el movimiento de las zoosporas

hacia las raices (de Souza et al., 2003).

De acuerdo a Shippers et al. (1988) (citado por van Peer et al, 1990) la producciéon de

metabolitos fitotoxicos por bacterias en la endorizosfera de plantas crecidas en sistemas
hidroponicos, particularmente componentes de tipo gaseoso, pueden permanecer atrapados
en los tejidos de las raices afectando su fisiologia, aspecto que posiblemente pueda
determinar la sensibilidad de las raices frente a la infeccion de Sss y por tanto estimular la
proliferacion de la enfermedad, cabe recordar que los aislamientos bacterianos incluidos en
este estudio producen compuestos volatiles de acuerdo a los resultados obtenidos para esta

prueba.

4.2.1.4 Evaluacion del aislamiento IBUN Pfl 104 bajo diferentes dosis de inoculo de

Spongospora subterranea

La respuesta diferencial de Sss a los aislamientos de Pseudomonas spp. en términos de
produccion de agallas observada en el sistema hidropdnico, condujo a explorar el efecto de
la dosis de indculo del patdgeno. Se decidié emplear el aislamiento IBUN Pfl 104, que

mostré un moderado potencial de control frente a SSS en el sistema hidropdnico.

Los resultados mostraron que la capacidad de control del aislamiento IBUN Pfl 104 fue
dependiente de la dosis de quistosoros. En la figura 5 se observa el potencial controlador de
IBUN Pfl 104 de acuerdo a las diferentes dosis de inoculo de SsS, para cada una de las
cuales se present6 reduccion sobre la expresion de sintomas en raiz respecto al tratamiento
sin Pseudomonas, siendo una respuesta significativa la obtenida bajo 0,10 g de Sss. No se
observé un aumento significativo de agallas a una mayor dosis de in6culo de Sss cuando
las plantas no fueron inoculadas con bacterias. Mientras las plantas tratadas con el
aislamiento bacteriano presentaron mayor cantidad de agallas por planta a dosis mayores

del patogeno.
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Figura 5. Efecto de las dosis de inoculo de Spongospora subterranea sobre la formacion de agallas en raices
de plantulas in vitro cultivar Parda Pastusa sin bacterizar o inoculadas con bacterias con el aislamiento de
Pseudomonas IBUN Pfl 104 en un sistema hidropénico bajo condiciones controladas. Valores seguidos por la
misma letra no son estadisticamente diferentes por Kruskall Wallis por pares (p-valor<0.05). Letras en
mayuscula corresponden a la asignacion estadistica dentro de la dosis y letras en mintscula corresponden a la

asignacion estadistica entre dosis de Sss, con o sin Pseudomonas.

Los resultados confirman, al menos para este aislamiento, que la dosis de in6culo de Sss
afecta cuantitativamente la interaccion entre el patogeno y la bacteria, y sugieren que la
respuesta diferencial observada previamente se pudo deber a la cantidad y/o viabilidad de
indculo empleado en cada una de las. Esta evidencia corrobora la importancia de conocer
no solo los mecanismos de accion de los agentes biocontroladores contra patdgenos de
plantas, sino de los factores que afectan y determinan la eficacia e interacciones que se dan

bajo un proceso de biocontrol. (Johnson, 1994; Raaijmakers et al., 1995).

Larkin y Fravel (1999) evaluaron tres aislamientos no patogénicos de Fusarium spp. como
controladores bioldgicos contra F. oxysporum f. sp. lycopersici bajo diferentes dosis tanto
de los agentes antagonistas como de los patogénicos. De acuerdo a los resultados tanto el
tipo de aislamiento biocontrolador, como la concentraciéon del patdégeno y del mismo
antagonista afectaron significativamente el desarrollo de Fusarium en tomate, coincidiendo

con los resultados obtenidos en el presente estudio.
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4.2.2 Determinacién del potencial biocontrolador de Pseudomonas spp. contra la
infeccibn de Spongospora subterranea f. sp. subterranea en plantas de papa bajo

condiciones de invernadero

Esta fase del estudio de la capacidad biocontroladora de los diez aislamientos de
Pseudomonas sobre Sss se realizé con suelo naturalmente infestado, en reconocimiento que
el suelo es el medio natural donde se dan las interacciones entre hospedantes, patdgenos y
la comunidad bidtica. El suelo se colectd en la zona del paramo de Guerrero, Zipaquira. Se
usaron dos especies de papa, S. phureja (cv. Criolla Colombia) y S. tuberosum (cv. Diacol
Capiro, Parda Pastusa y Pastusa Suprema). El ensayo se llevo a cabo en los invernaderos de

la Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Agronomia.

La concentracion de la suspension de bacterias usada para inocular los tubérculos fluctud
entre 10° y 10" UFC mL'. La cantidad de células recuperadas de tubérculos semilla, previo
a la siembra, de S. phureja fluctu6 entre 10° y 10° UFC g de peso fresco de tubérculos, y
de S. tuberosum entre 10° y 10’ UFC g’ de peso fresco (resultados no mostrados). Se
destaca una vez mas la importancia de estos resultados de colonizacion relacionados con
procesos de establecimiento y competencia en un ambiente rizosférico que pueden ademas
determinar la capacidad antagonista de estos microorganismos frente a un agente

fitopatogeno (Schmidt et al., 2004; Haas y Défago, 2005).

4.2.2.1 Evaluacion de la capacidad biocontroladora de Pseudomonas spp. contra

Spongospora subterranea en Solanum phureja

Para esta etapa del estudio se montaron 10 bioensayos, en seis de los cuales se logro
infeccion de las plantas en el tratamiento sin aplicacion de la bacteria (control positivo). Se
consider6 como primera evaluaciéon el conjunto de tres bioensayos exitosos donde se
evaluaron nueve de los aislamientos bacterianos y como segunda evaluacion, el conjunto de
los otros tres bioensayos exitosos. La evaluacion del efecto de los aislamientos bacterianos

contra SsS se llevo a cabo contando el numero de agallas producidas por planta, de forma
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similar a los ensayos en el sistema hidroponico bajo condiciones controladas. El nimero de
agallas por planta (promedio de tres ensayos) para el control positivo fue de 18.32 para la

primera evaluacion y de 14.23, para la segunda.

En las figuras 6 y 7 se presenta la distribucion de los datos con los diagramas de caja y
bigotes para cada uno de los aislamientos bacterianos evaluados en S. phureja y sus
respectivos controles. La figura 6 (A, B, C) corresponde a la primera evaluacion y la

figura 7 (A,B,C) a la segunda.

Los aislamientos IBUN Pfl 097 y 051 redujeron el nimero de agallas con respecto al
testigo sin inoculacion con bacterias (Figura 6A). El 75% de las plantas evaluadas presentd
menos de 8 y 10 agallas promedio por planta (A/Pl) respectivamente, mientras que en el

tratamiento C+ solo el 50% de las plantas tuvo menos de 10 A/Pl.

