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Resumen

Rhizoctonia solani GA-3 es un hongo patégeno de suelo importante en cultivos de papa.
Causa reducciones y pérdidas en el tamafio y el numero de tubérculos disminuyendo su
calidad. Esta investigacion se realizé con el fin de evaluar una posible estrategia de
manejo del patégeno utilizando el proceso de biofumigacion con glucosinolatos y los
productos de hidrdlisis de los cubios. Se evaluod en laboratorio el efecto de 65 accesiones
de cubios (Tropaeolum tuberosum) sobre el patégeno utilizando suelo con antecedentes
de presencia de la enfermedad, colectado en el municipio de Zipaquira, Cundinamarca.
Se mezcld 0.1 g de cubio liofilizado con 100 g de suelo y se cuantificd la densidad de
hifas de R. solani ocho dias después de la incorporacion de los cubios mediante el uso
de palillos de madera estériles como soporte para aislar el hongo. A partir de los
resultados anteriores se realizd6 un ensayo en invernadero con ocho accesiones de
cubios (Ttun 5, 19, 30, 54, 56, 61, 62 y 69), las cuales fueron seleccionadas con el fin de
evaluar el efecto sobre la severidad e incidencia de la enfermedad causada por R. solani.
Para esto se cuantifico el patégeno, ademas de otras poblaciones microbianas
(pseudomonads fluorescentes, Trichoderma sp., bacterias totales y hongos totales) y se
evalud la lesion en tallo y estolon. Se selecciond la accesion Ttun 5 de cubios por su
mayor efecto sobre las hifas del patégeno y sobre la incidencia y severidad de la
enfermedad, demostrando su potencial como biofumigante. A partir de los ensayos de
invernadero se tomaron muestras de suelo y se estimod la densidad de la poblacién de R.
solani GA-3 y Pseudomonas sp. por PCR cuantitativa en tiempo real obteniendo bajas
concentraciones en el suelo.

Palabras clave: Solanum tuberosum L., rhizoctoniasis, enmienda bioldgica,
isotiocianatos, PCR tiempo real, sonda TagMan.
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Abstract

Rhizoctonia solani AG-3 is an important soil-borne pathogen in potato crops. The fungi
causes reductions and losses in the size and numbers of tubers diminishing crop yield
quality. This research was conducted to evaluate a possible management strategy of the
pathogen using a biofumigation process with glucosinolates and hydrolysis products of
cubios. In the laboratory, the experiment evaluated the effect of 65 accesions of cubio
(Tropaeolum tuberosum) on the pathogen using soil from the town of Zipaquira,
Cundinamarca with a history of occurrence of the disease. We mixed 0,1 g lyophilized
cubio with 100 g of soil and we quantified the density of hyphae of R. solani eight days
after the incorporation of cubios using sterile wooden toothpicks as support to isolate the
fungus. Based on the previous results, we performed an assay in a greenhouse with eight
accessions of cubios (Ttun5, 19, 30, 54, 56, 61, 62 and 69), which were selected to
assess the impact on the severity and incidences of disease caused by R.solani, we
quantified the pathogen, in addition to other microbial populations (fluorescent
pseudomonads, Trichoderma sp., total bacteria and total fingi) and evaluated the damage
to stem and stolon. We selected the accession Ttun 5 of cubios its greater effect on
hyphae of the pathogen, and effect on incidence and severity of the disease, this showed
the potential of the method as bio-fumigant. Based on the greenhouse trials, we took soil
samples and estimated the population density of R.solani GA-3 and Pseudomonas sp. by
real-time PCR and we obtained low concentrations in soil.

Keywords: Solanum tuberosum L., rhizoctoniasis, amendment biological, isothiocyanate
real-time PCR, TagMan probe.
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Introduccion

La papa (Solanum tuberosum L.) se distribuye a lo largo del continente americano, desde
el suroeste de Estados Unidos hasta Chile, Argentina y Uruguay, se considera uno de
vegetales mas productivos que se cultiva en el mundo, y provee la mayor fuente de
nutricion e ingreso para muchas sociedades (Rodriguez, 2009). Ocupa un lugar
importante en la agricultura, economia y seguridad alimentaria, situandose en el cuarto
lugar de los cultivos o alimentos que sustentan la nutricion a nivel mundial, después del
maiz, el trigo y el arroz (Rodriguez, 2009). El principal pais productor es China con 74.7
millones de toneladas durante el 2010 (FAO, 2012).

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura para
el 2010, el cultivo de papa en América del sur es liderado por Brasil, el cual ocupa el
puesto numero 17 en la produccién mundial con 3.5 millones de toneladas seguido por
Peru con 3.3 millones de toneladas y en tercer lugar se encuentra Colombia con una
produccion de 2.1 millones de toneladas, un area cosechada de 141.967 ha, y un
rendimiento de 149.463 hectogramos/ha (FAO, 2012). Los principales departamentos
productores son Cundinamarca (35%), Boyaca (30%), Narifio (15%) y Antioquia (10%)
(Villareal et al., 2007).

La papa presenta algunas plagas y enfermedades de importancia econémica causadas
por insectos, bacterias, hongos y virus. Las principales enfermedades causadas por
bacterias son pudricién blanda (Erwinia carotovora) y marchitez temprana (Ralstonia
solanacearum); entre las enfermedades por hongos se reconoce el tizén tardio que es
causado por Phytophthora infestans, la sarna polvosa causada por Spongospora
subterranea y Rhizoctonia solani Kihn que causa la enfermedad ‘“rhizoctoniasis” o
“Costra Negra”; finalmente de los virus de mayor importancia en este cultivo se encuentra
el virus del amarillamiento de venas de la papa (PYVV).

R. solani es un hongo que presenta diferentes grupos de anastomosis (Carling et al.,
2002), siendo que el GA-3 es el que se reporta principalmente en plantas de papa y es el
grupo mas asociado en causar rhizoctoniasis (Bains & Bisht, 1995; Brewer & Larkin,
2005). La enfermedad causada por el patégeno R. solani consiste en lesiones de tallo,
brotes, raices y estolones (Brewer & Larkin, 2005). Esta enfermedad se caracteriza por la
formacion de esclerocios, estructuras de resistencia que permiten la sobrevivencia del
hongo. Los danos de esta enfermedad, se presentan cuando la infeccién en plantula es
severa y cuando la formacion de esclerocios reduce la calidad y cantidad comercial de
los tubérculos y de tubérculos-semilla (Jeger et al., 1996; Tsror et al., 2001), ademas
reduce la densidad de plantas y por lo tanto el rendimiento del cultivo (Jeger et al., 1996).
Las pérdidas en cuanto a la produccion causada por la enfermedad conocida como
“rhizoctoniasis” o0 “Costra Negra” de la papa en Colombia han sido dificil de documentar
(Nustez 2002).



Debido a que existe un gran desconocimiento sobre esta enfermedad y sobre el manejo
del agente causal, se ha favorecido el aument6 de la diseminacion del patégeno a otras
zonas de produccion. Adicionalmente, porque este cultivo es de constante siembra,
origina un aumenté de la densidad del patdgeno en el suelo (Rodriguez et al., 2002).
Como estrategia de manejo de la enfermedad se han llevado a cabo diversas alternativas
de practicas culturales especialmente rotacion de cultivos (Secor & Gudmestad, 1999).
Larkin & Honeycutt (2006) evaluaron la rotacion de cultivos de frijol-canola, frijol-cebada,
maiz-canola y cultivo de papa continuo, y evidenciaron una notable reduccién de la
incidencia y severidad de la enfermedad en tallos y estolones y una mejor calidad del
tubérculo debido a la disminucién de indculo del patégeno.

El control biolégico es otra posibilidad de manejo que utiliza microorganismos
biocontroladores para reducir el indéculo del patégeno como alternativa ambiental y
ecolégica, y ademas pueden mejorar las propiedades fisicoquimicas y biolodgicas del
suelo. Trichoderma harzianum en combinacion con Bacillus subtilis han demostrado el
control de la rhizoctoniasis (Tsror et al., 2001; Brewer & Larkin, 2005). Sin embargo, la
mayoria de agricultores en Colombia tiene como principales estrategias el uso de semilla
sana y el empleo de plaguicidas como tratamiento de la semilla (Nustez, 2002). Esta
ultima es una practica que tiene limitaciones de uso por la tendencia de la agricultura
actual hacia la implementacion de las Buenas Practicas Agricolas (BPA), las cuales son
un conjunto de normas, recomendaciones y técnicas orientadas a asegurar la proteccién
de la salud humana y el medio ambiente.

Una alternativa de manejo como componente de las BPA es el proceso de biofumigacion
que tiene como funcién suprimir plagas y patégenos (Brown & Morra, 1997; Larkin &
Griffin, 2007), a través de la liberacion de isotiocianatos (ITC), productos de hidrdlisis de
los glucosinolatos (GLS) por la accidon de la enzima mirosinasa causando un efecto
biocida (Gimsing & Kirkegaard, 2006; Gimsing & Kirkegaard, 2009). Desde que los
isotiocianatos son biologicamente activos, han sido extensamente usados como
fumigantes de amplio espectro, por lo tanto existe una relacion légica y un impulso a la
idea de aprovechar y desarrollar aun mas una fuente biolégica de los isotiocianatos para
suprimir plagas de suelo y enfermedades (Matthiessen & Kikegaard, 2006).

Los isotiocianatos son toxicos para muchos organismos, principalmente han sido muy
exitosos en la reduccién de hongos patdgenos de suelo (Brown & Morra, 1997;
Kirkegaard & Sarwar, 1999; Gimsing & Kirkegaard, 2009), nematodos, insectos (Brown &
Morra, 1997), y también se ha evaluado su efecto en el mejoramiento del rendimiento de
los cultivos (McGuire, 2004). Este proceso de biofumigacion permite el control biolégico
de patogenos del suelo y contribuye al empleo de controles ecoldgicos que favorezcan el
medio ambiente y reduzcan costos de produccién, reemplazando los plaguicidas de
sintesis quimica y ademas como valor agregado, puede contribuir como materia organica
al cultivo (Matthiessen & Kirkegaard, 2006).

La concentracién de GLS y la produccion de diferentes formas de ITC varia entre las
especies e incluso entre los cultivares de las mismas especies, y también se ve afectado
por el desarrollo de la planta (Larkin & Griffin, 2007). Los GLS se encuentran
principalmente en especies de Brassica, sin embargo en tubérculos andinos como los
cubios (Tropaeolum tuberosum) miembro de la familia Tropaeolaceae que se cultiva en
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Peru, Ecuador, Bolivia, Venezuela y Colombia se han encontrado este tipo de
compuestos de azufre (Chirinos et al, 2007). Por lo tanto existe una posibilidad que indica
gue la presencia de estos metabolitos secundarios en los cubios puedan ser utilizados
como una estrategia de manejo de la enfermedad de rhizoctoniasis en papa, debido a su
efecto antimicrobiano, ademas por ser un método alternativo que es amigable con el
ambiente (Gimsing & Kirkegaard, 2009).

La Universidad Nacional de Colombia cuenta con una Coleccién Central de cubios que
esta compuesta por 65 accesiones tomadas de diferentes zonas del pais, las cuales han
sido caracterizadas fenotipicamente y genotipicamente (Pifieros & Nustez, 2004) y
cuantificadas en el contenido total de GLS empleando la reduccién del ién ferricianuro
(Arias & Higuera, 2011), en donde se establecié que en las accesiones estudiadas este
varia entre 1,20 y 30,40 pmoles/g de cubio seco, siendo mayor para la accesién Ttun 30
y menor para la accesiéon Ttun 37 indicando que la primera presenta un mayor potencial
biofumigante por su cantidad de GLS (Arias & Higuera, 2011).

Por lo tanto el objetivo general de este trabajo es evaluar el potencial de liofilizados de
cubios para el manejo de la rhizoctoniasis en cultivo de papa mediante bioensayos en
laboratorio e invernadero y los especificos son cuantificar por métodos microbioldgicos el
efecto de cubios liofilizados en las poblaciones de Rhizoctonia solani, Trichoderma sp.,
pseudomonads fluorescentes y la microbiota de bacterias y hongos totales en suelo;
evaluar la incidencia y la severidad de la enfermedad en invernadero con y sin la
aplicacion de la accesion del cubio que mostré mejor resultado en la inhibicién del
crecimiento del patégeno durante los ensayos de laboratorio; evaluar un método
molecular para cuantificar R. solani a partir del mismo suelo usado en los métodos
microbioldgicos, y comparar ambas metodologias para cuantificaciéon del patégeno. Todo
esto permitira generar una estrategia de manejo de esta enfermedad en cultivos de papa.



1.Estado del Arte

1.1 Glucosinolatos

Los GLS son aniones organicos solubles en agua y estan presentes en las vacuolas de
las plantas e incluyen mas de 120 compuestos identificados (Fahey et al., 2001; Van
Dam et al., 2009). Quimicamente, como se observa en la Figura 1, son ésteres (Z)-N-
hidroximinosulfato o S-glucopiranosil tiohidroximatos. Poseen un atomo de azufre unido a
una B-D-glucopiranosa y una cadena lateral (R) sobre el carbono a del grupo imino.
(Fahey et al., 2001; Arias & Higuera, 2011).

La cadena lateral clasifica los GLS en tres clases de acuerdo a las propiedades quimicas
generales de los aminoacidos precursores (Tokuhisa et al., 2004). La divisidon consiste en
alifatico, aromatico e indol, los cuales pueden tener un impacto significante en la
actividad bioldgica del GLS y en varios de los productos de hidrdlisis (Gimsing &
Kirkegaard 2006). ElI GLS indol tiene cadenas laterales derivadas de triptéfano y esta
entre los mas extensamente distribuidos en la naturaleza (Agerbik et al., 2009). El
alifatico presenta una cadena recta de carbén derivada de metionina o cadenas
ramificadas de isoleucina, leucina o valina, y por ultimo el aromatico se deriva de
fenilalanina o tirosina (Tokuhisa et al., 2004).

Estos compuestos de sulfuro que son casi exclusivos de las familias del orden
Capparales: Tovariaceae, Resedaceae, Capparaceae, Moringaceae y Brassicaceae
(Brown & Morra, 1997; Matthiessen & Shackleton 2005) se clasifican en diez clases de
acuerdo a su estructura quimica (Tabla 1; Fahey et al., 2001).
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Figura 1. Estructura quimica general de los glucosinolatos (Fahey et al., 2001).
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Tabla 1. Clasificacion de los glucosinolatos de acuerdo a su estructura quimica y
su distribucion en diferentes familias de angiospermas. Adaptado de Fahey et al.

(2001).
Clase Estructura quimica Ejemplo de la Familia
estructura quimica
5 A i
A Cadenas Igterales que NN N Brassicaceae
contienen azufre Capparaceae
B Cadenas laterales PN Brassicaceae
alifaticas lineales Tropaeolaceae
C Cadena alifatica Brassicaceae
ramificada Euphorbiaceae
/\)\x Gyrostemonaceae
Moringaceae
Phytolaccaceae
Salvadoraceae
Tovariaceae
Tropaeolaceae
D Cadena olefinica = Brassicacea
ramificada lineal \[/V
E Cadena alifatica Brassicaceae
ramificada con 5 Bretschineideraceae
alcoholes Euphorbiaceae
Limnanthaceae
Moringaceae
Phytolaccaceae
Resedaceae
Tropaeolaceae

X, es la estructura central de los glucosinolatos.




Tabla 1. Continuacién. Clasificaciéon de los glucosinolatos de acuerdo a su
estructura quimica y su distribucion en diferentes familias de angiospermas.
Adaptado de Fahey et al. (2001).

Clase Estructura quimica Ejemplo de la Familia
estructura quimica

F Cadena alifatica con 0 Brassicaceae
cetona .—J'I\f“\.-'“
G Aromaticos Brassicaceae
Bretschineideraceae
" Caricaceae
Limnanthaceae
HyC Moringaceae

Pentadiplandraceae
Phytolaccaceae
Pitosporaceae
Resedaceae
Salvadoraceae
Tropaeolaceae

H w-hidroalquil o o Brassicaceae

benzoatos ©)Lo’\(:
I Indolicos o Brassicaceae,
A Bataceae
" Capparaceae
bee

Resedaceae

J Multi-glicosilado y otros Brassicaceae
- Moringaceae

Q
,,D__E«:L Resedaceae

X, es la estructura central de los glucosinolatos. Figura 1.

Igualmente los tallos contribuyen proporcionalmente mas a la biomasa total del cultivo
biofumigante que las raices y esto constituye una fuente importante del ITC. Por otro
lado, se ha encontrado que las concentraciones de GLS en tubérculos disminuye a
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medida que las etapas de desarrollo de la planta avanzan, pero el genotipo y el medio
ambiente también afectan esta tendencia (Mattner et al., 2008).

Estos compuestos son transformados por la enzima mirosinasa (R-tioglucosidasa
glucohidrolasa), una enzima que se encuentra en la planta o esta presente en el suelo
(Eylen et al., 2008; Gendy et al., 2010) y es la encargada de catalizar la hidrélisis de GLS
a diferentes productos dependiendo de las condiciones de la reaccion (Brown & Morra
1997; Laegdsmand et al., 2007). Los principales productos obtenidos de su hidrdlisis son
los nitrilos, oxazolidinetriones, tiocianatos e isotiocianatos (Figura 2) (Morra & Kirkegaard,
2002). Los isotiocianatos pueden ser utilizados para controlar plagas y patégenos del
suelo por su efecto biocida y mayor toxicidad mediante su incorporacion al suelo (Brown
& Morra, 1997; Kirkegaard & Sarwar, 1998; Gimsing & Kirkegaard, 2009). Esta reaccion
depende del tejido vegetal, del pH, temperatura y humedad del suelo (Kirkegaard &
Matthiessen, 2004; Gimsing & Kirkegaard, 2009).

= =] R—N—{—5 i1sotiocianato
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A

— - Oiros productos oe
Glucosirmolato Productos hidralisis
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Figura 2. Hidrolisis de los glucosinolatos. Productos de hidrélisis que pueden ser
formados dependiendo del glucosinolato especifico, presencia de enzimas (mirosinasa y
otras) y factores ambientales. Los isotiocianatos, nitrilos y tiocianatos son los que mas se
encuentran en el suelo. Adaptado de Gimsing & Kirkegaard (2009).

1.1.1 Sistema glucosinolato-mirosinasa

El sistema Glucosinolato-Mirosinasa esta involucrado en actividades biolégicas que
afectan a hongos, plantas, insectos, entre otros organismos. Este sistema tiene funciones
en la planta como defensa contra insectos, fitopatdégenos, regulacion de crecimiento y
potencialmente en el metabolismo del nitrégeno y del azufre (Bones & Rossifer, 1996).
Los GLS ocurren en plantas en conjugaciéon con una enzima hidrolitica (B-tioglucosidasa
glucohidrolasa), conocida comunmente como mirosinasa (Matthiessen & Kirkegaard,
2006).

La hidrdlisis de los GLS catalizada por la enzima implica inicialmente el rompimiento del
enlace tioglucosidico en donde se cede una D-glucosa y un inestable tiohidroximato-O-
sulfonato que espontdaneamente se reordena (Bones & Rossifer, 1996). Esta enzima
hidroliza los GLS formando una aglucona, que es inestable y se descompone de forma
espontanea en nitrilos, tiocianatos e ITC, y por otro lado forma una D-glucosa (Figura 2).



Los productos de hidrolisis dependen del tipo de cadena, pH, presencia de iones
ferrosos, otros cofactores y proteinas como la proteina epitioespecifica (Eylen et al.,
2006). Por ejemplo, en semillas de Brassica napus y otros miembros de Brassicaceae,
una proteina promueve la formacion de una clase de nitrilos, llamada proteina
epitioespecifica (ESP), la cual esta presente durante la hidrdlisis de alkenil glucosinolato
que lleva a la formacién de epitionitrilos (Lambrix et al., 2001). La interrupcion de la célula
como el corte o la coccion puede generar que la mirosinasa se desactive y no pueda
transformar los GLS en los productos con efecto biocida y asi mismo disminuye su
actividad (Eylen et al., 2008).

1.1.2 Adsorcion, hidrélisis y degradacién de glucosinolatos

El destino de los GLS en el suelo esta determinado por la solubilidad del agua y la falta
de grupos funcionales los cuales deben interactuar con las superficies reactivas en el
suelo. Los GLS son muy débiles para ser adsorbidos en todos los tipos de suelo, pero
son facilmente extraidos con agua y solventes hidrofilicos (Gimsing & Kirkegaard, 2009).
Segun Gimsing et al. (2007b) los GLS estan disponibles para la hidrélisis en todos los
tipos de suelo, por lo tanto la adsorcion se descarta como un obstaculo para la
biofumigacién. Los productos de hidrdlisis a partir de los GLS son isotiocianatos (ITC),
nitrilos, tiocianatos, epitionitrilos y oxazolidinetiones, los cuales varian dependiendo de la
especie de planta, sustitucion en la cadena lateral, el pH de la célula, la concentracién de
hierro de la célula, la temperatura y la humedad del suelo (Gimsing et al., 2007b; Gimsing
& Kirkegaard, 2009). Los productos de degradacion de muchos GLS son de interés
debido a su actividad biocida (Gimsing et al., 2007b; Gimsing & Kirkegaard, 2009),
mientras otros tiene atribuciones quimioprotectivas contra el cancer (Gendy et al., 2010).
La degradacion de los GLS puede ocurrir por la accién microbiana y una posterior
mineralizacioén, o bien por la lixiviacion a través del suelo (Figura 3).
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Figura 3. Destino de los glucosinolatos e isotiocianatos en el suelo. Adaptado de
Gimsing & Kirkegaard (2009).
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1.2 Isotiocianatos

Los ITC son uno de los productos de hidrélisis de los GLS, y son generalmente
considerados los productos de hidrolisis mas téxicos, por lo tanto la biofumigacion esta
concentrada principalmente en la formacion de este tipo de compuestos (Laegdsmand et
al., 2007). Estos ITC son generalmente de vida corta en el suelo, pero con un gran
potencial de actividad biocida. Normalmente sus maximos potenciales de liberacién
pueden ser estimados cuando se conocen las concentraciones, el tipo de glucosinolatos
en los tejidos de la planta y la respectiva cantidad de biomasa (Morra & Kirkegaard,
2002). Los ITC han mostrado actividad toxica contra una gran variedad de organismos
como insectos, nematodos, hongos y bacterias (Smith & Kirkegaard, 2002; Vaughn &
Berhow, 2005).

Diferentes ITC muestran una reactividad hacia los distintos organismos que depende de
la dosis aplicada (Gimsing et al., 2007b; Gimsing & Kirkegaard, 2009) e incluso otros
organismos que no son considerados como blancos pueden verse afectados por la
accion de estos compuestos (Rumberger & Marschner, 2003). Smith & Kirkegaard
(2002), evaluaron la actividad in vitro del 2- feniletilisotiocianato de canola sobre la
comunidad microbiana (hongos, oomicetes y bacterias), en donde se concluyd que este
compuesto afecta la estructura de la poblacién microbiana evaluada después de la
incorporacion y durante el crecimiento activo de las plantas, verificandose ademas que
las bacterias son generalmente mas tolerantes que los patégenos eucariotas. La
variabilidad en la sensibilidad al ITC fue alta entre algunos géneros como Trichoderma
sp., Aphanomyces, Gaeumannomyces, Phytophthora, Pythium y diferentes grupos de
anastomosis de Rhizoctonia solani (Smith & Kirkegaard, 2002).

1.2.1 Adsorcion, volatilizacién y degradacion de isotiocianatos

Los ITC son componentes lipofilicos con baja solubilidad en agua y deben ser adsorbidos
y degradados rapidamente en el suelo (Laegdsmand et al., 2007). Estos compuestos
pueden reaccionar con grupos nucleofilicos en el suelo, los cuales apuntan a un proceso
de biofumigacion, en el cual las reacciones ocurren con proteinas que son transmitidas
en el suelo por diferentes organismos. Igualmente pueden ser adsorbidos rapidamente
por la materia organica, la cual obstaculiza la lixiviacién pero también disminuye la
biodisponibilidad.

Estos compuestos pueden también ser degradados por microorganismos y mineralizados
6 finalmente volatilizados (Figura 4) (Gimsing & Kirkegaard, 2009). Por otra parte,
numerosas bacterias y hongos pueden descomponer residuos de col y generar
compuestos de azufre volatiles, principalmente basados en sulfuro, por lo tanto al
introducir este tipo de residuos en el suelo se generan diversos compuestos volatiles que
contienen sulfuro tales como dimetil sulfuro y dimetil disulfuro que pueden suprimir
algunos patdgenos de suelo, plagas y malezas (Pingxiang et al., 2010). La toxicidad de
los ITC y otros componentes relacionados a GLS es similar a la degradacién del producto
activo (metil isotiocianato) de fumigantes sintéticos como el Dazomet (Pingxiang et al.,
2010).
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1.3 Otros productos de hidrélisis

Los nitrilos y tiocianatos son otros productos de hidrolisis importantes que son
encontrados en el suelo. La formacién de nitrilo es generalmente favorecida por un pH
bajo y la presencia de hierro (Il), por lo que es posible que en suelos acidos con
condiciones secas y de baja actividad bioldgica predomine este tipo de compuestos
(Matthiessen & Kirkegaard, 2006), los cuales son de larga vida en el suelo y su pérdida
ocurre por degradacién y adsorcion. (Gimsing & Kirkegaard, 2009). Segun Rice y
colaboradores (2007) los tiocianatos son de gran importancia para la actividad supresora
en especies arvenses y porque no son tan facilmente degradados como los ITC, y su
efecto puede persistir. El tiocianato es un anién y por lo tanto se cree que es débilmente
adsorbido en el suelo, pero ha sido demostrado que desaparece en el suelo y esto se
debe a una degradacién microbiana (Gimsing & Kirkegaard, 2009).

1.4 EIl concepto de Biofumigacion

El concepto de biofumigacion tiene origen (~300 afios A.C.) con la documentacion de
Theophrastus que describia que “los olores” de la col causaban efectos perjudiciales
sobre las vifias (Mattner et al., 2008). La biofumigacion se refiere a una practica agricola
en donde se usan sustancias volatiles liberadas después de la incorporacion de material
vegetal fresco (abono verde) y/o material vegetal seco (Gimsing & Kirkegaard, 2009).

Cuando se incorpora plantas principalmente correspondiente a la familia Tovariaceae,
Resedaceae, Capparaceae, Moringaceae y Brassicaceae, que contienen metabolitos
secundarios que se conocen como glucosinolatos, se genera un efecto supresor de
plagas y patdégenos de suelo, el cual esta relacionado con la liberacion de productos de
hidrélisis a partir de GLS (Gimsing & Kirkegaard, 2009). Sin embargo, también puede
ocurrir una inhibicion que no esté relacionada con los ITC, esta supresién se considera
que puede generarse debido a la adicién de materia organica, la cual puede aumentar las
poblaciones de organismos antagonistas en el suelo, o aumentar los componentes
téxicos que no se obtienen a partir de los GLS (Mattner et al., 2008; Gimsing &
Kirkegaard, 2009).

La efectividad de los ITC se incrementa cuando se incorpora en un sistema de manejo
integrado, ya que se puede prolongar el efecto en el tiempo por medio de rotacion de
cultivos, variedades resistentes, solarizacion, y otras practicas culturales, como la época
y modo de siembra, labores, manejo de agua, cubiertas, empleo de agentes bioldgicos
de control e incluso baja dosis de pesticidas (Bello et al., 2003). El potencial de la
biofumigacion como componente de un manejo integrado de plagas ha sido demostrado
en varios sistemas agricolas (Gimsing & Kirkegaard, 2009).

La funcidon de la materia organica en la regulacion de los patégenos, mediante la accion
de los gases resultantes de los procesos de su biodescomposicién, es una alternativa
basada en los mismos principios que los fumigantes convencionales y fertilizantes
inorganicos. La unica diferencia es que los gases obtenidos son el resultado de la
biodescomposicion de la materia organica mediante el efecto biomejorador de los
organismos del suelo o aquellos que se encuentran asociados a las enmiendas organicas
(Matthiessen & Kirkegaard, 2006). La biofumigacion estimula la actividad microbiana en
el suelo actuando como biomejorador en el suelo (Bello et al., 2003). Los abonos verdes
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pueden ayudar en la produccién y en la calidad de cultivos comerciales generando
beneficios asociados a las propiedades estructurales del suelo (Gimsing & Kirkegaard,
2009). Cuando se agrega la materia organica, se produce una secuencia de cambios
microbiolégicos con una proliferacion de microorganismos, este incremento de la
actividad microbiana produce también un aumento6 de los niveles de enzimas en el suelo
(Bello et al., 2003).

El uso de compuestos naturales para el control de plagas y patégenos es una via que es
considerada deseable para reducir la dependencia en compuestos quimicos sintéticos
(Matthiessen & Shackleton, 2005), ademas porque los compuestos naturales han sido
considerados mas amigables con el medio ambiente (Gimsing & Kirkegaard, 2009). El
proceso de biofumigacién esta aumentando como una estrategia efectiva para el manejo
de enfermedades y control de patdgenos en diferentes cultivos (Motisi et al., 2009) como
papa (Larkin & Griffin, 2007), soya (Fayzalla et al., 2009), Brassica (Pingxiang & gilardi,
2010).

1.5 El cubio (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén)

Es un tubérculo andino cultivado por siglos en Peru, Bolivia, Ecuador; Venezuela y
Colombia (Chirinos et al., 2007). Es miembro de la familia Tropaeolaceae y es conocido
como isafiu (Aimara, Bolivia), cubio (Colombia), afiu, e isafio (Quechua en Peru y
Bolivia). Ocupa el cuarto lugar en importancia en la region Andina después de la papa,
oca y ulluco. Este cultivo es el menos popular debido a su sabor amargo causado por la
presencia de ITC liberados por la hidrdlisis de los GLS (Ortega et al.,, 2006). Sus
principales propiedades estan relacionadas con el contenido de GLS asi como el
contenidos de componentes fendlicos antioxidantes que son importantes para la salud
(Ortega et al., 2006; Chirinos et al., 2007).

Pifieros & Nustez (2004) clasificaron la colecciéon central de cubios de la Universidad
Nacional de Colombia de acuerdo a sus caracteristicas fenotipicas teniendo en cuenta la
variacion del cubio en el color del tubérculo, forma, caracteristicas de las yemas y color
de la pulpa. La piel de los tubérculos varia desde el blanco hasta el violeta-purpura muy
oscuro, pasando por el amarillo, naranja, rojo y rosado (Figura 4). La piel puede ser de un
solo tono o presentar manchas y rayas contrastantes con el apice. Esta coleccion fue
colectada en diferentes zonas del pais, especificamente en Guasca, Junin,
Lenguazaque, Paramo de Guerrero, Soacha y Ubaté en Cundinamarca; Chinquinquira,
Paipa, Saboya y Tunja en Boyacé (Pifieros & Nustez, 2004).

La especie Tropaeolum tuberosum presenta dos subespecies: 1) la especie cultivada
Tropaeolum tuberosum subespecie tuberosum y 2) la especie silvestre Tropaeolum
tuberosum subespecie silvestre, las cuales se comparan por sus diferencias
guimiotaxonomicas. Para la primera subespecie los compuestos quimicos principales son
p-metoxybenzil glucosinolato y N, N-di (methoxi-4-benzil) tiourea, mientras que para la
subespecie silvestre los compuestos son el benzil glucosinolato, 2—propil glucosinolato y
2-benzil glucosionolato (Pifieros & Nustez, 2004). Segun Fahey (2001) en la familia
Tropaeolaceae se han reportado ocho tipos de glucosinolatos (bencil, etil, 4-hidroxibencil,
2-hidroxil-2-metilpropil, 4-metoxibencil, 1- metiletil, 1-metilpropil y 2-metilpropil). En un
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estudio en la region de Cuzco, Peru, mediante el andlisis de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), se identificd y cuantificé dos diferentes tipos de GLS en accesiones
de cubios, y los principales GLS detectados fueron aromaticos: 4-Hidroxibencil GLS,
Bencil GLS, y Methoxibencil GLS. El total de la cantidad de GLS que encontraron en los
cubios estuvo en un rango de 0,27 a 50,75 micromoles por gramo (umol/g) de tejido seco
de cubio (Ortega et al., 2006).