Los aislamientos IBUN Pfl 002, 090 y 092 también redujeron el nimero de agallas
promedio por planta respecto al C+, el cual presentd una amplia variacion de datos,
comparado con los aislamientos bacterianos (Figura 6B). El 50% de las plantas inoculadas
con bacterias con estos aislamientos formé menos de 1, 4 y 3 A/Pl, respectivamente,
mientras que para el tratamiento C+ el 75% de la poblacion evaluada presentd6 mas de 4

A/PL. En el control negativo (C-) no se produjeron agallas en la raiz.

Los aislamientos IBUN Pfl 098 y 108 también redujeron la formacion de agallas (Figura
6C). El 50% de las plantas presentd menos de 17 y 27A/Pl respectivamente, mientras que
el tratamiento C+ el 50% de las plantas presentd mas de 27 A/Pl con una amplia variacion

de los datos. En el tratamiento C-, el maximo de agallas obtenido fue de 8 A/P1.
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Figura 6. Efecto de aislamientos de Pseudomonas spp. sobre la formacion de agallas por parte de
Spongospora subterranea en S. phureja cultivar Criolla Colombia. Evaluacion 1. Las figuras A, By C
representan tres ensayos independientes realizados sucesivamente. C+ corresponde al control positivo (sin
Pseudomonas+ suelo infestado), C- corresponde al control negativo (sin Pseudomonas+ suelo desinfestado
con Basamid®). Los datos son presentados como diagrama de caja y bigotes. La linea superior horizontal
corresponde al percentil 75, la inferior al percentil 25. La linea vertical representa el 95% de los datos. Los
asteriscos se definen como datos atipicos de mas de 3 veces la distancia intercuartilica. El signo positivo

corresponde a la media del tratamiento.

Los aislamientos IBUN Pfl 002 (Figura 7A), 098 y 108(Figura 7C) redujeron el numero de
agallas por planta respecto al C+ y presentaron una menor variacion de los datos. Segtn el
diagrama de caja y bigotes, el 50% de las plantas inoculadas con estos tres aislamientos
presentaron menos de 4 A/Pl, mientras que para el tratamiento C+ el 50% de la poblacion
evaluada presentd mas de 3 A/Pl. Los aislamientos IBUN Pfl 051, 090 y 092 (Figura 7A)
presentaron mayor variacion de los datos respecto al C+ y los aislamientos IBUN P{l 093,
097 se comportaron de manera similar a C+, con medianas de 24, 23 y 27 A/Pl
respectivamente (Figura 7B). El control negativo presentd el menor nimero de agallas y

variabilidad en los tres ensayos establecidos.
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Figura 7. Efecto de aislamientos de Pseudomonas spp. sobre la formacion de agallas por parte de
Spongospora subterranea en S. phureja cultivar Criolla Colombia. Ensayo 2. Las figuras A, B y C
representan tres ensayos independientes realizados sucesivamente. C+ corresponde al control positivo (sin
Pseudomonas+suelo infestado natural), C- corresponde al control negativo (sin Pseudomonas+suelo
desinfestado con Basamid®) y el control quimico (Pulsor®+suelo infestado) a CQ. Los datos son presentados

como diagrama de caja y bigotes (Ver figura 6 para explicacion del diagrama).

En la tabla 3 se presenta ¢l efecto cuantitativo de diez aislamientos de Pseudomonas spp.
sobre la formacion de agallas en raices de S. phureja cultivar Colombia por Sss bajo
condiciones de invernadero, como la relacion porcentual entre el niimero de agallas
producidas bajo cada aislamiento y el testigo sin inoculaciéon con bacterias para las dos

evaluaciones.

El aislamiento IBUN Pfl 002 redujo la formaciéon de agallas entre 76% y 64% en las dos
evaluaciones. Los aislamientos IBUN Pfl 092, 097 y 098 también redujeron la formacion
de agallas, aunque en menor medida que el aislamiento IBUN Pfl 002. Asi IBUN Pfl 092
redujo la enfermedad entre 53 y 40%, IBUN Pfl 097 entre 47 y 21% e IBUN P{l 098 entre
47 y 24%. Estos resultados confirman la capacidad de estos aislamientos bacterianos de
controlar la produccién de agallas por Sss en el suelo. Aunque el grado de antagonismo

contra Sss de los aislamientos IBUN Pfl 051, 090, 104 y 108 vari6 entre réplicas, al menos
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en una de ellas se redujo el namero de agallas. El tratamiento al suelo con Basamid® sin
inoculacion con bacterias de la semilla redujo la produccion de agallas por encima del 85%,

. ® . .
mientras que Pulsor”, como control quimico (CQ), no tuvo efecto en esa variable.

En sintesis, los aislamientos IBUN Pfl 002 y 092 de Pseudomonas spp. mostraron la mayor
capacidad de control contra Sss en S. phureja cultivar Colombia expresada como una menor
cantidad de agallas por planta comparada con el control positivo con niveles de reduccion
de enfermedad superiores a 40% para las evaluaciones 1 y 2; luego vienen los aislamientos
IBUN Pfl 097 y 098. Estos resultados son promisorios ya que hoy no se cuenta con
practicas de control efectivas para el manejo de la enfermedad. El uso de estos aislamientos
puede contribuir a reducir el indculo presente en los suelos e incidir positivamente en los
niveles de produccion y calidad del producto comercializable. En ese sentido, no se debe

desestimar la modesta actividad antagdnica de los aislamientos IBUN 051, 090 y 097.

Los datos de la evaluacion 1 para los aislamientos IBUN Pfl 002, 090, 092, 063 y 104 no
son diferentes significativamente. No obstante, la estadistica descriptiva apoyada en las
graficas de caja, permite detectar diferencias entre ellos. Asi, los datos para los aislamientos
IBUN P11 002, 090 y 092 (Figura 6B) fueron mas consistentes respecto a la distribucion del
control positivo, lo que sugiere un mejor efecto de restriccion en la produccion de agallas.
En cambio, los datos obtenido para los IBUN 063 y 104 fueron mas variables y reflejaron
una mayor cantidad de agallas respecto al control. Estos resultados sugieren diferencias de
comportamiento dependientes del aislamiento evaluado frente a Sss para el cultivar criolla

Colombia.

El efecto de algunos de aislamientos de Pseudomonas spp. sobre la formacion de agallas
vari6 entre evaluaciones, lo que pudo deberse a cambios en las condiciones ambientales, ya
que corresponden a ensayos hechos en tiempos diferentes. Alzate et al. (2008) citan que la
liberacién de zoosporas, estructuras infectivas del fitopatogeno, estd influenciada por la
temperatura; sus resultados sugieren que a temperaturas mayores de 25°C hay menor

cantidad de liberacion de zoosporas y a temperaturas de 5°C no hay liberacion; de esta
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manera, la produccion de agallas como parametro de la capacidad de control por parte de
los aislamientos pudo haber sido afectada por esta condicion

Tabla 3. Efecto de diez aislamientos de Pseudomonas spp. sobre la formacion de agallas en
raices de plantas de Solanum phureja cultivar Colombia por Spongospora subterranea bajo

condiciones de invernadero.