Figura 4. Accesiones de cubios de la Coleccion Central de la Universidad Nacional de
Colombia. A, Accesion Ttun 14; B, Accesion Ttun 45; C, Accesion Ttun 31; D, Accesion
Ttun 25; E, Accesion Ttun 28; F, Accesidon Ttun 1; G,. Accesion Ttun 7; H, Accesidon Ttun
29.

1.6 La papa (Solanum tuberosum L.)

La papa como producto alimenticio presentd una fuerte expansion a nivel mundial,
situandose como el cuarto alimento basico, después del trigo, el arroz y el maiz. Es uno
de los alimentos mas importantes producidos y su expansién se deriva de la gran
capacidad de adaptacion a diferentes climas y sistemas de cultivo que presenta este
tubérculo, lo cual ha permitido el aumenté en su produccion y consumo (Espinal et al.,
2005). Solanum tuberosum L. juega un rol muy importante y significativo en el sistema
global de alimentacion, por su potencial nutricional y energético, encontrandose por esta
razon entre los diez productos alimenticios mas importantes en el mundo (Villareal et al.,
2007).

Actualmente, la papa cultivada es conocida colectivamente bajo el nombre de S.
tuberosum L, esta constituido por 190 especies silvestres que forman tubérculos
(Rodriguez, 2009). El principal pais productor es China con 74,7 millones de toneladas
durante el 2010 (FAO, 2010). En América latina, Brasil lidera la produccién ocupando el
puesto numero 17 en la produccién mundial con 3,5 millones de toneladas seguido por
Perd con 3,3 millones de toneladas y en tercer lugar se encuentra Colombia con una
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produccion de 2.121.880 toneladas, un area cosechada de 141.967 hectareas, y un
rendimiento de 149.463 hectogramos/hectarea (FAO, 2010).

En Colombia mas de 90.000 familias se dedican al cultivo de papa generandose en él, a
su vez, alrededor de 20 millones de jornales al afio (Villareal et al., 2007). Los principales
departamentos productores son Cundinamarca (35%), Boyaca (30%), Narifio (15%) y
Antioquia (10%), y el 10% restante se distribuye en las zonas altas e intermedias de los
departamentos de Caldas, Cauca, Norte de Santander, Quindio, Santander y Tolima
(Villareal et al., 2007). La papa es un cultivo de caracter transitorio del que se obtiene dos
cosechas al afio y la produccion comercial en Colombia se realiza entre los 2.000
m.s.n.m. hasta alcanzar zonas de paramo con alturas cercanas a los 3.500 m.s.n.m.
(Villareal et al., 2007). El 90% de la produccion comercial de papa se realiza en terrenos
de ladera y el 10% en suelos planos mecanizables (Espinal et al., 2005).

El manejo agrondmico tradicional que utilizan los pequefios productores de papa en el
pais, integra la preparacion de los suelos para la siembra con surcos. La siembra se
realiza antes de iniciarse la época de lluvias con el fin de aprovechar las aguas lluvia
para la germinacion y desarrollo del cultivo (Espinal et al., 2005). El aporque (acumular
suelo alrededor de los tallos de las plantas) se realiza aproximadamente dos meses
después de la siembra; treinta dias después de la siembra se aplican fungicidas con
frecuencia de siete a nueve dias; los insecticidas se aplican en el momento de la siembra
y antes de aporcar. Estas actividades varian de acuerdo a la regién y dependen de la
susceptibilidad de los cultivares sembrados y de la localizacion de los cultivos (Espinal et
al., 2005). Segun FEDEPAPA, en el pais existen mas de 30 variedades de papa
cultivadas pero tan solo 10 de ellas cuentan con importancia comercial, ademas existe un
amplio numero de materiales de papa mejorados en Colombia (Espinal et al., 2005). Las
variedades de mayor empleo en el pais son: Parda Pastusa, Diacol Capiro, ICA Puracé,
ICA Narifio y la Papa Criolla (Solanum phureja) (Villareal et al., 2007).

El cultivo de papa se ve afectado por nUmerosas enfermedades que son persistentes, lo
cual genera problemas en la produccion comercial del tubérculo reduciendo el vigor de la
planta, el rendimiento y la calidad del tubérculo (Larkin & Griffin. 2007). Es el cultivo que
mayor demanda hace en el pais de fungicidas e insecticidas y el segundo de fertilizantes
quimicos después del café (Villareal et al., 2007). Las principales plagas que afectan el
cultivo son la polilla guatemalteca (Tecia solanivora), el gusano blanco (Premnotrypes
vorax), chizas (varias especies) y el tiroteador (Naupactus sp.). Las enfermedades son
causadas por bacterias, hongos y virus. Entre las enfermedades se encuentra la
pudriciéon blanca (Erwinia carotovora), marchites temprana (Ralstonia solanacearum) y
sarna comun (Streptomyces scabies); hongos como: Sarna o rofia polvosa (Spongosopra
subterranea), Tizon tardio (Phytophthora infestans) y rhizoctoniasis o costra negra
(Rhizoctonia solani) y finalmente enfermedades virales como la del Potato Leafroll Virus
(PLRV) y Potato Yellow Vein Virus (PYVV) (Villareal et al., 2007).

1.6.1 Rhizoctonia solani Kihn

Rhizoctonia solani Kihn (telemorfo Thanatephorus cucumeris) es una de las especies
mas estudiadas dentro del género Rhizoctonia. El concepto actual de las especies
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estipula que los aislamientos de R. solani poseen caracteristicas como una hifa de
pigmentacion marrén, ramificacion cercana al septo distal de las células en la hifa
vegetativa joven, constriccidon de hifa y formacién de septo a una distancia corta del punto
de origen en la ramificacion de la hifa, septo doliporo (Figura 5), el cual se caracteriza por
presentar un poro dilatado en forma de barril situado en el centro de la pared septal y
células multinucleadas en la hifa vegetativa joven (Truter 2005, Ferrucho & Garcia,
2012). Las caracteristicas como células monilioides, esclerocio, hifas de 5 um de
didmetro, rapido crecimiento y patogenicidad estan usualmente presentes. Las
caracteristicas morfolégicas que no estan presentes incluyen las conexiones, conidias,
esclerocios diferenciados dentro de la corteza y la medula, rizomorfos y otros pigmentos
que no son de color marron (Truter 2005). El telemorfo de Rhizoctonia pertenece a la
subdivisién Basidiomycotina, clase Hymenomycetes y casi todas las rhizoctoniasis
pertenecen a la subclase Holobasidiomycetidae (Ferrucho & Garcia, 2012).

En la naturaleza R. solani existe principalmente como hifas vegetativas y esclerocios,
estos ultimos estan compuestos de masas de células generando fuertes grupos de hifas
que protegen y preservan el hongo durante mucho tiempo (Ferrucho & Garcia, 2012).
Rhizoctonia solani presenta un amplio rango de hospederos y causa enfermedades
conocidas como “damping off’, podredumbre de la raiz, mustia hilachosa, cancer de tallo,
pudricidon en la corona, pudricion de yemas y frutos y quemazén del follaje en una
variedad de cultivos susceptibles de importancia agricola (Blazier & Conway, 2004).

Figura 5. Micelio café, ramificacion de micelio en angulo recto, constriccién de la hifa
(Flechas blancas) y formacion del septo cerca a la ramificaciéon (Flechas negras) (400X,
azul de lactofenol) (Ferrucho & Garcia, 2012).

1.6.1.1. Grupo de anastomosis de R. solani

R. solani es un complejo de especies que esta compuesto por hongos morfolégicamente
similares que son bastante variables en la apariencia en el cultivo, caracteristicas de
crecimiento y patogenicidad. Los varios biotipos son divididos en grupos de anastomosis

(Carling et al., 2002). La afinidad por la fusion de las hifas es lo que se conoce como
anastomosis y fue el primer método usado para agrupar aislamientos de Rhizoctonia sp.
Existen cuatro categorias de agrupacion de cepas basandose en la anastomosis de hifas:
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perfecta, imperfecta, contacto y no reaccion. La muerte celular fue incluida como criterio
de evaluacién en la relacion entre individuos.

Las categorias que se utilizan actualmente emplean los criterios anteriores y son
definidas como C3 (reaccion perfecta, esto muestra una relacién muy cerrada indicando
el mismo GA); C2 (reaccion mas distante, relaciona aislamientos, los cuales son de
mismo GA pero pertenecen a diferentes grupos compatibilidad vegetativa (GCV); C1
(representa el grupo mas distante en relacion y puede encontrarse en GAs con
subgrupos) y CO (No hay reaccioén, diferente GA) (Ferrucho & Garcia, 2012). En el
momento hay 13 grupos de anastomosis (designados GA-1 a GA-13) y 21 subgrupos, los
cuales primordialmente se diferencian en uno o mas caracteristicas bioquimicas,
genéticas, o caracteristicas patogénicas (Truter, 2005). EIl GA-3 de R. solani se ha
encontrado principalmente en plantas de papa y es el grupo mas asociado en causar la
rhizoctoniasis (Bains & Bisht 1995; Brewer & Larkin 2005). El analisis basado en la
secuencia de ADN conduce a la subdivision de los grupos de anastomosis GA-3 en
subgrupos de papa (PT), tabaco (TB) y tomate (TM) (Ferrucho & Garcia, 2012).

1.6.2 Costra negra o rhizoctoniasis y agente causal

La costra negra y chancro en tallo en papa causado por este hongo es una enfermedad
de importancia econémica, causando tanto dafio cuantitativo como cualitativo en cultivos
de papa (Solanum tuberosum L.) alrededor del mundo (Jeger et al., 1996; Tsror et al.,
2001). La enfermedad causa reducciones y perdidas en la calidad del tubérculo,
generando malformaciones y alteraciones en el tamafo y el nimero de tubérculos (Tsror
et al., 2001; Truter 2005). La costra negra consiste en lesiones en el tallo que pueden
reducir el rendimiento por la reduccion de transporte de nutrientes a través de la planta
(Figura 6) (Brewer & Larkin, 2005; Ferrucho & Garcia, 2012), pudiendo ademas afectar
brotes, raices y estolones Esta enfermedad se caracteriza por la formacion de
esclerocios, estructuras de resistencia en el tiempo que permiten la sobrevivencia del
hongo.

La severidad de los sintomas de la enfermedad causada por Rhizoctonia solani en papa
depende del potencial de inéculo en tubérculos que estan cubiertos con esclerocios
(Figura 6) y micelio y en suelo (Ritchie et al., 2006). El grupo de anastomosis (GA-3) es
mas virulento en condiciones frias de crecimiento (Bains & Bisht, 1995). El impacto
econémico de la costra negra depende del destino de los tubérculos, por lo tanto, el alto
impacto ocurre en el mercado de la semilla (tubérculo) y depende de las normas de cada
pais por su comercio interno, asi como para la importacién de paises externos (Ferrucho
& Garcia et al., 2012).
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1.6.2.1 Ciclo de la enfermedad

El proceso de infeccién por R. solani en tallos y estolones en plantas de papa inicia
cuando el micelio o la hifa que germina a partir del esclerocio crecen atraidas por
exudados quimicos de las plantas (aminoacidos, azucares, acidos organicos y fenoles).
La penetracién debe ser mecanica o enzimatica. La primera ocurre cuando el hongo
encuentra un punto débil en la superficie de la planta donde puede romper la capa
protectora, y una vez adentro del hospedero, el hongo comienza a crecer inter e
intracelular degradando el tejido. Finalmente se obtiene como resultados lesiones
necroticas en tejidos de tallos, raices y estolones (Jeger et al.,, 1996, Agrios, 2005;
Ferrucho & Garcia, 2012). La infestacion en tubérculos inicia cuando la planta madre
inicia la senescencia. La formacién de esclerocios es inhibida durante el crecimiento
activo de la planta y la inhibicion desaparece gradualmente con la muerte de la planta
madre y la maduracion del tubérculo (Ferrucho & Garcia, 2012).

1.6.2.2 Sintomas

La fase de chancro en tallos es caracterizada por lesiones, parduscas, hundidas y secas
que se desarrollan en la base del tallo por debajo de la linea del suelo. Estas lesiones
pueden rodear el tallo o convertirse en grandes chancros que obstruyan el movimiento de
nutrientes (Fox, 2006), reduciendo el vigor de la planta, debilitamiento y reduccién del
namero de tallos (Agrios 2005). Las hojas se tornan amarillas a rojizas purpuras y
empiezan a curvarse hacia arriba. Los tallos se hinchan particularmente los nodos, y
ocasionalmente se forman pequenos tubérculos morados en el lugar donde las hojas se
unen a las raices (Fox, 2006). Los chancros que se forman en los estolones inhiben el
potencial de los tubérculos jovenes. La superficie agrietada puede afectar los tubérculos
maduros, finalmente como consecuencia la infeccidn sobre los estolones reduce el
numero, tamano y calidad de los tubérculos, debido a la malformacién y agrietamiento
(Agrios, 2005; Fox, 2006).

Mas tarde una baja temperatura de suelo fortalece a la formacion de esclerocios en el
suelo. Estas estructuras son esenciales para la sobrevivencia y dispersion del patégeno,
y se forman en tubérculos maduros bajo condiciones de frio y humedad (Fox, 2006). Otro
sintoma es un collar blanco superficial en la base del tallo, este sintomas es causado por
el telemorfo T. cucumeris (Ferrucho & Garcia, 2012).
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Figura 6. Lesiones causadas por R. solani en papa. Derecha, Lesiones en tallo color
marron (Ferrucho & Garcia, 2012). Izquierda Tubérculos de papa con esclerocios (Fox,
2006).

1.6.2.3 Estrategias de manejo de la enfermedad

El control de la enfermedad se puede empezar con la reduccion de inéculo inicial usando
semilla-tubérculo certificada (libre de esclerocios), asegurando una rapida emergencia en
donde se debe evitar suelos pesados y con poco drenaje (Fox, 2006). Por otro lado,
también se debe evitar cubrir (mas de 5 cm de suelo) la semilla-tubérculo (Fox, 2006).
Para el control de este patdgeno ubicuo se utilizan fungicidas comerciales para tratar el
tubérculo-semilla, generando un beneficio que pueden causar menor persistencia de
infeccién en campo por Rhizoctonia solani GA-3 en cultivos de papa (Fox, 2006).

Hace algunos afios se ha implementado el uso de microorganismos biocontroladores
para reducir el indculo del patégeno como alternativa ambiental y ecolégica. Trichoderma
harzianum en combinacion con Bacillus subtilis han demostrado el control de la costra
negra (Tsror et al., 2001; Brewer & Larkin, 2005). Igualmente se ha estudiado un
biofungicida PBGG que contiene Pseudomonas boreopolis, semillas de pulpa de
Brassica, glicerina y alginato de sodio, con el cual los resultados demostraron un
aumento de actinomicetos y una reduccion en el porcentaje de la colonizacion por parte
del patégeno en cultivos de col (Chung et al., 2005).

Sobre cultivos de papa se han realizado trabajos para el control de la enfermedad
utilizando la rotacion de cultivos con frijol-canola, frijol-cebada, maiz-canola, y como
cultivo continuo papa en donde se evidencié una notable reduccion de la incidencia y
severidad de la enfermedad en tallos y estolones y una mejor calidad del tubérculo por la
disminucioén de indculo del patégeno (Larkin & Honeycutt, 2006). Estudios sobre cultivos
de Brassica con rotacion de cultivos de canola y papa muestran caracteristicas
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microbianas diferentes a otros cultivos de rotacién y también resulta en una baja
incidencia y severidad de los sintomas de la rhizoctoniasis (Larkin & Griffin 2007).

1.7 Métodos para conteo de microorganismos de suelo

1.7.1 Métodos microbiolégicos

La identificacién de microorganismos requiere su extraccion de suelo y, por lo tanto, la
separacion de su habitat natural, operacion que se denomina aislamiento, que puede ser
simplemente mecanico a partir de muestras tamizadas del suelo, o puede ser una
combinacion de disgregacion fisica del suelo seguida de incubacion de los propagulos
aislados (Wild 1992). Una vez que se obtiene un aislamiento en cultivo puro, la
identificacion se basa en caracteristicas morfologicas (Wild 1992). Los métodos
actualmente disponibles para contabilizar los organismos del suelo se agrupan en dos
grandes categorias: 1) los que se realiza el recuento de células en camara de Neubauer,
o determinacién de peso seco (conteo directo) y 2) y los que se basan en el conteo
indirecto (Aquiahuati & Pérez, 2004).

La determinacion de peso seco es un método usado para cuantificacion de hongos y
levaduras, en donde se somete a procesos de filtracion, lavado y secado, generando
perdidas importantes de biomasa y errores de cuantificacion (Aquiahuati & Pérez, 2004).
Por otro lado, el método de camara tiene la ventaja de ser rapido y econdmico, pero no
se puede distinguir las células viables y no viables, y la cuantificaciones se dificulta en
células muy pequefias (Aquiahuati & Pérez, 2004). Dentro de los métodos indirectos se
encuentra la medicién de turbidez en un espectrofotometro, que se basa en la capacidad
de las células microbianas de dispersar la luz que incide sobre ellas, pero no diferencia la
turbidez dada por células viables y no viables (Aquiahuati & Pérez, 2004).

Los métodos para el conteo de células viables mas utilizado en microbiologia del suelo
se basa en las técnica de dilucion y conteo en placas con medios de cultivo especificos
para la microbiota de interés (Aquiahuati & Pérez, 2004). La cuantificacion se realiza con
el conteo de las colonias microbianas desarrolladas sobre la placa después de la
incubacion y se calcula las unidades formadoras de colonias / gramo de suelo, en donde
se tiene en cuenta el factor de dilucién, el volumen inoculado en la caja Petri y el numero
de colonias encontradas por caja (Wild 1992). Esta técnica da una estimacién
aproximada del numero total de microorganismos, dependiendo del medio de cultivo
utilizado, pero pueden existir problemas relacionados con falta de homogeneidad de las
diluciones y en la inoculacion de las muestras, por lo que se pueden obtener valores
bajos si las células no se separan bien y valores elevados si la toma de muestras se hace
al fondo del tubo donde se han concentrado la mayor parte de microorganismos
(Aquiahuati & Pérez, 2004).

1.7.2 Métodos moleculares

Para el estudio de comunidades microbianas se ha utilizado los acidos nucleicos, debido
a la gran cantidad de informacién que proporciona y a la relativa facilidad metodologica
que implican los analisis de estos compuestos, especialmente tras el gran desarrollo
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tecnolégico que ha experimentado la biologia molecular durante los ultimos afios
(Nogales, 2005).

Dos factores son importantes en la extraccion de acidos nucleicos de suelo: (1) la
eficiencia de la extraccion, que se realiza mediante procesos fisicos, quimicos y
enzimaticos que aseguren la rotura de las resistentes estructuras celulares
caracteristicas de algunos microorganismos del suelo o de las esporas; y (2) la
eliminacion de sustancias contaminantes (por ejemplo, acidos humicos) que se extraen
conjuntamente con los acidos nucleicos y que interfieren en los analisis moleculares
posteriores (Nogales, 2005).

El uso de marcadores moleculares permite la identificacion de organismos fitopatégenos
(Alves et al., 2002) y la cuantificacién de patdégenos se obtiene mediante diferentes
técnicas moleculares como la MPN-PCR que utiliza el nimero mas probable, el cual se
fundamenta en un analisis estadistico basado en la distribucion de Poison, la cual es
usada para determinar el numero de bacterias en diluciones seriadas en un medio de
cultivo liquido (Picard et al., 2004). Otra técnica utilizada para cuantificacion de acidos
nucleicos es la PCR competitiva que se considera un método semi-cuantitativo que
consiste en la co-amplificacion de una muestra de ADN blanco con cantidades conocidas
de un ADN competidor que comparta la mayoria de la secuencia de nucleétidos con el
blanco. Permite la cuantificacion del numero absoluto de moléculas blanco en
comparacion a la cantidad del ADN competidor (Zentilin & Giacca 2007). Finalmente hoy
en dia se utiliza la técnica de PCR en tiempo real para la cuantificaciéon absoluta de un
ADN blanco de acuerdo a la obtencién de una curva estandar (Mackay, 2004).

1.7.21. PCR en tiempo real (qPCR)

Esta disefiada para evaluar la concentracion del producto de amplificacion (amplicon)
cuando la reaccién esta ocurriendo, por la incorporacion de marcadores fluorescente o el
uso de pruebas fluorescentes, siendo los datos medidos en la fase exponencial de la
reaccion (Logan et al., 2009). Este método proporciona gran precisién y cuantificacién
reproducible de copias del gen (Heid et al., 1996). A diferencia de otros métodos de PCR
cuantitativos, la PCR en tiempo real no requiere manipulaciéon de muestras post-PCR,
previniendo la contaminacion potencial del producto de PCR, y ademas genera un
rendimiento mas alto (Heid et al., 1996).

El monitoreo de la acumulacion del amplicon en tiempo real ha sido posible por
cebadores marcados, sondas oligonucleétidos o amplicones con moléculas capaces de
fluorescer. Estas producen un cambio en la sefal seguido directamente por la
interaccion, o hidridizacion del amplicon (Mackay, 2004). La sefal es relacionada con la
cantidad de amplicon presente durante cada ciclo. La PCR cuantitativa en tiempo real es
la conversion de la sefal fluorescente de cada reaccion dentro de los valores numéricos
de cada muestra (Tevfik, 2006).

La cuantificacion en tiempo real puede ser absoluta o relativa. En la absoluta, el ensayo
es utilizado para cuantificar muestras no conocidas por la extrapolacién de su cantidad a
partir de una curva estandar, la cual se obtiene por el trazado de los valores de Cr,
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termino que indica el numero del ciclo en el cual la fluorescencia generada esta dentro de
una reaccién que cruza el umbral, este valor es inversamente proporcional a la cantidad
inicial de moléculas especificas en la muestra original. Por otro lado, la cuantificacién
relativa se utiliza para analizar cambios en la expresiéon de genes en una determinada
muestra o haciendo comparacion con otra (Mackay, 2004; Tevfik, 2006).

La amplificacion por PCR en tiempo real tiene diferentes fases (Figura 7): La primera fase
contiene toda la amplificacion que esta por debajo del nivel de deteccion del equipo de
tiempo real, (usualmente ciclos 3 a 15). La fase exponencial esta compuesta por la sefal
temprana de deteccion de la reaccion de la cadena de la polimerasa donde la
amplificacién esta procediendo a su maxima tasa exponencial. La longitud de esta fase
depende de la concentracion de la plantilla y la calidad del ensayo de tiempo real. En la
fase lineal, la eficiencia de la amplificacion comienza con la disminucién y finalmente en
la fase plateau, donde no se obtienen o se obtienen productos (Schena et al., 2004;
Tevfik, 2006).

Fase Fase Plateau

Transicion

4Rn Fase

Exponencial

! Fase
I Linear

- Ruido

Numero de Ciclo

Figura 7. La curva de amplificacion ideal de PCR en tiempo real. Representa la
intensidad de fluorescencia frente al numero de ciclos, es una curva sigmoidal. La
amplificacién temprana no se puede observar porque las emisiones son enmascaradas
por el ruido. Cuando el amplicon esta presente, el progreso exponencial puede ser
monitoreado y la velocidad de la amplificacion entra a una fase linear. Como los
cebadores y la enzima comienzan a limitarse, y los productos inhibidores de la PCR,
hace que la reaccién disminuya su velocidad, y entre a una fase de transicion y
eventualmente llega a la fase plateau donde hay poco 0 no aumento de la fluorescencia.
El punto en el cual la fluorescencia supera el ruido, se conoce como umbral (linea
horizontal) y es llamado el ciclo umbral o punto de cruce (Ct o CP), y este valor es usado
en el calculo de la cantidad de molde durante la cuantificacion en PCR en tiempo real.
Adaptado de Mackay (2004).



Evaluacion del efecto de liofilizado de cubios (Tropaeolum tuberosum) en las 21
poblaciones microbianas de suelo como estrategia de manejo de rhizoctoniasis en
cultivo de papa

Los instrumentos de tiempo real estan basados en deteccion de sefial de fluorescencia.
El aumentd en la fluorescencia es directamente proporcional con el aumenté del producto
amplificado durante la PCR. Las moléculas de fluorescencia absorben la luz en forma de
fotones dentro de un rango de longitud de onda de luz (Tevfik, 2006). La longitud de onda
en el que el colorante absorbe la maxima luz se conoce como excitacion de la longitud de
onda para esta molecula. Despues de esto, la molecula se empuja a un estado de alta
energia, la cual es transitoria y de corta duracion, en donde la molecula excitada vuelve a
su estado fundamental y, cuando esto se produce, un foton de luz es emitido a una
longitud de onda mayor (Tevfik, 2006).

Los ensayos de fluorescencia usados para PCR en tiempo real estan basados en la
técnica FRET (Transferencia de energia de la resonancia de fluorescencia) y estan
marcados con dos fluorocromos, uno de elevada energia que es el donador de
fluorescencia y usualmente se conoce como molécula reportera. La sefial de
fluorescencia del reportero es una de las mas monitoreadas durante todo el experimento;
el segundo es el de baja energia y se conoce como el aceptor o quencher (Tevfik, 2006).

Las sondas que mas frecuentemente se utilizan son las de tipo TagMan® Su
funcionamiento es el siguiente (Figura 8): 1.) Se construye una sonda oligonucleétida con
un fluorocromo reportero unido al extremo 5° y un aceptor en el extremo 3", mientras la
sonda esta intacta, la proximidad del aceptor reduce la fluorescencia que emite el
fluorocromo reportero por medio de FRET a través del espacio; 2.) Si el blanco esta
presente, la sonda se anilla entre las localizaciones de los cebadores y se rompe por la
actividad de la 5'-nucleasa de la Taq polimerasa, durante la extension; 3.) Ruptura de la
sonda, primero se separa el fluorocromo receptor del aceptor, lo que aumenta la sefial
del fluorocromo receptor, y luego, se quita la sonda de la cadena del blanco, lo que
permite que la extension del cebador continde hasta el final de la cadena del molde; y 4.)
En cada ciclo se separan mas moléculas del fluorocromo receptor de sus respectivas
sondas, lo que produce un aumenté de la intensidad de la fluorescencia que es
proporcional a la cantidad de amplicon producido (Schena et al., 2004; Tevfik, 2006).

Finalmente existe el fluorocromo no especifico que se conoce con SYBR Green (Mackay,
2004; Tevfik, 2006). Los reactivos SYBR Green se utiliza para detectar productos de
PCR uniéndose al ADN de doble cadena que se forma durante la PCR. La excitacién y
emision maxima de SYBR® Green es de 494 nm y 521nm. El ensayo con este tipo de
fluorocromo debe ser verificado usando el analisis de la curva de temperatura de fusion
para la deteccion de dimeros de primers y productos inespecificos (Schena et al., 2004;
Tevfik, 2006). Este reactivo funciona de la siguiente manera (Figura 9): 1.) Cuando se
agrega SYBR® Green a la muestra, el fluorocromo se une inmediatamente a todo el ADN
de doble cadena; 2.) Durante la PCR, la Taqg polimerasa amplifica el blanco, lo que crea
el producto de PCR o “amplicon”; 3.) Posteriormente, el fluorocromo se une a cada copia
nueva dela ADN de doble cadena; 4.) A medida que se produce la PCR, se crea mas
amplicon. Como este fluorocromo se une a todo el ADN de doble cadena, el resultado es
un aumentd de la intensidad de la fluorescencia que es proporcional a la cantidad de
producto de PCR de doble cadena producido (Mackay, 2004; Tevfik, 2006).
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Figura 8. llustracion grafica que muestra la sefial de fluorescencia generada por sondas
TagMan ®. Adaptado de Tevfik (2006).
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Figura 9. llustracion grafica que muestra la sefial de fluorescencia generada por SYBR
Green ®. Adaptado de Tevfik (2006).
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1.7.3 Métodos para cuantificaciéon de R. solani

La cuantificacién de Rhizoctonia spp. de suelo es dificil, porque la densidad de inéculo en
el suelo es baja vy, por lo tanto, la dilucion en platos no puede ser usada. Varios métodos
han sido usados, aislando directamente el hongo de fracciones organicas concentradas
del suelo. Para esto se han empleado métodos de tamizaje en hiumedo en donde se
utiliza un tamiz para remover las particulas organicas que contengan el patégeno
(Weinhold, 1977), y elutriacion que consiste en la separacion de particulas, mas ligeras
de las mas pesadas por medio de una corriente de flujo (aire y agua) (Clark et al, 1978).
Otros métodos que se han utilizado han sido el uso de varias plantas como soporte para
el aislamiento del hongo para esto se han usado semillas y tallos de algodon (Gossypium
hirsutum), remolacha (Beta vulgaris) y trigo sarraceno (Fagopyrum sagittatum) y esto ha
permitido observar la actividad y la distribucion espacial del patégeno en el suelo (Paulitz
& Schroeder 2005). De la misma manera se han empleado técnicas inmunolégicas
basadas en anticuerpos monoclonales, pero no son disponibles comercialmente
(Thornton & Gilligan, 1999). La reaccion en cadena polimerasa (PCR) ha sido utilizada
para detectar varios AGs (Grupo de Anastomosis) y especies pero la PCR cuantitativa ha
sido desarrollada solamente para R. solani AG-3 y R. cereales (Lees et al., 2002).

Otra técnica que se ha utilizado para el aislamiento y cuantificacion de Rhizoctonia spp.
de suelo es el uso de palillos planos, la cual ha permitido conocer la cantidad de in6culo y
cuantificacién de la actividad de la hifa de R. solani AG-8 (Paulitz & Schroeder, 2005).
Este ensayo de cuantificacion de hifas activas fue desarrollado utilizando palillos planos,
los cuales son insertados dentro de muestras de suelo, y después de dos dias, son
llevados a medio selectivo, para posteriormente realizar una observacién bajo
microscopio. Este método utiliza regresiones para comparar la densidad de inéculo o
curvas de colonizacién de palillos para predecir curvas basadas en el volumen de los
palillos (Paulitz & Schroeder, 2005). Esta técnica es econdmica y simple, y puede ser
usada para la deteccion y diagnostico en campo y el estudio de la ecologia y
epidemiologia de este patégeno (Paulitz & Schroeder, 2005).
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2.Metodologia

2.1 Material vegetal

El material vegetal utilizado en este estudio correspondio a 65 accesiones de cubios de la
coleccion central de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional de Colombia
(Pifieros & Nustez, 2004). Cada accesion presenta un codigo designado como Ttun 1
hasta Ttun 69, donde las accesiones Ttun 32, Ttun 34, Ttun35, y Ttun70 no estaban
presentes para utilizar en este estudio. La coleccion de los tubérculos se mantiene en la
finca San Jorge en el municipio de Soacha, Cundinamarca a una temperatura promedio
de 12 °C y a 2500 m.s.n.m..

Una vez en el laboratorio, los tubérculos fueron lavados y secados por separado (o sea,
por accesion), se eliminaron del analisis los cubios que presentaban algun tipo de dafio
y/lo corte en su superficie. Los tubérculos seleccionados fueron desinfectados
sumergiéndolos en etanol 70 % por un minuto, hipoclorito 1 % por 3 minutos seguido de
tres lavados con agua destilada, dejandose posteriormente secar a temperatura
ambiente. Luego de la desinfeccion se colocaron en nitrégeno liquido durante un minuto
los cubios de menor tamafo y durante minuto y medio los cubios de mayor tamafio, y se
almacenaron por accesion en bolsas con cierre hermético a -80 °C.