Ag/PI"

“El YE2
Control - 4.46a 16,54a

IBUN P11 002 24,01ab | 35,25ab
IBUN Pf1090 | 37,02abc | 119,41c
IBUN Pf1092 | 47,09abc | 59,80ab
IBUN Pf1097 | 52,76abc | 79,19ab
IBUN P11 051 59,10abc | 105,38ab
IBUN P11 098 71,73abc | 75,65ab
IBUN P11l 108 108,63bc | 48,51ab
IBUN P11 063 134,39b “ND
IBUN Pfl 104 155,58b | 75,80ab
IBUN P11 093 ND 103,25¢

Pulsor ND 112,36¢

Tratamiento

“Valores presentados corresponden a la relacion porcentual entre el nimero de agallas registradas por planta y
la media del control positivo, entendida como el 100% de enfermedad. Valores seguidos por la misma letra no
son estadisticamente diferentes por Kruskall Wallis por pares (p-valor<0.05) (Anexo 4).

*Evaluacion 1

Y Evaluacion 2

?Valor no determinado.

4.2.2.2 Evaluacion de la capacidad biocontroladora de diez aislamientos de

Pseudomonas spp. contra Spongospora subterranea en Solanum tuberosum

Para evaluar la capacidad controladora de los aislamientos de Pseudomonas spp. en tres

cultivares de S. tuberosum (DC, PP, PS), se establecieron once bioensayos de los cuales
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cuatro no se consideraron exitosos porque el testigo no present6 sintomas en raiz . Para DC
se evaluaron nueve aislamientos en tres ensayos, asi: [051 y 097], [2, 90 y 92] y [63, 93,
104 y 108] (Figura 8); para PP se evaluaron ocho aislamientos en dos ensayos, asi: [2, 92,
97 y 98] y [63, 93, 104 y 108] (Figura 9); para PS se evaluaron los 10 aislamientos en dos
ensayos, asi: [69, 90, 93, 104 y 108] y [2, 51, 92, 97 y 98] (Figura 10).

Diacol Capiro. Cuando se evaluaron los aislamientos IBUN Pfl 051 ¢ IBUN Pfl 097
(Figura 8A), ambos redujeron el nimero de agallas con respecto al testigo positivo. El
aislamiento 051 tuvo un efecto reductor con mediana en 22 A/Ply el 75 % de las plantas
con menos de 26 A/Pl, contra el testigo positivo (C+) con mediana en 63 A/Ply el 25% de
la poblacion con hasta 47 A/Pl. El aislamiento 097 present6 adicionalmente una
distribucion asimétrica positiva consistente en que el 50% de las plantas tuvo entre 6 y 16
A/Pl, con mediana en 14. Lo que refuerza su papel como agente de biocontrol. En el

tratamiento C- no hubo formacién de agallas.

Cuando se evaluaron los aislamientos IBUN Pfl 002, 090 y 092 (Figura 8B), el aislamiento
IBUN P11 090 presentd la menor variacion, con un efecto reductor sobre la formacion de
agallas; el maximo nimero de A/PI fue de 15 y el 75% de los individuos presentd menos de
8 A/Pl. En el tratamiento C+, el 75% de las plantas presentdé mas de 7 A/Pl. Para los
aislamientos IBUN Pfl 002 y 092 se observo que el 75% de las plantas evaluadas present6

mas de 25y 36 A/PL. En el tratamiento C- no hubo formacion de agallas.

Cuando se evaluaron los aislamientos 063, 093, 104 y 108, el diagrama muestra el potencial
de los aislamientos IBUN Pfl 104 y 108 como agentes biocontroladores para reducir la
formacion de agallas, ya que el 100% de los individuos evaluados present6 menos de 104 y
105 A/PI, respectivamente, mientras que para el tratamiento C+ el 100% de los individuos
presentaron mas de 111 A/Pl. Respecto a IBUN Pfl 63 y 93 el 50% de los individuos
presentaron menos de 111 A/PIL. En el tratamiento C+ se contaron mas de 111 A/Pl para el

100% de los individuos.
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Figura 8. Efecto de aislamientos de Pseudomonas spp. sobre la formacion de agallas por parte de
Spongospora subterranea en S. tuberosum. Las figuras A, B y C representan tres ensayos independientes
realizados sucesivamente en plantas Diacol Capiro. C+ corresponde al control positivo (sin
Pseudomonas+suelo infestado), C- corresponde al control negativo (sin Pseudomonas+suelo desinfestado
con Basamid®™) y el control quimico (Pulsor®+suelo infestado) a CQ. Los datos son presentados como

diagrama de caja y bigote (Ver figura 6 para explicacion del diagrama).

Parda Pastusa. Cuando se evaluaron los aislamientos IBUN Pfl 002, 092, 097 y 098
(Figura 9A), ninguno de los aislamientos redujo el ntimero de agallas con respecto al
testigo. La mediana del control positivo fue de 38 A/Pl contra 73 A/Pl para el aislamiento
002, 58 A/PI para el aislamiento 092, 53 A/PIl para el aislamiento 097 y 55 A/PI para el

aislamiento 098.

El otro ensayo, donde se evaluaron los aislamientos IBUN Pfl 063, 093, 104 y 108 (Figura
9B) se encontr6 que solamente IBUN Pfl 108 redujo la formacion de agallas, con menos de
16 A/PI para el 50% de las plantas evaluadas en comparacioén con 17 A/P] para el C+. No
hubo efecto de control por parte del tratamiento CQ, y en el C- no se expresd la

enfermedad.
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Figura 9. Efecto de aislamientos de Pseudomonas spp. sobre la formacion de agallas por parte de
Spongospora subterranea en S. tuberosum. Las figuras A y B representan dos ensayos independientes
realizados sucesivamente en plantas Parda Pastusa. C+ representa el control positivo (sin Pseudomonas+suelo
infestado), C- corresponde al control negativo (sin Pseudomonas+suelo desinfestado con Basamid®) y el
control quimico (Pulsor”+suelo infestado) a CQ. Los datos son presentados como diagrama de caja y bigote

(Ver figura 6 para explicacion del diagrama).
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Pastusa Suprema. Los aislamientos IBUN Pfl 063, 090, 093, 104 y 108 se evaluaron en un
mismo ensayo (Figura 10A). Los aislamientos IBUN Pfl 104, 108, 093 y 090 mostraron un
efecto restrictivo sobre la produccion de agallas en raices. El maximo numero de agallas
para IBUN Pfl 104 fue de 81 A/PI, mientras para el C+ el 75% de las plantas presentaron
mas de 82 A/Pl. Respecto a IBUN Pfl 108 y 093 el 75% de los individuos evaluados
presentaron menos de 95 A/Pl, valores inferiores a la mediana del C+ (97 A/P1). No hubo
expresion de sintomas relacionados con Sss en el C-. Respecto al tratamiento CQ no hay

evidencia de control de la enfermedad, el 75% de las plantas presentaron mas de 92 A/P1 .

En el segundo ensayo se evaluaron los aislamientos 002, 051, 092, 097 y 098 (Figura 10B).
Los aislamientos 002 y 051 presentaron el mayor efecto en la reduccion del nimero de
agallas por planta. Se pudo determinar que para IBUN Pfl 002 el 75% de las plantas
presentaron menos de 109 A/Pl, mientras 50% de las plantas para IBUN Pfl 051
presentaron menos de75 A/Pl. Los tratamientos bacterianos restantes, incluido el C+y CQ
presentaron mas de 106 A/Pl para el 50% de las plantas evaluadas en cada uno de ellos.

Respecto al C- el 100% de las plantas evaluadas presentaron menos de 34 A/Pl.
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Figura 10. Efecto de aislamientos de Pseudomonas spp. sobre la formacion de agallas por parte de
Spongospora subterranea en S. tuberosum. Las figuras A y B representan dos ensayos independientes
realizados sucesivamente en plantas Pastusa Suprema. C+ representa el control positivo (sin
Pseudomonas+suelo infestado), C- corresponde al control negativo (sin Pseudomonas+suelo desinfestado
con Basamid®™) y el control quimico (Pulsor®+suelo infestado) a CQ. Los datos son presentados como

diagrama de caja y bigote (Ver figura 6 para explicacion del diagrama).

Los datos de la tabla 4 representan la relacion porcentual del nimero de agallas en cada uno
de los tres cultivares de S. tuberosum con respecto a la media del C+; el numero promedio

de A/P1 fue de 68 en DC, 36 en PP y 105 en PS.

Los aislamientos IBUN Pfl 051, 090, 097, 104 y 108 redujeron el nimero de agallas en el
cultivar DC, en 64, 68, 46, 26 y 30% respectivamente comparado frente al control positivo,
mientras que para IBUN Pfl 063 y 093 la reduccién en la produccion de agallas no superd

el 8%.
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En cuanto al cultivar PP IBUN Pfl 108 logré una reduccion de alrededor de 20% en el
numero de agallas, el resto de aislamientos no redujo el numero de agallas. La reduccion de
la enfermedad en el control negativo fue cercana al 60%, lo que indica que a pesar del

tratamiento del suelo hubo un alto indice de formacion de agallas.

En el cultivar PS los aislamientos IBUN Pfl 104 y 108 presentaron un nivel de control de
30 y 34% respectivamente. Por otra parte los aislamientos IBUN Pfl 002, 051 y 090
mostraron niveles de control de 25, 20 y 16% respectivamente, los cuales aunque no
alcanzaron a ser estadisticamente significativos, sugieren alguna capacidad de control de
estos aislamientos (particularmente IBUN Pfl 51 y 90), contra S. subterranea en S.

tuberosum.

Para el caso de DC es preciso notar el potencial de control de cinco de los aislamientos
bacterianos evaluados siendo ellos IBUN Pfl 051, 090, 097, 104 y 108. Respuesta que se
puede observar con claridad en los diagramas de caja y bigotes, siendo en general los
aislamientos que se caracterizan por tener las variaciones mas bajas para los tratamientos
evaluados (Figura 8) asi como los que controlaron la enfermedad en niveles superiores a
30%. En cuanto al comportamiento de los aislamientos bacterianos en el cultivar PP, es de
notar que tan solo IBUN Pfl 108 ejercio un efecto de control contra Sss. Mientras en el
cultivar PS, IBUN Pfl 108, 104 y 002 se destacaron por ser los aislamientos con mayor
potencial para controlar Sss, seguidos de IBUN Pfl 051, 090 y 093. Los aislamientos de
Pseudomonas restantes presentan niveles de enfermedad similares al control positivo como

se puede observar en los diagramas de caja (Figura 10).

67



Tabla 4. Efecto de diez aislamientos de Pseudomonas spp. sobre la formacion de agallas en

raices de plantas de Solanum tuberosum por Spongospora subterranea, bajo condiciones de

invernadero
Ag/PI*
Tratamiento Diacol Parda Pastusa
Capiro Pastusa Suprema
Control - 0,00a 39,45a 10,057
Pulsor”™ 100,1d 146,41b 103.65bc
IBUN P11 002 175,92¢ 132,23b 74,94b
IBUN Pf1 051 35,62b ND 80,45bc
IBUN P11 063 91,12d 106,02b 100,13c
IBUN Pf1 090 32,19b ND” 84,47bc
IBUN P11 092 195,52¢ 121,41b 106,18c
IBUN P11 093 92,33d 143,98b 89,80bc
IBUN P11 097 53,68bc 109,62b 104,38¢
IBUN P11 098 ND 103,23b 103,82¢
IBUN P11l 104 73,66¢ 109,64b 70,15b
IBUN P11 108 69,73c 80,72b 66,16b

*Valores presentados corresponden a la relacion porcentual entre el nimero de agallas registradas por planta y
la media del control positivo, entendida como el 100% de enfermedad. Valores seguidos por la misma letra no
son estadisticamente diferentes por Kruskall Wallis por pares (p-valor<0.05) (Anexo 4).

YValor no determinado.

Al comparar la actividad de los aislamientos de Pseudomonas spp. en los tres cultivares de
S. tuberosum, se observo que IBUN Pfl 104 y 108 mantuvieron los niveles de control tanto
en DC como en PS, mientras que aislamientos como IBUN Pfl 063, 092, 098 no difieren
del control positivo, es decir no inhiben la expresion de Sss a nivel de raiz, en ninguno de
los cultivares; esto parece indicar que estos aislamientos no cuentan con mecanismos de
accion que restrinjan la expresion de la enfermedad. Es asi como a pesar de ser los tres
cultivares pertenecientes a la especie S. tuberosum, la respuesta obtenida por aislamiento,

para el control de la enfermedad, difiere entre cultivares; hecho que debe estar relacionado
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con las diferencias genotipicas propias de cada cultivar y la relacion especifica que pueden

llegar a tener con los aislamientos bacterianos.