Finalmente, en un liofilizador industrial (Terroni) se colocaron las accesiones de cubios
completos durante tres ciclos (24 horas cada uno). Cada accesién liofilizada fue triturada
en una licuadora (Oster), teniendo en cuenta que cada vez que se cambiaba de accesién
se colocaba la cuchilla en etanol al 96% durante cinco minutos y en luz UV durante 20
minutos. Las accesiones fueron almacenadas en bolsas con cierre hermético y se
colocaron dentro de una caja plastica a temperatura ambiente en un sitio oscuro y con
humedad controlada.
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2.1.1 Clasificacion fisica de los cubios

Segun Pifieros & Nustez (2004), para la clasificacion de los tubérculos de cubio se
emplea los siguientes descriptores: color predominante de la piel, color secundario de la
piel, distribucién del color secundario de la piel y las formas de coloracion secundaria
(Tabla 2). Para este estudio solamente se tuvo en cuenta el primer y segundo descriptor
que corresponde al color predominante de la piel del tubérculo.

Tabla 2. Descriptores y opciones de descriptores empleados para la clasificacion
fenotipica de cubios.

Descriptor Opciones
Color predominante de la Blanco, amarillo claro, amarillo, amarillo oscuro,
piel anaranjado, morado oscuro.

Color secundario de la piel Ausente, rosado, purpura, morado, morado oscuro.

Distribucion del color Apice, debajo del apice, ojos, apice y ojos, todo el
secundario de la piel tubérculo, anillo, anillo parcial.

Ausentes, jaspes, bandas, bandas en ojos, bandas en
ojos y puntos, bandas en ojos y jaspes, bandas y jaspes,
igualmente distribuidos, puntos, manchas.

Formas de coloracion
secundaria

Tomado de (Pifieros & Nustez, 2004).

2.2 Muestreo de suelo

Las muestras de suelo utilizadas en los ensayos fueron colectadas en dos puntos del
municipio de Zipaquira (N 05° 08’ 437y W 74° 02’ 01”; N 05° 08’ 43” y W 74° 01’ 54.17)
(Figura 10), a partir de una gradilla de 1000 m X 1000 m en puntos equidistantes de 20
metros para un area total de 100 ha. Los puntos correspondieron a fincas productoras de
papa con problemas de rhizoctoniasis. Las muestras de suelo fueron depositadas en
bolsas de cierre hermético y almacenadas en cuarto frio a 4 °C hasta su uso.
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Figura 10. Municipio de Zipaquira, Cundinamarca. Los dos puntos (G2 y G11)
georeferenciados subrayados corresponden a las fincas productoras de papa donde se
obtuvieron las muestras de suelo utilizadas en el presente estudio.

2.3 Bionsayos de Ilaboratorio: Evaluacion del efecto de
accesiones de cubios sobre Rhizoctonia solani.

Se realiz6 la evaluacion del efecto de las 65 accesiones de cubios de la Coleccion
Central de Cubios de la Universidad Nacional de Colombia sobre el crecimiento de hifas
de Rhizoctonia solani.

2.3.1 Preparacion de cubio-suelo

Se realizé una mezcla con 0,1 g de liofilizado por accesion en 100 g de suelo infestado
naturalmente con antecedentes de rhizoctoniasis (comunicacion personal) (Suelo de
Zipaquira, punto G2) en vasos plasticos de 8 oz. Para el control de este bioensayo, se
utilizé suelo naturalmente infestado sin accesion de cubios. La mezcla anterior fue
homogenizada utilizando una espatula y fue incubada por ocho dias en incubadora
(Thermo) a una temperatura entre 14 °C y 16 °C. Se realiz6 un riego diario con agua de
grifo hasta capacidad de campo, es decir el contenido de agua que es capaz de retener
el suelo luego de haber sido mojado abundantemente y después de dejarlo drenar
libremente.
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2.3.2 Evaluacion del efecto de las 65 accesiones de cubios sobre R. solani

La cuantificacion del patégeno se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Paulitz
y Schroeder (2005) con algunas modificaciones debido al volumen del palillo.
Brevemente, el procedimiento consiste en un método de cuantificacion basandose en el
volumen de los palillos (en este estudio cada palillo tienen un volumen de 0,1 cm®) para
un volumen total de los cinco palillos de 0,5 cm®. Segun Paulitz y Schroeder (2005), se
asume que el total de propagulos desplazados por el volumen de los palillos que estan
en contacto con la superficie de los palillos, germinan y producen hifas, y como resultado
se obtiene una colonia. Por lo tanto, una colonia por cada cinco palillos = 1 propagulo/0,5
cm® de suelo, y teniendo en cuenta que la densidad del suelo es de 1, entonces 1
propagulo/0,5 cm® g de suelo = 2 propagulos/g de suelo. Finalmente, se obtiene que la
densidad de la hifa (propagulos/g de suelo) = 2 x el niumero total de colonias en los cinco
palillos (Paulitz & Schroeder, 2005).

La metodologia se llevé a cabo ocho dias después de la incubacion donde se tomaron
cinco palillos de madera estériles (6 cm de largo y 2 mm de ancho) y se insertaron dentro
del suelo a una profundidad de 5 cm uniformemente distribuidos en cada uno de los
vasos del ensayo y se mantuvieron a una temperatura entre 14 °C y 16 °C. Después de
48 horas, cada palillo fue retirado y colocado en un medio selectivo para Basidiomicetos
(cinco palillos por caja de Petri) (Ko & Hora, 1971) a temperatura ambiente. Después de
24 y 48 horas, se cuantificé el numero de colonias de R. solani, para esto se utilizé un
microscopio (objetivo 10-40X). Se conto cada hifa que emergia del palillo con una
longitud maxima de 5 mm, esta longitud se selecciona para evitar contar dos veces la
misma hifa debido a que la distancia entre palillo es aproximadamente de 1 cm.

El ensayo se llevé a cabo en dos réplicas biolégicas (dos veces en el tiempo) en un
disefio completamente al azar. Por cada accesion se realizaron cinco repeticiones y la
densidad de hifas se calculé como 2 x el niUmero total de colonias en los cinco palillos.

2.3.3 Analisis de datos

Los datos obtenidos en los ensayos fueron analizados mediante el software SAS version
9.2. Se realizé un analisis de varianza no paramétrico Kruskal-Wallis (p <0.05) y para
comparacion de medias se llevo a cabo una prueba de Tukey (p < 0.05).

2.4 Bioensayos en invernadero

241 Obtencion de aislamientos de R. solani GA-3 y preparacion de inoculo para
ensayos de invernadero

Se seleccionaron tres cultivos de papa en tres localidades (Subachoque, Cundinamarca;
Villa Pinzén, Boyaca y Zipaquira, Cundinamarca) y se tomaron muestras de plantas
sintomaticas, es decir que presentaran lesiones caracteristicas de rhizoctoniasis, como
chancros en tallo, lesiones en estolon y raices.
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Las plantas fueron lavadas y con una cuchilla estéril se tomo6 parte de la lesion y se
colocd en medio selectivo de Basidiomicetos (Ko & Hora, 1971). A las 24 horas se
confirmd en microscopio las caracteristicas generales de R. solani (Figura 14). Después
de esto, se tomd6 micelio joven y se llevé a medio PDA (Oxoid; 39 g/L) con papel celofan,
para permitir separar el micelio del medio de cultivo y asi poder obtener el micelio para
extraccién de ADN.

Para la identificacion de las cepas recuperadas, a cada aislamiento se le realiz6 la
extraccion de ADN a partir de micelio del hongo, utilizando un kit comercial (DNeasy
Plant Mini kit, Quiagen; Anexo A) y posteriormente se realizé la amplificacion de la region
ITS utilizando los primers especificos Rs1F2 (5-TTGGTTGTAGCTGGTCTATTT-3’) y
Rs2R1 (5-TATCACGCTGAGAGTGGAACCA-3’) descritos por Lees et al. (2002) que
permitieron identificar las cepas como Rhizoctonia solani GA-3.

Después de la identificacion del grupo de anastomosis GA-3, se realizé un aumentoé de
in6culo en caldo de papa autoclavado (200 g papa Solanum tuberosum L. cortada en
rodajas, 20 g dextrosa y 1000 ml de agua destilada). En bandejas de aluminio estériles
se agreg6 200 ml de caldo de papa y 12 discos (7 mm de diametro) de micelio R. solani
GA-3 previamente obtenidos con un sacabocado. Las bandejas se taparon con aluminio
y se forraron con papel vinipel y se mantuvieron durante 10 dias a temperatura ambiente.
El micelio que se obtuvo después del tiempo de incubacién fue retirado y se colocé sobre
toallas de papel estériles en cabina de flujo laminar y se dejé secar durante 48 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, el inéculo fue macerado bajo condiciones
asépticas y tamizado para obtener particulas entre 250 ym y 500 ym de diametro; las
particulas menores de 250 um y mayores a 500 uym no fueron utilizadas como inéculo. El
in6culo (200 g de micelio seco) fue almacenado a 4°C en tubos falcon para su posterior
uso en los experimentos de invernadero.

Todos los tratamientos utilizados en invernadero fueron realizados con cinco repeticiones
en un disefo de bloques completamente al azar. Cada uno de los ensayo se realizaron
en tres réplicas bioldgicas en el tiempo para mirar el comportamiento de la enfermedad y
comparacion de resultados. Se tomaron 2 g de suelo por cada repeticion de los
tratamientos, y fueron almacenadas a -80 °C para los ensayos de cuantificacion por PCR
en tiempo real.

2.4.2 Evaluacion del efecto ocho accesiones de cubio sobre R. solani GA-3 y
microbiota total

A partir de los resultados obtenidos en laboratorio de la evaluacion de las 65 accesiones
de cubios se realizaron ensayos bajo condiciones de invernadero con ocho accesiones
(Ttun 5, Ttun 19, Ttun 30, Ttun 54, Ttun 56, Ttun 61, Ttun 62 y Ttun 69). Estas
accesiones fueron seleccionadas por su mayor efecto sobre la densidad de hifas de R.
solani, y por su contenido de glucosinolatos totales (umoles/g cubio seco) (Arias et al.,
2011). La composicion de cada uno de los tratamientos que se realizaron se indica en la
tabla 3.

En materas plasticas con capacidad de 1000 g se mezclé el inéculo de R. solani GA-3
Zipaquira (0,5 g) con el suelo punto G11 naturalmente infestado (500 g). Cada
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tratamiento fue homogenizado con espatula y se mantuvo en invernadero con una
temperatura promedio entre 12 °C y 20 °C, y el riego se llevé a capacidad de campo
utilizando agua de grifo. A los ocho dias se agregd a cada tratamiento la accesién de
cubio correspondiente (0,5 g) y se mantuvo con las mismas caracteristicas de riego y
temperatura. Finalmente, ocho dias después se colocé una plantula de papa Solanum
tuberosum L. cultivar Diacol Capiro por matera de tratamiento. Las plantulas fueron
obtenidas a partir de brotes en bandejas de germinacién con turba estéril y con una
fertilizacion de tres veces por semana con solucién MS al 10 % (Anexo B).

Tabla 3. Composicion de los tratamientos realizados para evaluar el efecto de ocho
accesiones de cubios sobre R. solani y microbiota total.

Tratamiento Composicion

Ttun 5 S_uelo r)a,turalment_g infestado + Ais_lamiento_ R. solani GA-3
Zipaquira + Accesiéon Ttun 5 + Cultivar Capiro

Ttun 19 S}Jelo r]a’turalment.g infestado + Aislgmiento R solani GA-3
Zipaquira + Accesion Ttun 19 + Cultivar Capiro

Ttun 30 S_uelo r)aturalment_e infestado + Aisla_miento R solani GA-3
Zipaquira + Accesién Ttun 30 + Cultivar Capiro

Ttun 54 S}Jelo r]aturalment.e infestado + Aislgmiento R solani GA-3
Zipaquira + Accesion Ttun 54 + Cultivar Capiro

Ttun 56 S_uelo r)aturalment_e infestado + Aisla_miento R solani GA-3
Zipaquira + Accesién Ttun 56 + Cultivar Capiro

Ttun 61 S}Jelo r]aturalment.e infestado + Aislgmiento R solani GA-3
Zipaquira + Accesion Ttun 61 + Cultivar Capiro

Ttun 62 S_uelo r)a,turalment_g infestado + Aisla_miento R solani GA-3
Zipaquira + Accesiéon Ttun 62 + Cultivar Capiro

Ttun 69 Syelo r)a’turalment.e{ infestado + Aislgmiento R solani GA-3
Zipaquira + Accesion Ttun 69 + Cultivar Capiro

Testigo glslamlento Suelo naturalmente infestado + Aislamiento R. solani GA-3

R. solani GA-3 Zipaquira + Cultivar Capiro

Zipaquira

Testigo Suelo naturalmente infestado + Cultivar Capiro

24.21. Cuantificacion de R. solani y la microbiota del suelo

Para verificar el efecto de los cubios seleccionados sobre Rhizoctonia solani del suelo se
llevd a cabo en diferentes etapas de desarrollo del cultivo en invernadero: 1) después de
agregar el inoculo al suelo, 2) después de adicionar el liofilizado de cubio, y 3) 30 dias
después de adicionar el liofiliazado de cubio. Con respecto a la microbiota del suelo se
realizé la evaluacion en la etapa 2 y 3. La metodologia utilizada para la cuantificacion del
patdégeno R. solani fue la misma descrita anteriormente (seccion 2.3.2). Para cuantificar
la microbiota de bacterias totales, hongos totales, pseudomonads fluorescentes y
Trichoderma sp., se realizd el procedimiento descrito a continuacién para diluciones de
suelo a partir de cada repeticién y por tratamiento.
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Se tomd 1 g de suelo y se agrego a un tubo falcon (50 ml) con 9 ml de agua destilada
estéril. Se colocd en vortex para homogenizar y luego se realizé diluciones hasta 10*. Se
sembraron 100 pl de las diluciones 10° y 10* en medio King B (Sharlab; 39 g/L +
Glicerol; 10 ml/L) para el conteo de pseudomonads fluorescentes y en medio TSA
(Tryptic Soy Broth, Difco; 32 g/L + Agar bacterioldgico, Oxoid; 10 g/L) para el conteo de
bacterias totales. Para el conteo de Trichoderma sp. y hongos totales se sembré 100 pl
de las diluciones 10? y 10 en medio PDA con rosa de bengala (Oxoid; 39 g/L + Rosa de
Bengala Sigma; 0,05 g/L). El conteo de colonias de los cultivos se realiz6 a las 24, 48 y
72 horas para bacterias totales y pseudomonads fluorescentes y a los 15 dias para
hongos totales y Trichoderma sp.. Para el conteo de pseudomonas fluorescentes
unicamente se tomaron en cuenta las colonias que emitian fluorescencia bajo luz UV. Se
calculd las UFC/ g de suelo a partir del numero de colonias contadas y el factor de
dilucion.

24.2.2. Evaluacion de la incidencia y severidad de la enfermedad

La evaluacion de la incidencia y severidad de la enfermedad se realizé 30 dias después
de agregar los cubios. Para esto se midié el tamano de la lesién en estolén y raices,
severidad en tallo. Para evaluar la severidad en tallo se midio el tamafio de la lesion, el
diametro del tallo (en cm), y se calculé el area en mm? = longitud de la lesidn x (% de la
lesion x diametro del tallo/100). La incidencia se evalué teniendo en cuenta el numero de
plantas enfermas sobre el nimero de plantas evaluadas por 100 %. La incidencia se
evalué por separado (tallo y estoldon). Para evaluar el efecto de los cubios sobre el
crecimiento de las plantas se midio la longitud de raiz, longitud de tallo y la longitud total.

2.4.3 Evaluacion de una accesion de cubios sobre tres aislamientos de R. solani
GA-3

A partir de los resultados anteriores, se seleccion6 la accesion Ttun 5 por el mayor efecto
inhibitorio sobre el patégeno R. solani GA-3. El objetivo de este ensayo fue evaluar el
efecto de la accesion escogida sobre tres diferentes aislamientos de R. solani GA-3 de la
localidad de Zipaquira (ZIP), Subachoque (SB) y Villa pinzéon (VP). Para esto se
disefiaron ocho tratamientos (Tabla 4) y se utilizd suelo naturalmente infestado y suelo
esterilizado en autoclave.

En materas plasticas se mezcld el inéculo de R. solani GA-3 de cada localidad (0,5 g)
con el suelo punto G11 naturalmente infestado y suelo estéril dependiendo del
tratamiento (Tabla 4). Se homogenizé y se mantuvo en invernadero con una temperatura
promedio entre 12 °C y 20 °C, y el riego se llevo a capacidad de campo utilizando agua
de grifo. A los ocho dias se agregd a cada tratamiento la accesion Ttun 5 (0,5 g) y se
mantuvo con las mismas caracteristicas de riego y temperatura. Ocho dias después se
coloco una plantula de papa Solanum tuberosum L. cultivar Diacol Capiro por matera de
tratamiento. Las plantulas fueron obtenidas a partir de brotes en bandejas de
germinacion con turba estéril y con una fertilizacion de tres veces por semana con
solucion MS al 10 % (Anexo B).
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Se realiz6 la evaluacion de R. solani GA-3, microbiota de suelo y evaluaciéon de
incidencia y severidad siguiendo las metodologias descritas en las secciones 2.4.2.1 y
24.22.

Tabla 4. Composicién de los tratamientos realizados para evaluar el efecto de la
accesion Ttun 5 de cubios sobre tres aislamientos de R. solani GA-3.

Tratamiento Composicion

Aislamiento Zipaquira S}Jelo r]a’turalment.g infestado + Aisllamiento. R. solani GA-3
Zipaquira + Accesion Ttun 5 + Cultivar Capiro

Aislamiento Suelo naturalmente infestado + Aislamiento R. solani GA-3
Subachoque Subachoque + Accesion Ttun 5 + Cultivar Capiro
Aislamiento Suelo naturalmente infestado + Aislamiento R. solani GA-3
Villa Pinzén Villa Pinzén + Accesion Ttun 5 + Cultivar Capiro
Control aislamiento Suelo estéril + Aislamiento R. solani GA-3 Zipaquira +
de Zipaquira Accesion Ttun 5 + Cultivar Capiro
Control aislamiento Suelo estéril + Aislamiento R. solani GA-3 Subachoque +
de Subachoque Accesién Ttun 5 + Cultivar Capiro
Control aislamiento Suelo estéril + Aislamiento R. solani GA-3 Villa Pinzén +
de Villa Pinzén Accesion Ttun 5 + Cultivar Capiro

. Suelo naturalmente infestado + Accesion Ttun 5 + Cultivar
Testigo Ttun 5 Capiro
Testigo Suelo naturalmente infestado + Cultivar Capiro

2.4.4 Evaluacion del efecto de una accesion de cubio en la incidencia y severidad
de la enfermedad en tres cultivares de papa

Para evaluar el efecto de la accesion de cubio Ttun 5 en la incidencia y severidad de la
enfermedad en tres cultivares de papa, bajo las condiciones de invernadero, se
realizaron seis tratamientos (Tabla 5). Se utilizé6 0,5 g de una mezcla de in6culo del
patdgeno (aislamientos Zipaquira, Subachoque y Villa Pinzén en proporcién 1:1:1 p/p) y
500 g de suelo naturalmente infestado punto G11 para cada tratamiento. Cada
tratamiento fue homogenizado y se mantuvo en invernadero con una temperatura
promedio entre 12 °C y 20 °C, y el riego se llevo a capacidad de campo utilizando agua
de grifo. A los ocho dias se agregd a cada tratamiento la accesién Ttun 5 (0,5 g) y se
mantuvo con las mismas caracteristicas de riego y temperatura. Ocho dias después se
colocé una plantula de los diferentes cultivares correspondiente a cada tratamiento. Las
plantulas fueron obtenidas a partir de brotes en bandejas de germinacion con turba estéril
y con una fertilizacion de tres veces por semana con solucién MS al 10 % (Anexo B).

Se realizd la evaluacién de R. solani GA-3, microbiota de suelo y evaluacién de
incidencia y severidad siguiendo las metodologias descritas en las secciones 2.4.2.1 y
24.22.
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Tabla 5. Composicion de los tratamientos realizados para evaluar el efecto de la accesion
Ttun 5 de cubios en la incidencia y severidad de la enfermedad en tres cultivares de

papa.

Tratamiento Composicion
Suelo naturalmente infestado + Mezcla de tres aislamientos R. solani
Capiro GA-3 (Zipaquira, Subachoque y Villa Pinzén) + Accesion Ttun 5 +

Cultivar Diacol capiro

Suelo naturalmente infestado + Mezcla de tres aislamientos R. solani
Suprema GA-3 (Zipaquira, Subachoque y Villa Pinzén) + Accesion Ttun 5 +
Cultivar Pastusa suprema

Suelo naturalmente infestado + Mezcla de tres aislamientos R. solani

Criolla GA-3 (Zipaquira, Subachoque y Villa Pinzén) + Accesion Ttun 5 +
Cultivar Criolla Colombia

Ttun 5 Suelo naturalmente infestado + Accesion Ttun 5 + Cultivar Capiro

Testigo R. Suelo naturalmente infestado + Mezcla de tres aislamientos R. solani

solani GA-3 GA-3 (Zipaquira, Subachoque y Villa Pinzén) + Cultivar Capiro

Testigo Suelo naturalmente infestado + Cultivar Capiro

2.4.5 Analisis de datos

Los datos obtenidos para la microbiota de hongos y bacterias totales, pseudomonads
fluorescentes y Trichoderma sp. fueron transformados por el log de conteo mas 1. Se
obtuvo un promedio por tratamiento y se realizé un analisis de varianza no paramétrico
utilizando el test de Kruskal-Wallis (p <0,05) y se hizo una comparacion de diferencias
minima significativa (LSD) a los rangos. Para las poblaciones de R. solani GA-3, y las
variables de lesiones en estoldn, severidad en tallo, y longitud de la plantas se obtuvo un
promedio por tratamiento y se realizé un analisis de varianza no parameétrico utilizando el
el test de Friedman (p <0,05) para comparar las tres réplicas biolégicas en el tiempo y se
hizo una comparacién de diferencias minima significativa (LSD) a los rangos (Sofware
SAS versién 9.2).

2.5 Cuantificacién absoluta de R. solani GA-3 y Pseudomonas
sp. por PCR en tiempo real (QPCR)

2.5.1 Cuantificacion de R. solani GA-3 por qPCR

La obtencion de la curva estandar para la cuantificacion absoluta de R. solani GA-3
mediante PCR en tiempo real se llevd a cabo por el grupo de Investigacién en papa
(Garcia C., datos no publicados). Esta curva se realizd a partir de ADN de micelio de un
aislamiento de R.solani GA-3 de Zipaquira. EI ADN de esta cepa fue extraido utilizando
un kit comercial (DNeasy Plant Mini kit, Quiagen). Mediante PCR convencional utilizando
los primers RsTqF1 (5-AAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCTATTT-3' y RsTqR1 (5-
AATTCCCCAACTGTCTCACAAGTT-3) se verifico la banda esperada de 98 pb (Lees et
al., 2004). A partir de este producto de PCR se realiz6 la clonacion siguiendo el
procedimiento descrito en un kit comercial (TOPO-TA cloning Kkit, Invitrogen), y se
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manipulé un vial de células competentes Escherichia coli DH5a (Invitrogen) y
posteriormente se realizo la extraccion de ADN plasmidico mediante el método Mini-prep.
Una vez se obtuvo y se purificd el ADN plasmidico se obtuvé la curva estandar para
qPCR con las diluciones de 50 ng, 500 pg, 50 pg, 5 pg, 500 fg y 50 fg, con un R?de 0,97
(Anexo C).

2.5.2 Cuantificacion de Pseudomonas sp. por gPCR

La curva estandar para la cuantificaciéon absoluta de Pseudomonas sp. en suelo fue
estandarizada en este trabajo. Las siguientes secciones describen los procedimientos
realizados para este fin.

2.5.21. Extraccion de ADN

Se utilizé una cepa de Pseudomonas fluorescens para la estandarizacion de la
cuantificacion de Pseudomonas sp. en suelo, fue suministrada por laboratorio de
Microbiologia Agricola del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de
Colombia (IBUN). La extraccion del ADN de esta cepa se realizdé con un kit comercial
siguiendo los procedimientos descritos (PureLink Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen; ver
Anexo D.1).

2.5.2.2. PCR convencional

El ADN extraido de Pseudomonas fluorescens fue usado para amplificar una region
génica especifica para el género Pseudomonas (16S rRNA) utilizando los primers Pf (5'-
GGGTGGTGGAATTTCCTGTGT-3") y Pr (5-GAAGCGGTGACCACAAGGAA-3)
descritos por Lloyd-Jones et al. (2005). Una reaccion de 15 ul contenia en cantidades o
concentraciones finales los siguientes reactivos (Von Felten et al., 2010): 10 ng de ADN
plantilla, 0,1 mM de dNTPs, 0,1 mM de cada iniciador, 1,5 mM de MgCl,, 1X de buffer
PCR (Invitrogen) y 0,7 U de Taq polimerasa (Invitrogen). El programa de amplificacion
utilizado fue el siguiente: 1) denaturacién inicial a 94 °C por 5 minutos, 2) 38 ciclos de 94
°C por 30 s, 60 °C por 15 s, y 72 °C por 15 s, y 3) una extension final a 72 °C por 5
minutos. El producto de PCR fue analizado usando un gel de agarosa al 1,5% (en 1x
TAE) (Maniatis et al, 1982). Se obtuvo una banda esperada de 65 pb utilizando los
primers Pfy Pr (Lloyd-Jones et al., 2005).

2.5.2.3. Clonacién, extraccién de ADN plasmidico y purificacion

Los productos obtenidos de la amplificaciéon se purificaron a partir de gel utilizando un kit
comercial (Purification PureLink Kit, Invitrogen; Anexo D.2). Los productos de
amplificacién purificados, fueran clonados utilizando y siguiendo el procedimiento descrito
en un kit comercial (TOPO-TA cloning kit, Invitrogen), y se manipulé un vial de células
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competentes Escherichia coli DH5a (Invitrogen). Para la ligacion se utilizaron 4 ul de
producto de PCR purificado y se dejé 24 horas a 4 °C para posteriormente hacer la
transformacion con las células competentes.

Para la transformacién se adicionaron 2 ul de producto de ligaciéon a un vial de células
competentes, se incubaron en hielo por 30 minutos y se hizo choque térmico a 42 °C por
30 s. Inmediatamente se pasé a hielo y luego se agregd medio liquido 2XYT
(Bactotriptona, Oxoid 8 g / 500 ml; Extracto de levadura, Oxoid 5 g / I; NaCl) sin
ampicilina, y se incubd en agitador orbital por dos horas a 37 °C a 225 rpm. Las células
transformadas se sembraron por duplicado en cajas de Petri con medio solido 2XYT
(medio liquido 2XYT suplementado con Agar bacterioldgico, Oxoid 2.5 g/ I) con ampicilina
(50 pg/ul) y se incubd durante la noche a 37 °C.

La extraccion de ADN plasmidico a partir de las células transformadas se realizd
mediante el método Mini-prep (Anexo D.3), en donde se seleccionaron 21 clones que
fueron purificados siguiendo la metodologia descrita en el Anexo D.4. Las muestras
purificadas de ADN plasmidico fueran evaluadas mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,5 % (tefiido con bromuro de etidio) y se midié la concentracién de las
mismas mediante el sistema Qiubit (Invitrogen).

2.5.2.4. Obtencion de la curva estandar

Para obtener la curva estandar para la cuantificacion absoluta de Pseudomonas sp. por
gPCR, se escogié un ADN plasmidico con la mejor relacidon de absorbancia Azso/Azgo Y
Aoso/Azze. A partir del clon nimero 1 se realizaron diluciones seriadas obteniendo las
siguientes diluciones finales: 25 ng, 10 ng, 5 ng, 500 pg, 50 pg, 25 pg, 10 pg, 5 pg, 500fg,
100 fg, 10 fg y 5fg. Sin embargo, se selecciond solamente las diluciones de 50 pg, 25 pg,
10 pg, 5 pg, 100 fg, 10 fg y 5fg para la obtencién de la curva.

Para Pseudomonas sp. los ensayos de qPCR fueron realizados por duplicado en un
termociclador Bio-rad CFX Manager optical 96-well. Se realizaron reacciones con un
volumen final de 12 pl que incluian: 1 pl de ADN plasmidico molde para cada una de las
concentraciones indicadas arriba, 5 yl de SYBR Green (Biorad) que contiene buffer 2X,
dNTPs, iTag DNA polimerasa, 6 mM MgCl, y SYBER Green | y por ultimo cebadores
Pf/Pr a una concentracion final de 0,1 yM por reaccién (Lloyd-Jones et al., 2005). El
protocolo de amplificacion realizado fue: 1) 95 °C por 2 minutos y 2) 40 ciclos a 95°C por
15 segundos y 62 °C por 30 segundos. La curva de melting se realiz6 entre 55 °C a 95
°C incrementandose 0,5 °C por cada 10 segundos (Anexo F).

Finalmente, para la validacion de la curva se tuvieron en cuenta varios aspectos: 1)
Curva estandar linear (R*>0.960 ¢ r>|-0.970|); 2) Alta eficiencia de amplificacion (90-
105%); y 3) Consistencia a través de las réplicas de las reacciones. Los valores
obtenidos en el ciclo de umbral (C,) para las diluciones fueron calculados por CFX
Manager version 1.0 de Biorad. El analisis se realizd mediante una regresién y
correlacion entre el Log de la concentracion de ADN versus los valores obtenidos en C;.
Asi, se obtuvo una ecuacion linear que permitié analizar y extrapolar los valores de C;de
las muestras de suelo.
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2,53 Ensayos de PCR en tiempo real con muestras de suelo

2.5.31. Extraccion de ADN de muestras de suelo

Se tomo cada muestra de suelo obtenida en invernadero y se escogié solamente las tres
primeras repeticiones de las cinco obtenidas por cada tratamiento para la extracciéon de
ADN. Para esto, se pesaron 0,25 g de suelo mantenido a — 80 °C y se utilizé un kit
comercial (Power soil® DNA, MOBIO) para realizar la extraccion del ADN del suelo
(Anexo E).

2.5.3.2. Cuantificacion de R. solani GA-3 y Pseudomonas sp. en suelo por
qPCR

Las muestras que se seleccionaron para cuantificar Rhizoctonia solani GA-3 por PCR en
tiempo real fueron las tres primeras repeticiones por cada tratamiento de la primera
réplica biolégica en el tiempo. Se cuantific6 cada una de las muestras por duplicado
correspondientes en las tres evaluaciones (ocho dias después de agregar inoculo de R.
solani GA-3, y ocho y treinta dias después de agregar los cubios).

Las condiciones de qPCR que se utilizaron para Rhizoctonia solani GA-3 fueron: 1 ul de
ADN de suelo, 6 pl de Express gPCR SuperMixes (Invitrogen), cebadores
RsTqF1/RsTqR1 a una concentracién final de 0,2 pM por reaccion, y la sonda Tagman®
RQP1 (5TTTAGGCATGTGCACACCTCCCTCTTTC 3’) a 0,2 uM, en un volumen final de
12 pl. El protocolo de amplificacion utilizado fue el reportado por Lees et al. (2002): 1) 50
°C por 2 minutos, 2) 95 °C por 2 minutos y 3) 45 ciclos a 95 °C por 15 segundos y 60 °C
por un minuto. Para el analisis, se utilizé un termociclador Bio-rad CFX Manager optical
96-well. Para Pseudomonas sp. se seleccionaron unicamente las primeras tres
repeticiones por tratamiento de la primera réplica bioldgica en el tiempo. Se cuantificd por
duplicado unicamente la evaluacion correspondiente a los ochos dias después de
agregar los cubios utilizando las mismas condiciones de qPCR senaladas en 2.5.2.4,
pero remplazando el ADN plasmidico por ADN de suelo.