Igualmente es importante hacer referencia al nimero de agallas promedio para el control
positivo en cada cultivar, para los cuales, como se cit6é anteriormente, el mayor numero de
agallas por planta se present6 en el cultivar PS, seguido por DC y finalmente por PP. Lo
que indico que bajo las condiciones de evaluacion PS fue el cultivar mas susceptible a nivel
de expresion de sintomas en raiz comparado con los otros dos cultivares. Respuesta que de
acuerdo a la susceptibilidad en raiz para sarna polvosa difiere de lo reportado para PS para
el cual no se registra susceptibilidad en raices, mientras para los cultivares DC y PP si se
reporta tal susceptibilidad. (http://papaunc.com/catalogoExtendido.shtml?, consulta 2010).
Los resultados de Jaramillo et al (2008) confirman la alta susceptibilidad para el cultivar
DC en la raiz, al igual que en el presente estudio, en el cual también se manifestd la

formacion de agallas en el cultivar PP, confirmando su susceptibilidad en raiz.
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5. DISCUSION GENERAL

Para el desarrollo de este estudio, se seleccionaron 10 aislamientos de Pseudomonas spp.
que de acuerdo a los estudios adelantados por Uribe et al (1999) y Lara (2007), cuentan con
al menos un mecanismo supresor de patdgenos de suelo. Tales estudios se realizaron con R.
solani, y se basaron en la caracterizacion funcional antagénica de compuestos difusibles en
agua. Adicionalmente se tuvo en cuenta las evaluaciones adelantadas por el Grupo de
Microbiologia Agricola del IBUN, (Informe técnico, 2009)* como fueron la produccién de
compuestos volatiles y de sideroforos, en conjuntoestos antecedentes se tomaron como

criterio para seleccionar los aislamientos a evaluar contra SsS.

Los resultados confirmaron la actividad biocontroladora de los aislamientos seleccionados
contra Rs in vitro, tanto nativos como mutantes Rif', confirmando los resultados de Uribe et
al (1999) y Lara (2007). Los mecanismos de antagonismo de estos aislamientos, ya han
sido reportados como inhibidores de crecimiento de Rs (Nagarajkumar et al., 2004, Kai et
al., 2007) y de otros patégenos como F. oxysporum, Alternaria alternata (Trivedi et al.,
2008) y Botrytis mali (Mikani et al., 2008). Esto demuestra el potencial de los aislamientos
que poseen dichos mecanismos como agentes biocontroladores contra diversos

fitopatdgenos.

Una vez confirmada la capacidad antagonista de los aislamientos de Pseudomonas in vitro,
se realizaron las pruebas contra SSS en plantas bajo el sistema hidropénico y en
invernadero. En las pruebas de invernadero se lograron reducciones en el numero de
agallas por planta entre 20 y 76% dependiendo del aislamiento bacteriano y de la especie o

cultivar de papa evaluado.

* Informe técnico del proyecto “Evaluacién de Estrategias de Control Biologico para el manejo de
Rhizoctonia solani y Spongospora subterranea en cultivos de papa”. Presentado por Universidad Nacional de
Colombia y FEDEPAPA.
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Asi, en S. phureja cultivar Colombia, dos aislamientos de Pseudomonas, IBUN Pfl 002 y
092, se destacaron por su capacidad de disminuir en mas del 40% la formacion de agallas
en raiz causadas por SSs. Este efecto fue reproducible en pruebas hechas en tiempos
diferentes, sustentando su importancia como aislamientos promisorios para el control de Sss

en este cultivar.

La capacidad de control lograda con IBUN P{l 002 es interesante una vez que es el unico de
los 10 aislamientos de Pseudomonas evaluados que tiene la capacidad de producir HCN,
razén que podria explicar la actividad controladora contra Sss. Este compuesto ha sido
considerado como uno de los mecanismos supresores de enfermedades en plantas, es asi
como se comprobd su capacidad de control contra T. basicola en tabaco (Voisard et al.,
1989) realizando pruebas con las cepas P. fluorescens CHAO productor de HCN y CHAS,
una cepa mutante negativa para HCN, la cual no inhibié la enfermedad tan efectivamente

como la cepa nativa CHAO.

En los estudios de caracterizacion adelantados por el Grupo de Microbiologia Agricola,
también fue posible determinar la presencia de un gen relacionado con la produccion de
fenacina para el aislamiento IBUN Pfl 002, un antibiotico identificado como metabolito
que interviene en la supresion de enfermedades como pudricion de raiz en trigo
(Thomashow y Weller, 1988) y pudricion de raiz en tomate (Bolwerk et al., 2003)
caracteristica relevante que sumada a la produccion de HCN pueden definir su potencial

como agente biocontrolador.

En S. tuberosum 6 de los 10 aislamientos redujeron el nimero de agallas por planta en los 3
cultivares evaluados, excepto los aislamientos IBUN Pfl 063, 092, 093 y 098, quienes no
ejercieron un efecto restrictivo en la expresion de sintomas a en las raices de las plantas
evaluadas. Ademas fue evidente la respuesta dependiente entre los aislamientos de

Pseudomonas y el cultivar en términos de su capacidad de control.

Es asi como en DC cabe resaltar el potencial de los aislamientos IBUN Pfl 051, 090, 097,

104 y 108, ya que redujeron el numero de agallas entre 26% y 65%, teniendo en cuenta
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ademas que de los tres cultivares evaluados fue el segundo que presentd mayor cantidad de
agallas a nivel de raiz para el control positivo y que el cultivar es susceptible a nivel de raiz
para Sss (Catalogo de variedades, Grupo de investigacion en papa), de manera que a pesar
de la alta susceptibilidad a la enfermedad estos aislamientos redujeron la expresion de

sintomas, convirtiéndose en agentes potenciales para el control de SsS para este cultivar.

Para el cultivar PS los aislamientos IBUN Pfl 002, 051, 090, 104 y 108, redujeron el
numero de agallas entre 20 y 33%, siendo niveles de control inferiores a los obtenidos para
DC pero no menos importantes, respuesta que puede obedecer a la susceptibilidad del
cultivar frente al protozoo bajo las condiciones de estudio, recordando que el control
positivo presentd el mayor nimero de agallas respecto a los controles de PP y DC, lo que

pudo determinar el potencial antagonista de los aislamientos bacterianos.

IBUN P11l 108, fue el Unico de los aislamientos con actividad biocontroladora contra Sss
para los tres cultivares S. tuberosum, resultado que cobra importancia porque permite
considerar a este aislamiento como un posible agente potencial para el manejo de la
enfermedad independiente del hospedero, caracteristica esencial para escoger un

microorganismo de amplio espectro para el control del protozoo.

La informacidon obtenida también muestra diferencias de la actividad supresora de los
aislamientos de Pseudomonas frente al parasito entre S. phureja y S. tuberosum. Es asi
como el aislamiento IBUN Pfl 002 reduce la expresion de agallas en raiz en més de un 70%
para en S. phureja, mientras que no tiene ningun potencial de manejo en DC ni PP y
alrededor de un 25% en PS, comportamiento similar se presentd con el aislamiento IBUN
Pf1 092, considerado con potencial para el control de Sss en S. phureja bajo las condiciones
de este estudio pero sin actividad biocontroladora para ninguno de los cultivares evaluados
de S. tuberosum, hecho que posiblemente esté relacionado con el genotipo caracteristico de
cada especie. Este tipo de respuestas dependientes del hospedero se refleja en diferentes
tipos de ensayos, por ejemplo en una evaluacion donde emplearon la cepa P. fluorescens E6

para la inoculacién de semillas de tres diferentes especies de plantas ornamentales de la
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familia Asteraceae hubo efecto de promocion de crecimiento sobre dos de ellas, mientras

para una de ellas se presentd reduccion de la tasa de crecimiento (Yuen y Schroth, 1986).