Los datos obtenidos con las muestras de suelo fueron extrapolados utilizando cada una
de las curvas estandar para cada microrganismos por Microsoft Excel para asi obtener la
concentracion de ADN de Rhizoctonia solani GA-3 y Pseudomonas sp. presentes en
cada muestra de suelo. Se realizé un analisis de varianza no paramétrico utilizando el
test de Kruskal-Wallis (p < 0,05) y se hizo una comparacion de diferencias minima
significativa (LSD) (Sofware SAS version 9.2).

2.6 Comparacion de metodologias de cuantificaciéon
microbiolégica y molecular

A partir de los datos obtenidos en la cuantificacién mediante métodos microbiolégicos en
donde se obtuvo densidad de hifas (propagulos/g de suelo) para Rhizoctonia solani, GA-
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3 y UFC/g de suelo para Pseudomonas fluoresecentes, y mediante PCR en tiempo real
(gPCR) en donde se obtuvo la concentracion de ADN (fg/g de suelo) de cada
microrganismo en las muestras de suelo.

El andlisis estadistico se realizé haciendo un analisis de regresion y correlacion entre las
UFC/g de suelo y concentracién de ADN/g suelo para Pseudomonas sp., y densidad de
hifas y concentracion de ADN/g de suelo para R. solani GA-3. Estos resultados fueron
analizados mediante el sofware R version 2.1.4.2.
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3.Resultados

3.1 Clasificacion fisica de los cubios

Las 65 accesiones de cubios fueron clasificadas de acuerdo a sus caracteristicas
fenotipicas (Pifieros y Nustez, 2004). Para este estudio se tuvo en cuenta principalmente
el color predominante y secundario de la piel en donde se obtuvo que cinco accesiones
mostraron color morado, 18 color amarillo, 21 color blanco-morado y 21 color blanco-rojo
(Figura 11 y Tabla 6).

Figura 11. Clasificacion fenotipica de algunos ejemplares de los cubios utilizados en este
estudio de acuerdo a su color predominante y secundario de piel: A, accesién Ttun 31
(morado); B, accesion Ttun 19 (amarillo); C, accesiéon Ttun 4 (blanco-morado); y D,
accesion Ttun 62 (blanco-rojo).
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Tabla 6. Accesiones de cubios de la coleccion central de la Universidad Nacional de
Colombia evaluados en este estudio. Clasificacion fenotipica de acuerdo al color
predominante y secundario de la piel del tubérculo.

Accesion Accesion Accesion

de cubio Color de piel de cubio Color de piel de cubio Color de piel
Ttun 1 Blanco-morado | Ttun 23 | Blanco-morado | Ttun 49 |Blanco-morado
Ttun 2 Blanco-morado | Ttun 24 | Blanco-rojo Ttun 50 | Blanco-morado
Ttun 3 Blanco-morado | Ttun 25 | Morado Ttun 51 | Blanco-morado
Ttun 4 Blanco-morado |Ttun 26 | Blanco-rojo Ttun 52 | Blanco-morado
Ttun § Blanco-morado | Ttun 27 | Blanco-rojo Ttun 53 | Amarillo

Ttun 6 Blanco-morado | Ttun 28 | Blanco-rojo Ttun 54 | Blanco-rojo
Ttun 7 Blanco-rojo Ttun 29 | Amairillo Ttun 55 | Amarillo

Ttun 8 Amarillo Ttun 30 | Blanco-rojo Ttun 56 | Blanco-morado
Ttun 9 Blanco-rojo Ttun 31 Morado Ttun 57 | Blanco-rojo
Ttun 10 | Amairillo Ttun 33 | Amarillo Ttun 58 | Blanco-morado
Ttun 11 | Blanco-morado | Ttun 36 | Morado Ttun 59 | Morado

Ttun 12 | Blanco-rojo Ttun 38 | Blanco-rojo Ttun 60 | Blanco-morado
Ttun 13 | Amairillo Ttun 39 | Amairillo Ttun 61 | Blanco-rojo
Ttun 14 | Blanco-rojo Ttun 40 | Amarillo Ttun 62 | Blanco-rojo
Ttun 15 | Blanco-morado | Ttun 41 Amarillo Ttun 63 | Amarillo

Ttun 16 | Amairillo Ttun 42 | Amarillo Ttun 64 | Blanco-morado
Ttun 17 | Blanco-rojo Ttun 43 | Blanco-rojo Ttun 65 | Blanco-rojo
Ttun 18 |Blanco-morado |Ttun 44 |Blanco-morado |Ttun 66 |Blanco-rojo
Ttun 19 | Amarillo Ttun 45 | Amarillo Ttun 67 | Amarillo

Ttun 20 | Blanco-rojo Ttun 46 | Blanco-morado | Ttun 68 | Amarillo

Ttun 21 | Blanco-morado | Ttun 47 | Morado Ttun 69 | Blanco-rojo
Ttun 22 | Amarillo Ttun 48 | Blanco-rojo

3.2 Bioensayos de Ilaboratorio: Evaluacion del efecto de
accesiones de cubios sobre Rhizoctonia solani

La evaluacion del efecto de las 65 accesiones de cubios sobre el patdgeno causante de
rhizoctoniasis se cuantific6 mediante la densidad de hifas (propagulos/g de suelo)
siguiendo la metodologia descrita por Paulitz et al. (2005). Para el reconocimiento e
identificacién de Rhizocotnia solani se evalud en microscopio las caracteristicas mas
importantes como son el micelio café e hifas de pigmentacion marrén, ramificacion de
micelio en angulo recto, constriccion de la hifa y formacion del septo cerca a la
ramificacién (Figura 12).

En la tabla 7, se observa los promedios de la densidad de hifas registradas para cada
accesion asi como la concentracion de GLS totales (umoles/gramo de cubio seco)
medida por Arias & Higuera (2011). En la evaluacion de la densidad de hifas se obtuvo
que entre las accesiones hay diferencias significativas (p < 0,0001). De las 65 accesiones
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evaluadas, se encontrd que la accesién 10 no presentd ningun efecto sobre la densidad
de hifas del patéogeno (30,1 propagulos/g de suelo).

La densidad de hifas obenidas en 45 accesiones, es decir el 69,2 % de la coleccion de
cubios, present6 un valor entre 2,0 y 3,0 propagulos/g de suelo, permitiendo ubicar las
accesiones dentro del grupo de accesiones con mayor efecto sobre el patégeno que
causa rhizoctoniasis en cultivos de papa. Para las accesiones Ttun 13, Ttun 16, Ttun 22,
Ttun 29, Ttun 33, Ttun 39, Ttun 40, Ttun 45, Ttun 55 y Ttun 63 se obtuvo una densidad
de hifas entre 9,0 y 14,6 propagulos/g de suelo. Sin embargo, comparando la densidad
de hifas de las accesiones anteriores (14,6; 11,7; 9,1; 13,6; 9,6; 14,0; 9,2; 9,9; 8,1y 9,0
propagulos/g de suelo) respectivamente con el tratamiento control (suelo naturalmente
infestado sin accesion) (14,8 propagulos/ g de suelo) sefala que todas estas accesiones
se encuentran por debajo de la densidad obtenida en el suelo control, demostrando un
efecto sobre el hongo patdégeno (Tabla 7).

Con respecto a las accesiones Ttun 30, Ttun 16 y Ttun 59, que mostraron la mayor
cantidad de GLS (30,40; 29,98 y 26,31 uymoles/gramo de cubio seco, respectivamente),
estas mostraron un efecto de supresion sobre las hifas activas disminuyendo su numero
a 1,08, 5,84 y 1,16 propagulos/g de suelo, respectivamente. Por otro lado, comparando la
densidad de hifas obtenidas después de agregar las accesiones de cubios con la
cantidad total de GLS se observa que las accesiones con mayor efecto inhibitorio sobre
los propagulos de R. solani (2,0 propagulos/ g de suelo) tienen una cantidad total de
GLS entre 6,01 y 10,11 pmoles/gramo de cubio seco, por lo tanto las accesiones con
mayor efecto en la reduccion de R. solani no siempre corresponden a las accesiones con
la mayor cantidad de glucosinolatos totales (Arias & Higuera, 2011). Finalmente, el 98.4
% de los cubios de la coleccion de cubios de la Universidad Nacional de Colombia tiene
un efecto sobre la densidad de hifas (propagulos/ g de suelo) de Rhizocotonia solani.

Figura 12. Observacién bajo microscopio de luz de ejemplar Rhizocotonia solani aislado
a partir de suelo de Zipaquira punto G2. Ramificacién de micelio en angulo recto y
constriccion de la hifa (flechas blancas) y formacién del septo cerca a la ramificaciéon
(flechas negras). Aument6 de 40X, tincién con azul de lactofenol.



40 Evaluacion del efecto de liofilizado de cubios (Tropaeolum tuberosum) en las
poblaciones microbianas de suelo como estrategia de manejo de rhizoctoniasis en
cultivo de papa

Tabla 7. Efecto de 65 accesiones de cubios sobre densidad de hifas de R. solani
(propagulos/g suelo) en suelo naturalmente infestado proveniente de cultivo de papa’ y
concentracién de glucosinolatos totales (umoles/g cubio seco) en cada uno de los cubios
de la coleccién de la Universidad Nacional de Colombia 2,

Accesion de cubio :;olz?fzgi?pggpdéz:lsl?s?g Gluizf;‘:slat?s Accesion de cubio :;olz?fzgi?pggpdéz:lsl?s?g Gluizf;T:slat‘Ts

de suelo) ' pmol::é% (z:Ub'O de suelo) ' pmol:esé% E'Ub'o
Ttun 1 2,3M 17,12 + 6,77 | Ttun 38 269 8,26 + 2,65
Ttun 2 22N 13,69 + 5,20 | Ttun 39 14,0° -
Ttun 3 3,3 8,87 +2,78 |Ttun 40 9,2% 3,16 + 1,04
Ttun 4 24" 7,92+ 1,47 |Ttun 41 78° 12,47 + 3,26
Ttun 5 22N 17,58 + 3,26 | Ttun 42 5,2 foh 10,22 + 4,79
Ttun 6 22N 10,00 + 0,06 | Ttun 43 269 11,26 + 1,04
Ttun 7 3,89 16,51 + 3,78 | Ttun 44 22" 10,49 + 3,02
Ttun 8 22" 9,35+2,73 |Ttun 45 9,9 o 6,49 + 2,70
Ttun 9 25" 13,79 + 1,58 | Ttun 46 20" 9,30 + 0,39
Ttun 10 30,12 (18,77 £ 3,07 | Ttun 47 25N 11,10 £ 0,96
Ttun 11 22N 18,91 + 4,92 | Ttun 48 2,89 18,50 + 7,84
Ttun 12 2,69 15,17 £ 5,0 |Ttun 49 379 -
Ttun 13 146° [4,80+1,91 |[Ttun50 5,0 " 7,39+ 0,12
Ttun 14 24N 13,36 + 3,30 | Ttun 51 22" 8,60 + 3,29
Ttun 15 25N 8,41+ 1,07 |Ttun 52 269 7,34+ 1,53
Ttun 16 11,7°9 (29,98 + 8,71 | Ttun 53 6,3 °" 7,45 + 2 64
Ttun 17 24" 13,68 + 4,27 | Ttun 54 20" 9,84 + 4,11
Ttun 18 20" 9,14 + 0,51 |Ttun 55 8,1 % 6,33 + 1,05
Ttun 19 22N 14,62 + 0,59 | Ttun 56 20" 6,46 + 2,23
Ttun 20 2,69 14,37 + 0,44 | Ttun 57 2,79 543 +2,18
Ttun 21 21" 3,95+0,87 |Ttun 58 25" 6,86 + 1,20
Ttun 22 9,1°% 8,70+ 3,21 |Ttun 59 23" 26,31 + 1,54
Ttun 23 21" 4,49 + 1,07 |Ttun 60 2,3" 7,39 + 2,09
Ttun 24 20" 9,53+2,09 |Ttun 61 21N 2,77 £ 0,51
Ttun 25 22N 12,01 + 0,41 | Ttun 62 21N 4,19 + 0,83
Ttun 26 2,89 14,43 + 4,43 | Ttun 63 9,0% 2,53+ 3,23
Ttun 27 22" 15,11 + 3,17 | Ttun 64 2,69 14,44 + 3,72
Ttun 28 21" 11,08 + 2,80 | Ttun 65 20" 10,11 + 3,93
Ttun 29 13,6 [9,91+3,03 |Ttun 66 2,3" 22,87 + 6,84
Ttun 30 22N 30,40 + 8,69 | Ttun 67 4,5 ™" 8,95 + 0,47
Ttun 31 21" 21,52 + 6,15 | Ttun 68 3,89 12,35 + 0,85
Ttun 33 9,6 % 8,10+ 1,40 |Ttun 69 20" 6,01 + 1,53

Control
_(Suelo natl_JraImente _

Ttun 36 20" 6,45+ 1,23 | mecoiron o cubios) 14,8 °

'Analisis de varianza no paramétrica Kruskal Wallis (p < 0,05). Valores en la misma columna
seguidos por la misma letra(s) no son significativamente diferentes (p < 0,05) de acuerdo a la
prueba de Tukey.

“Concentracion de glucosinolatos (Arias & Higuera, 2011).
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3.3 Bioensayos en invernadero

3.3.1 Obtencion de aislamientos de R. solani GA-3 y obtencion de in6culo

Se selecciond un aislamiento por localidad (Zipaquira, Subachoque y Villa Pinzén) y se
verificd por PCR la presencia de un fragmento ITS de 500 pb en su ADN gendmico
utilizando los primers especificos para la detecciéon de R. solani GA-3 Rs1F2 (5-
TTGGTTGTAGCTGGTCTATTT-3") y Rs2R1 (5-TATCACGCTGAGAGTGGAACCA-3)
descritos por Lees et al. (2002). Estos permitieron identificar los aislamientos de R. solani
GA-3 (Figura 13).

100 pb

Figura 13. Productos de PCR amplificados a partir de la regién ITS (500 pb) utilizando
los primers Rs1F2/Rs2R1 para identificacion de aislamientos de R. solani GA-3. Fila 1:
aislamiento Zipaquira 1; Fila 2: aislamiento Zipaquira 2; Fila 3: aislamiento Subachoque
1; Fila 4: aislamiento Subachoque 2; Fila 5: aislamiento Villa Pinzén 1; Fila 6: aislamiento
Villa Pinzén 2; Fila 7: control negativo; M: Marcador de 100pb (Invitrogen).

3.3.2 Evaluacion del efecto de accesiones de cubios seleccionadas sobre R.
solani y la microbiota del suelo

La seleccion de las accesiones a evaluar se realizd6 tomando en cuenta los resultados
obtenidos en el bioensayo de laboratorio para las accesiones con un mejor efecto sobre
la densidad de hifas de R. solani (valores menores a 2,2 propagulos/g de suelo, Tabla 7).
Asi, se seleccionaron las accesiones Ttun 5, Ttun 54, Ttun 62 y Ttun 69. También se
selecciond la accesion Ttun 30 que mostré el mayor contenido de glucosinolatos (30,40
pumoles/g cubio seco) y las accesiones con un contenido intermedio de glucosinolatos
Ttun 19 (14,64 pmoles/g cubio seco) y Ttun 43 (11,26 pumoles/g cubio seco), y finalmente
la accesion Ttun 61 que mostré 2,1 propagulos/g de suelo y un contenido de GLS de 2,77
Mmoles/g cubio seco (Arias & Higuera, 2011) (Tabla 7). Las ocho accesiones
seleccionadas para los ensayos de invernadero fueron evaluadas en tres réplicas
biolégicas en el tiempo. En cada una de esta réplicas se evalué el nimero de hifas
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activas de R. solani GA-3 y solamente durante la primera réplica bioldgica se evalu6 la
microbiota de suelo en UFC/g de suelo.

Primero se aislaron colonias obtenidas de cada uno de los medios de cultivo para
verificar microscopicamente las caracteristicas de pseudomonads fluorescentes. vy
Trichoderma sp. Para la primera, se observo la presencia de colonias blancas brillantes
de consistencia mucoide y no uniforme y microscopicamente con la forma de bacilos
Gram negativos (Figura 14A); para Trichoderma sp. se observo la presencia de colonias
con apariencia algodonosa y pigmentacion verde oliva y microscépicamente con la forma
de fialides y conidioforo (Figura 15B). Con respecto a la microbiota bacteriana se aislaron
colonias de consistencia mucoide, pigmentacion blanca y de forma circular uniforme y
microscopicamente se presencio la forma de bacilos Gram positivos (Figura 14B).