Estos resultados también pueden estar asociados con el origen de los aislamientos
bacterianos, estudios como los de Berg et al. (2002) sugieren que la actividad antagonista y
diversidad de las poblaciones rizosféricas es dependiente de la especie de planta de donde
fueron aisladas, existiendo una estrecha relacion con el tipo de exudados liberados por la
especie hospedera, compuestos que determinan en gran medida la interaccion con los

agentes microbianos (Rudrappa et al., 2008).

La relacion del numero de agallas por planta para el material S. phureja respecto a PP, DC
y PS fue 1.0 : 2.2 : 4.2 : 6.5 respectivamente, de manera que la cantidad de nodulaciones en
el cv. criolla Colombia fue menor comparada con las plantas de los cultivares de S.
tuberosum, sugiriendo que bajo las condiciones de los ensayos establecidos el cv. criolla
Colombia es menos susceptible a Sss comparado con los cultivares PP, DC y PS, en
términos de la expresion de sintomas en raiz. Este evento se puede observar con claridad en
los diagramas de caja y bigote, tanto para el comportamiento entre especies como entre los

cultivares de la misma especie en el caso de S. tuberosum.

Respecto a los ensayos hechos en el sistema hidroponico, también se observaron diferentes
comportamientos frente a SSS dependientes del aislamiento bacteriano. De manera que hubo
aislamientos con capacidad antagonista contra SsS, asi como Pseudomonas que no tuvieron
ningln tipo de efecto y otros que al parecer estimularon la formacién de agallas, esta
respuesta puede estar relacionada con la acumulaciéon de compuestos como el 2.4-
diacetilfloroglucinol que en altas concentraciones puede generar efectos fitotoxicos (Haas y
Défago, 2005) afectando fisiolégicamente las plantas y por ende su susceptibilidad ante la
presencia de un pardsito como SSS. Los resultados obtenidos en el bioensayo de dosis de
respuesta sugieren ademas que la capacidad biocontroladora de los aislamientos bacterianos

responde a la cantidad de inoculo del patégeno bajo la cual esté expuesto el hospedero.
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De otra parte, se pudo determinar, bajo las dos condiciones evaluadas, que el aislamiento
IBUN Pfl 063 no tuvo actividad biocontroladora control contra Sss. Hecho que puede estar
relacionado con la carente actividad antagonica a nivel in vitro contra RS en la prueba de
compuestos difusibles en agua, lo que puede sugerir que este aislamiento no tiene la
capacidad de producir algin tipo de antibidtico (Haas y Keel, 2003) que contrarreste la
actividad de Sss en las plantas de papa evaluadas. Inicialmente este aislamiento fue
seleccionado porque ademas de tener la capacidad de restringir el crecimiento de RS de
acuerdo a las pruebas de produccion de compuestos voldtiles, en trabajos como el de
Bautista (2007) y Lara (2007) se comprobd su efecto promotor sobre el crecimiento

vegetal.

La capacidad de los aislamientos que presentaron actividad biocontroladora contra Sss pudo
estar relacionada con la produccién de otro tipo de metabolitos que no fueron evaluados en
el presente estudio. Es asi como la produccion de antibidticos como el floroglucinol,
compuesto comunmente producido por microorganismo como las Pseudomonas spp. ha
sido reportado como inhibidor de las zoosporas de Pythium spp. (Haas y Défago, 2005),
fitopatogeno de suelo que afecta el cultivo de trigo. Raaijmakers et al. (1999) demostraron
que la produccion de 2,4-Diacetilfloroglucinol por Pseudomonas spp. fluorecentes, es un
componente esencial para el control bioldgico que opera en suelos supresivos de pudricion

de raiz en trigo.

Adicionalmente, esta actividad también podria estar regulada por la accion de
biosurfactantes, principalmente compuestos como los ramnolipidos, que por su
caracteristica anfifilica puede actuar y destruir la membrana de las zoosporas (D’aes et al.,
2009). Este tipo de compuestos quimicos pueden ser producidos por diferentes géneros de
bacterias como Bacillus, Rhodococus y los relacionados con este estudio, Pseudomonas;
microorganismos que se identificaron por su potencial para el control del grupo de agentes
fitopatogenos productores de zooporas, grupo dentro del cual se encuentran organismos de
la clase Oomycetes, Chytridiomycetes y Plasmodiophoromycetes donde se ubica el género
Spongospora (Stanghellini y Miller, 1997). Igualmente Nielsen et al. (2002) sefiala que la
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produccion de este tipo de metabolitos son un rasgo comun relacionado con Pseudomonas

fluorescentes asociadas a las raices.

Asi como los biosurfactantes se han considerado como compuestos benéficos para el
control de enfermedades una vez que causan efectos deletéreos sobre estructuras infectivas
como las zoosporas, se ha planteado el efecto que pueden tener en patogénesis de plantas
relacionado con un aumento del acceso fisico en términos de permeabilidad en la superficie
de las plantas frente a la presencia de enzimas degradadoras de pared celular (D’aes et
al.,2009) factor que debe ser considerado, teniendo en cuenta que una vez se alteren las
caracteristicas estructurales de las células radicales la planta puede ser mas vulnerable a la

penetracion y por tanto a la infeccidn, en este caso de Sss.

De otra parte, haciendo referencia a los resultados obtenidos para el control quimico
empleado en los diferentes bioensayos que correspondi6 a Pulsor” cuyo ingrediente activo
es Thifluzamide, empleado cominmente al momento de siembra mediante la aplicacion a
semilla en cultivos de papa para el control de R. solani, no mostr6é ningtin nivel de control
contra S. subterranea, respuesta que se suma a los resultados obtenidos por Garcia et al.
(2006) en Colombia, con seis moléculas quimicas diferentes y a los de Falloon et al. (1996)
en Nueva Zelanda, confirmando la falta de alternativas de control quimico para este

fitopatogeno.

Considerando estos resultados de ineficiencia de moléculas quimicas para el control de Sss,
asi como las practicas de manejo actuales sugeridas para el manejo de la enfermedad como
lo son el uso de semilla certificada, manejo del agua, periodos prolongados de descanso de
los terrenos de siembra (Jan et al., 2002) que no han sido lo suficientemente contundentes
para el manejo de SssS y la dificultad de manejo dada por la biologia del patégeno, permiten
resaltar la gran importancia de los resultados obtenidos en el presente estudio haciendo uso
de agentes biocontroladores del tipo Pseudomonas spp. quienes inciden sobre la cantidad
de agallas formadas en la raiz restringiendo la cantidad de indculo producido y por ende el
liberado al suelo. Estrategia que pudiese ser considerada entonces como parte fundamental

en el manejo integrado de Sss en los cultivos de papa.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos bajo el sistema de hidroponia notan de importancia, ya que hasta
donde la revision de literatura permite afirmar, se adaptd por primera vez en Colombia un
protocolo que permite el desarrollo de la enfermedad Sss hasta la formacion de agallas bajo
condiciones de laboratorio, lo cual lo convierte en una herramienta util para adelantar
investigaciones ya sea de biologia del patogeno, como para evaluar otras estrategias de
manejo (biologicas, quimicas) y/o avanzar en los programas de fitomejoramiento para la

seleccion de variedades resistentes.

Los aislamientos IBUN Pfl 002 y 092 se destacaron por su capacidad biocontroladora
contra Sss particularmente en el cultivar criolla Colombia, hecho que se observd en las
pruebas de invernadero, con niveles de reduccion de enfermedad de hasta un 76 y 53%,
respectivamente, potencial que fue similar para las dos pruebas realizadas con cada uno de

los aislamientos de Pseudomonas.

En el caso de S. tuberosum los aislamientos IBUN Pfl 051, 090, 097, 104 y 108 para el
cultivar DC, alcanzaron niveles de control entre 26 y 68%, dependiente del aislamiento
empleado. Mientras para PS los aislamientos IBUN Pfl 002, 051, 090, 104 y 108 incidieron
sobre la formacion de agallas con niveles de control entre 15 y 34%, igualmente

dependiente del aislamiento bacteriano.

El aislamiento IBUN Pfl 108 se destacé por ser el Unico aislamiento con actividad
biocontroladora en los tres cultivares evaluados de S. tuberosum y también por ser el
aislamiento de mayor potencial en terminos de restriccion sobre la formacion de agallas en

raiz en las pruebas del sistema hidroponico.
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Se identificd un comportamiento diferencial entre los aislamientos de Pseudomonas spp.
frente al potencial antagonista para el control de Sss en plantas de papa, es decir, que los
resultados obtenidos con cada uno de los aislamientos bacterianos fue dependiente de la

especie en la que se evaluaron, sugiriendo un comportamiento genotipo-especifico.

Es resaltar que si bien los niveles de reduccion sobre la expresion de sintomas logrados en
las pruebas bajo invernadero oscilan entre el 20 y el 76%, dependiendo de la especie
hospedera y del aislamiento de Pseudomonas spp. evaluado, estos niveles de control
obtenidos son valores muy importantes toda vez que no existe actualmente una alternativa

contundente para el manejo de Sss.

Es asi como el uso de controladores bioldgicos, particularmente los aislamientos de
Pseudomonas IBUN Pfl 002 para S. phureja (cv. criolla Colombia), IBUN Pfl 051 para DC
e IBUN Pfl 108 para los cultivares PP y PS, puede ser considerados como una propuesta
para apoyar el manejo integrado de Sss en el cultivo de papa, cuya contribucion bajo los
resultados obtenidos en este estudio seria disminuir la cantidad de inoculo del protozoo

proveniente de agallas una vez liberados los quistosoros en el suelo.
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RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos bajo los dos sistemas de evaluados permitieron determinar el
potencial biocontrolador de los aislamientos de Pseudomonas spp. seleccionados contra Sss
en plantas de papa, por lo cual se recomienda continuar con este tipo de ensayos en planta
bajo condiciones de invernadero y campo, empleando los aislamientos que mostraron los

mejores resultados en esta investigacion.

Se propone indagar sobre los mecanismos de accion de Pseudomonas spp. que determinan
su capacidad de control contra Sss, identificando la produccion de metabolitos secundarios

potenciales como los biosurfactantes u otro tipo de metabolitos.

Seria interesante y oportuno evaluar las interacciones a nivel molecular que se generan en
la triada planta, Sss y Pseudomonas spp. con el fin de conocer la expresion diferencial de
genes de acuerdo a la capacidad controladora o no por parte de las Pseudomonas y el
cultivar evaluado. Asi como determinar si hay efectos de induccion de resistencia por parte
de los microorganismos bacterianos sobre la planta de papa que active su capacidad de

defensa.
Es oportuno realizar ensayos de dosis de respuesta empleando diferentes concentraciones

tanto del indculo de Sss como de los aislamientos de Pseudomonas, con el fin de obtener

mayor precision respecto al potencial de control de los agentes de biocontrol.
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ANEXOS

ANEXO 1. Aislamientos seleccionados y procedencia.

AISLAMIENTO | MATERIAL | ZONA

IBUN Pf1 002 Pastusa Saboya
IBUN P11 051 Pastusa Tausa
IBUN Pf1 063 Pastusa Cogua
IBUN P11 090 Pastusa Motavita
IBUN P11 092 Pastusa Motavita
IBUN P11 093 Pastusa Motavita

IBUN P11 097 Parda Pastusa | Motavita

IBUN P11 098 Parda Pastusa | Motavita

IBUN Pfl 104 Pastusa Motavita

IBUN P11 108 Parda Pastusa | Motavita
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ANEXO 2. COMPOSICION MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES.

Agar Luria-Betani (LB)

Reactivo Cantidad (g L™)
Triptona 10
Cloruro de sodio 10
Agar bacteriologico 10
Extracto de levadura 5
Medio Guerna
Reactivo Cantidad por 100mL
Tripticasa de soya 3.13¢g
Glucosa 0.52¢g
Leche en polvo descremada 2.07¢g
Glicerol al 87% 4,15mL
Medio Inductor de HCN
Reactivo Cantidad (g L™)
Tripticasa de soya 30
Glicina 4.4
Agar bacterioldgico 15
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Agar Papa Dextrosa (PDA)

Reactivo | Cantidad (g L™)
Agar PDA 39.1

Solucion Nutritiva Hoagland

Solucién Cantidad (mL L™)
1M KH,PO4 1
IM KNOs3 5
IM Ca(NOs) 5
IM MgSOg4 2
Fe-EDTA 1
Solucioén stock microelementos 1

Solucion stock microelementos | Cantidad (%)
H;BO; 0.286
MnCl, 4H,0 0.181
ZnSO4 7H,0 0.022
CuSO4 5H,0 0.008
H>Mo0O4 H,0 0.002
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ANEXO 3. SINTOMATOLOGIA A NIVEL DE RAIZ EN PLANTULAS in vitro
PARDA PASTUSA. BIOENSAYO BAJO CONDICIONES CONTROLADAS EN UN
SISTEMA HIDROPONICO.
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ANEXO 4. ANALISIS ESTADISTICO

Bioensayos Sistema Hidropodnico bajo condiciones controladas.

Bioensayo 1

Kruskal-wallis

TRAT
51

63

90

93

C+
Total

Kruskal-Wallis
P-Value, Using

Parametric AQOV

Mean
Rank
25.
23.
31.

9.
13.
21.

OrRPLP~N0O

One-Way Nonparametric AOV for AGALLAS by TRAT

Sample
Size

8

9

10

8

7

42

Statistic 19.3029
Chi-Squared Approximation 0.0007

Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 4 2904 .38 726.095 8.23 0.0001
Within 37 3264.62 88.233

Total 41 6169.00

Total number of values that were tied 6

Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 42 Missing Cases 8

Bioensayo 2

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample

TRAT Rank Size

2 26.9 10

92 32.3 10

97 18.6 10

98 23.6 10

C+ 26.2 10

Total 25.5 50
Kruskal-Wallis Statistic 4.7474

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.3142

Parametric AOV Applied to Ranks
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Source DF SS MS F
Between 4 1007.9 251.987 1.21
Within 45 9395.5 208.790

Total 49 10403.5

Total number of values that were tied 21
Max. diff. allowed between ties 0.00001

0.3211

Cases Included 50 Missing Cases O

Bioensayo 3

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AQV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample
TRAT Rank Size
C+ 23.8 10
104 16.9 10
108 5.8 10
Total 15.5 30
Kruskal-Wallis Statistic 21.3502
P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0000
Parametric AOV Applied to Ranks
Source DF SS MS F P
Between 2 1631.45 815.725 37.7 0.0000
Within 27 584 .55 21.650
Total 29 2216.00
Total number of values that were tied 16
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 30 Missing Cases O

Bioensayos bajo invernadero en Solanum phureja cultivar Colombia.

Repeticion 1 Bioensayo 2

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for AGALLAS by TRATAMIEN

Mean Sample

TRATAMIEN Rank Size
2 17.7 7

90 20.0 8

92 21.2 7

C+ 28.4 7

C- 5.0 7

Total 18.5 36
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Kruskal-Wallis Statistic 18.5829
P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0009

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 4 2029.79 507.446 8.77 0.0001
Within 31 1793.21 57.846

Total 35 3823.00

Total number of values that were tied 17
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 36 Missing Cases 4
Repeticion 1 Bioensayo 3
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AQV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample
TRAT Rank Size

63 32.1 8
98 18.0 4
C+ 23.6 7
104 32.7 7
108 23.6 14
C- 4.5 6
Total 23.5 46
Kruskal-Wallis Statistic 19.3069

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0017
Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 5 3476.75 695.350 6.01 0.0003
Within 40 4626.75 115.669

Total 45  8103.50

Total number of values that were tied 16
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 46 Missing Cases 9

Repeticion 2 Bioensayo 1
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample
TRAT Rank Size

2 23.3 8
51 27.4 8
90 27.9 8
92 20.3 8
C+ 30.4 7
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C- 15.5 8
Total 24.0 47

Kruskal-Wallis Statistic 6.5009
P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.2605

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 5 1195.74 239.147 1.35 0.2632
Within 41 7265.26 177.202

Total 46 8461.00

Total number of values that were tied 23
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 47 Missing Cases 1

Repeticién 2 Bioensayo 2

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AQOV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample
TRAT Rank Size

93 19.6 7
97 17.3 8
C+ 18.3 7
C- 4.5 7
Total 15.0 29
Kruskal-Wallis Statistic 14.3802

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0024
Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 3 1038.71 346.238 8.80 0.0004
Within 25 983.79 39.351

Total 28 2022.50

Total number of values that were tied 14
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 29 Missing Cases 2

Repeticion 2 Bioensayo 3
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AQOV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample
TRAT Rank Size

98 27.7 8
C+ 27.5 6
104 26.8 8
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108 21.0 8
C- 10.4 8
CQ 28.6 8
Total 23.5 46
Kruskal-Wallis Statistic 10.8389

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0547
Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 5 1945.94  389.188 2.54 0.0436
Within 40 6133.06 153.327

Total 45  8079.00

Total number of values that were tied 29
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 46 Missing Cases 1

Bioensayos bajo invernadero en Solanum tuberosum cultivar Diacol Capiro

Bioensayo 1

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AQV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample
TRAT Rank Size

51 11.2 7
97 13.5 7
C+ 20.0 7
C- 3.0 4
Total 13.0 25
Kruskal-Wallis Statistic 14.2877

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0025

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 3 767.07  255.690 10.3  0.0002
Within 21 521.43 24.830

Total 24  1288.50

Total number of values that were tied 11
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 25 Missing Cases 7
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Bioensayo 2

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AQV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample
TRAT Rank Size

2 21.7 6

90 9.3 8

92 23.6 7

C+ 16.7 5

C- 3.0 4

Total 15.5 30
Kruskal-Wallis Statistic 21.0880

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0003
Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 4 1622.68 405.671 16.7 0.0000
Within 25 608.82 24.353

Total 29 2231.50

Total number of values that were tied 13
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 30 Missing Cases 9

Bioensayo 3

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AQOV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample
TRAT Rank Size

63 36.8 8
93 34.6 8
C+ 44 .3 6
104 20.3 8
108 18.8 8
C- 4.5 8
CQ 37.6 8
Total 27.5 54
Kruskal-Wallis Statistic 35.8242

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0000

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 6 8834.7 1472 .45 16.3 0.0000
Within 47 4235.8 90.12

Total 53 13070.5

Total number of values that were tied 23
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Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 54 Missing

Bioensayos bajo invernadero en Solanum tuberosum cultivar Parda Pastusa

Bioensayo 1

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample
TRAT Rank Size

2 30.1 8

92 25.1 8

97 23.1 8

98 22.7 6

C+ 21.7 7

C- 15.0 8

Total 23.0 45
Kruskal-Wallis Statistic 5.6072

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.3463
Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 5 966.61  193.323 1.14 0.3562
Within 39 6618.39 169.702

Total 44  7585.00

Total number of values that were tied 15
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 45 Missing Cases 1

Bioensayo 2

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample
TRAT Rank Size

63 31.1 8
93 38.6 8
C+ 29.5 8
104 32.5 8
108 25.4 8
C- 5.0 8
CcQ 37.5 8
Total 28.5 56
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Kruskal-Wallis Statistic 23.2150
P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0007

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 6 6142.7 1023.78 5.96 0.0001
Within 49 8410.3 171.64

Total 55  14553.0

Total number of values that were tied 36
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 56 Missing Cases O

Bioensayos bajo invernadero en Solanum tuberosum cultivar Pastusa Suprema

Bioensayo 1

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample
TRAT Rank Size

63 40.3 8
90 31.4 6
93 34.5 8
C+ 41.2 8
104 18.9 8
108 23.1 6
C- 4.5 8
CQ 448 6
Total 29.5 58
Kruskal-Wallis Statistic 34.4331

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0000

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 7 9789.6  1398.51 10.9 0.0000
Within 50 6415.9 128.32

Total 57 16205.5

Total number of values that were tied 31
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 58 Missing Cases 6
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Bioensayo 2

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for AGALLAS by TRAT

Mean Sample
TRAT Rank Size

2 25.4 8

51 29.4 8

92 41.1 8

97 42 .6 8

98 42 .7 8

C+ 37.6 8

C- 5.1 8

CQ 36.1 8

Total 32.5 64
Kruskal-Wallis Statistic 26.0337

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0005

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 7 9023.4  1289.05 5.63 0.0001
Within 56 12812.6 228.80

Total 63 21836.0

Total number of values that were tied 16
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 64 Missing Cases O
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