Con respecto a la microbiota de hongos, se seleccionaron las colonias que
predominaban en el medio de cultivo. Microscopicamente se encontraron esporangios
esféricos y esporangiéforo ramificado caraterisiticas del género Rhizopus sp., y a partir
de otras colonias asiladas se observaron estructuras similares a conidiosporas vy
ramificaciones filoides y cadenas de conidas indicando la presencia de Penicillium sp. en
el suelo de Zipaquira (Figura 15A y C). Finalmente para Rhizoctonia solani se evalud en
microscopio las siguientes caracteristicas: micelio café e hifas de pigmentacion marrén,
ramificacion de micelio en angulo recto, constriccién de la hifa y formacion del septo
cerca a la ramificacion (Figura 12).

ik

Figura 14. Ejemplares observados bajo microscopio de luz de bacterias aisladas a partir
de suelo de Zipaquira punto G2, tefiidos con tincion de Gram. A, Bacilos Gram negativos;
B, Bacilos Gram positivos. Aumenté de 100X utilizando aceite de inmersion.
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Figura 15. Ejemplares observados bajo microscopia 6ptica de hongos aislados a partir
de suelo de Zipaquira punto G2. A. Rhizopus sp., flechas negras indican esporangiéforo y
esporangio esférico; B. Trichoderma sp., flechas negras indican fidlides y conidiéforo; C.
Penicilium sp., flechas negras indican coniosporas y ramificaciones filoides. Aumento6 de
40X; tincion con azul de lactofenol.

La cuantificacién de la microbiota de suelo se realizé a los ocho dias después de agregar
0,5 g de cubios de cada una de las accesiones obteniendose mediante el analisis de
Krustal Wallis un valor de p= 0,0219 y 0,0001 para las poblaciones de pseudomonads
fluorescentes y bacterias totales respectivamente, indicando un efecto por la
incorporacion de lo cubios. Con el analisis de diferencia minima significativa (LSD) se
encontré que con todas las accesiones evaluadas hubo un aumentoé en las poblaciones
de pseudomonads fluorescentes comparado con el tratamiento testigo(suelo
naturalmente infestado sin accesion de cubios y sin indculo de R. solani GA-3) y con el
tratamiento de R. solani GA-3, que no tenia ninguna incorporacion de cubios (Tabla 8);
mientras que para bacterias totales se evidencié un aumenté hasta 9,8 X 10°; 1,10 X 10°
5,00 X 10° y 8,10 X 10° UFC/g de suelo con la incorporacion de las accesiones Ttun 5,
Ttun 19, Ttun 30 y Ttun 56, respectivamente (Tabla 9). A los 30 dias después de
incorporar los cubios se observd que las UFC/ g de suelo de pseudomonads
fluorescentes no presentaron ninguna diferencia entre los tratamientos (p= 0,1045)
(Tabla 8) y en bacterias totales si se evidencid que con las accesiones Ttun 5y Ttun 30
hubo un aumenté hasta 1,40 X 10° y 1,10 X 10° UFC/g de suelo respectivamente,
comparado con el testigo absoluto en donde la cantidad de bacterias totales fue de 7,90
X 10* UFC/g de suelo (Tabla 9).

Para la cuantificacion de hongos totales y Trichoderma sp. a los ocho dias después de
agregar los cubios no se observaron diferencias entres las accesiones con respecto al
testigo (Tablas 8 y 9). Sin embargo a los 30 dias, en las poblaciones de hongos totales
se evidencid un aumento significativo con la accesion Ttun 56, en donde se obtuvo 2,30
X 10° UFC/g de suelo (Tabla 9). Por otro lado, con las accesiones Ttun 30, Ttun 54 y
Ttun 61 las poblaciones de hongos totales también aumentaron con respecto al testigo,
aunque en menor proporcion que en el caso de la accesion anterior (Tabla 9). El testigo
de R. solani GA- 3, que no tenia ninguna accesién aplicada fue el tratamiento con el
menor numero de colonias de hongos totales (Tabla 9). Las poblaciones de Trichoderma
sp. no presentaron diferencias entre los tratamientos en la evaluaciéon a los 30 dias
después de adicionar el cubio (Tabla 8).
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Tabla 8. Evaluacion del efecto de accesiones de cubios sobre la poblacion de
pseudomonads fluorescentes y Trichoderma sp. Se muestra el promedio de UFC/g de
suelo a los ocho y treinta dias después de agregar los cubios.

Tratamiento'

(UFC/g de suelo)®

pseudomonads fluorescentes

Trichoderma sp.

Ocho dias Treinta dias Ocho dias Treinta dias
después de después de después de después de
Tiempo adicionar cubio adicionar cubio adicionar cubio | adicionar cubio

Ttun 5 1,30E+05 % 7,20E+04 ° 5,50E+03 ® 5,50E+03 ®
Ttun 19 1,00E+05 **° 9,40E+04 ® 8,30E+03 *® 4,60E+04 ®
Ttun 30 1,10E+05 ® 2,90E+05 ® 3,10E+04 ° 5,50E+03 ®
Ttun 54 5,80E+04 *° 9,10E+04 ® 2,00E+04 *® 6,50E+03 ®
Ttun 56 1,90E+05 ° 5,50E+04 ° 5,50E+03 ® 4,40E+04 °
Ttun 61 7,30E+04 *° 1,40E+05 @ 1,20E+04 @ 2,50E+04 ®
Ttun 62 5,80E+04 ° 5,60E+04 ® 3,00E+04 ® 2,50E+04 @
Ttun 69 5,50E+04 ° 5,50E+04 ° 5,50E+03 ® 5,50E+03 ®

Testigo R. solani
GA-3 Zipaquira

5,50E+04 ° 5,60E+04 °

4,60E+04 ° 5,50E+03 °

Testigo

5,60E+04 ™ 9,40E+04 2

3,60E+04 ° 5,50E+03 °

'Composicion de los tratamientos en la seccién 2.4.2 de Metodologia.
*Test de Kruskall Wallis (p< 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no
son significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.

Tabla 9. Evaluacion del efecto de accesiones de cubios sobre bacterias y hongos totales.
Se muestra el promedio de UFC/g de suelo a los ocho y treinta dias después de agregar

los cubios.

Tratamiento'

(UFC/g de suelo)®

Bacterias totales

Hongos totales

Ocho dias Treinta dias Ocho dias Treinta dias

después de después de después de después de
Tiempo | adicionar cubio adicionar cubio adicionar cubio | adicionar cubio
Ttun 5 9,80E+05 @ 1,40E+06 ° 7,50E+04 @ 6,80E+04 %
Ttun 19 1,10E+06 ? 4, 70E+05 2*° 1,10E+05 @ 9,50E+04 %
Ttun 30 5,00E+05 2° 1,10E+06 ® 5,30E+04 @ 1,50E+05%*°
Ttun 54 1,10E+05 *° 4,00E+06 5,30E+04 2 1,40E+05"
Ttun 56 8,10E+05 ° 5,70E+04 ¢ 2,70E+04 @ 2,30E+05 @
Ttun 61 1,40E+05 © 5,70E+04 4,90E+04 ° 1,70E+05 °
Ttun 62 3,80E+05 © 5,60E+04 ¢ 4,50E+04 ° 9,30E+04°%%
Ttun 69 1,30E+05 © 4 80E+04 ° 5,40E+04 @ 8,40E+04

Testigo R. solani
GA-3 Zipaquira

1,10E+05 © 5,90E+04 P«

3,90E+04 ° 6,50E+04 °©

Testigo

1,20E+05 ¢ 7,90E+04 *

4,10E+04 @ 1,00E+05°%

'Composicion de los tratamientos en la seccion 2.4.2 de Metodologia.
*Test de Kruskall Wallis (p< 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no
son significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.
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Como la evaluacion del patégeno se realizé en tres réplicas biologicas, se realizd un
promedio, ya que mediante el analisis del test de Friedman se compard la cuantificacion
del patdgeno en cada una de las réplicas bioldgicas, y se obtuvo diferencias en las
evaluaciones a los ocho y treinta dias después de incorporar los cubios (p< 0,0001 y
p=0,043 respectivamente). Se observé que la accesion Ttun 5 presenté el mayor efecto
sobre el patégeno comparando la densidad de hifas obtenidas con el testigo del
aislamiento R. solani GA-3 Zipaquira (10 propagulos/g de suelo). Sin embargo con las
accesiones Ttun 30 y Ttun 56 se obtuvo 2,6 propagulos/g de suelo y 3,1 propagulos/g de
suelo respectivamente. Las accesiones Ttun 19 y Ttun 61 mostraron el menor efecto en
la disminucion de la densidad de hifas. Sin embargo, la densidad de hifas del patégeno
fue disminuida por el efecto de las ocho accesiones evaluadas (Tabla 10).

En la evaluacion a los 30 dias de incorporacion de cubios, el efecto sobre Rhizoctonia se
mantuvo con un ligero incremento en el niumero de 1,4 colonias con respecto a los ocho
dias despues de agregar los cubios para la accesién Ttun 5. En esta evaluacion se
observé que con la accesion Ttun 30 se obtuvo 2,6 propagulos/g de suelo y fue la de
mayor efecto sobre el patdgeno. Sin embargo, comparando el efecto de las ocho
accesiones con el tratamiento correspondiente al testigo del aislamiento R. solani GA-3
Zipaquira se observa la disminucion de la densidad de hifas debido al efecto de los
cubios. Sin embargo, en la evaluacion a los 30 dias aumenta considerablemente con
respecto a la evaluacién a los ocho dias, excepto con las accesiones Ttun 19 y Ttun 30
(Tabla 10).

Tabla 10. Promedio de las tres réplicas biologicas de la evaluacion del efecto de
accesiones de cubios sobre Rhizoctonia solani GA-3. Se muestra el promedio de no. de
colonias/g de suelo a los ocho y treinta dias después de agregar los cubios.

Tratamiento’ Rhizoctonia solani GA-3
(propagulos/ g de suelo)?
Ocho dias después | Treinta dias después
Tiempo | de adicionar cubio de adicionar cubio
Ttun 5 2,5 3,9
Ttun 19 46 42"
Ttun 30 26° 26°
Ttun 54 3,4 % 8,7%®
Ttun 56 3,1 5,6 *°
Ttun 61 38" 5,6 >
Ttun 62 3,3°% 8,3%
Ttun 69 3,7% 49"
Tgstlgq allslamlento R. solani GA-3 10° 12,7°
Zipaquira
Testigo 2,0° 5,7

Composicion de los tratamientos en la seccion 2.4.2 de Metodologia.
Test de Friedman (p= 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no son
significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.

En las tres réplicas también se midio la longitud de raiz, tallo y total de la planta para
observar si habia cambios en variables de crecimiento de la planta debido a la
incorporacion de los cubios. Mediante el analisis de Friedman se comparé las tres
réplicas en el tiempo y se observo que para longitud de raiz, longitud de tallo y longitud
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total no hubo diferencias entre los tratamientos para ninguna de las variables de longitud
(p= 0,40; p= 0,21 y p= 0,28, respectivamente; Tabla 11).

Igualmente, se evalud incidencia y severidad de la enfermedad en el cultivar Diacol
Capiro. En la tabla 12 se observa que en la lesion en estolon hay diferencias
significativas (p< 0,0001). Como era de esperarse el tratamiento que solo tiene
aislamiento de R. solani GA-3 muestra una mayor longitud del tamafo de la lesion en
estolon. En los tratamientos con las accesiones Ttun 61, Ttun 56 y Ttun 5, el tamafo de
la lesion disminuye notablemente (3,6; 2,5 y 0,9 mm, respectivamente; Figura 16). Los
tratamientos Ttun 5, Ttun 30 y Ttun 54 mostraron el mismo tamafio de lesién en estolon
(Tabla 12).

Por otro lado, en el tratamiento testigo que no tiene el indculo del aislamiento de R. solani
GA-3 de Zipaquira y tampoco tiene accesién de cubio, es decir el suelo naturalmente
infestado, se observé que en las plantas evaluadas hubo lesiones en tallo (0,1 mm?) al
igual que el tratamiento de la accesion Ttun 5. En los tratamientos con las accesiones
Ttun 19, Ttun 56, Ttun 61, Ttun 62, Ttun 69 y el tratamiento del aislamiento de R. solani
GA-3 de Zipaquira, que no tiene accesion de cubio, se evidencio la mayor severidad de la
enfermedad (Tabla 12). La incidencia se evaludé tanto para estolébn como para tallo,
donde en estolén fue menor para el tratamiento de la accesion Ttun 5y Ttun 62 al igual
que el tratamiento testigo, el cual no tiene ni cubios ni inéculo del patégeno. En tallo se
obtuvo una incidencia del 60% para los tratamientos Ttun 19 y el tratamiento de testigo
de R. solani GA-3 y un 40% para el tratamiento Ttun 30 y con las otras accesiones se
observo un 20% de incidencia en tallo (Tabla 12).

Comparando cada una de las evaluaciones realizadas, se evidencio que las accesiones
Ttun 5, Ttun 30, Ttun 56 y Ttun 69 son las que presentan un mayor efecto sobre la
densidad de hifas del patégeno y sobre el tamafio de las lesiones que causa en las
plantas de papa (Figura 17). Sin embargo, con la accesion Ttun 5 se observo que en dos
réplicas biolégicas disminuia el conteo del patégeno a los ocho y 30 dias después de la
incorporacion de cubios (Tabla 12 y 13). Ademas, en la evaluacion de severidad en tallo
aunque no hubo diferencias entre los tratamientos, con esta accesion se evidenci6 el
menor tamano de lesion (Tabla 16), y con respecto a la incidencia se obtiene un 60%
(Tabla 16), es decir el numero de plantas enfermas por cada cinco plantas evaluadas, por
lo tanto, tres de ellas presentan algun tipo de lesién causada por el patégeno. Por otro
lado, con la incorporaciéon al suelo de la accesion Ttun 5, se evidencia que no hay
disminucion en las UFC/g de suelo de poblaciones benéficas como pseudomonads
fluorescentes y Trichoderma sp. (Tablas 8 y 11). De acuerdo a estos resultados se
selecciond la accesion Ttun 5 para continuar con el siguiente paso de evaluacion en
condiciones de invernadero.
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Tabla 11. Promedio de tres réplicas bioldgicas de la evaluaciéon del efecto de cubios
sobre la longitud (raiz, tallo y total) de la planta de papa cultivar Diacol Capiro a los treinta
dias después de agregar los cubios, durante tres réplicas bioldgicas.

Longitud® (cm)

. 1
Tratamiento Raiz Tallo Total
Ttun 5 20,5° 279° 49,2°
Ttun 19 221° 28,3° 48,3°
Ttun 30 18,4° 23,3° 40,1°
Ttun 54 18,4° 29,6 ° 371°
Ttun 56 18,0 ° 271° 47,5°
Ttun 61 18,1° 26,0° 449°
Ttun 62 19,3° 27,2° 49,7 °
Ttun 69 18,3° 29,1° 49,8 °
Testigo aislamiento a a a
R. solani GA-3 Zipaquira 19,5 218 46,5
Testigo 19,1° 26,9 ° 49,0°

'Composicion de los tratamientos en la seccion 2.4.2 de Metodologia.

*Test de Friedman (p= 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no son
significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.

Tabla 12. Promedio de tres réplicas bioldgicas de la evaluacion del efecto de accesiones
de cubios sobre las lesiones en estoldn, incidencia y severidad en planta de papa cultivar
Diacol Capiro a los treinta dias después de agregar los cubios.

Enfermedad®
Tratamiento' Longitud lesién | Severidad en tallo Incidencia (%)
estoléon (mm) (mmz) Estolon Tallo

Ttun 5 0,9° 0,1¢ 20 20
Ttun 19 2,4 0,4°° 40 60
Ttun 30 09° 0,2° 40 40
Ttun 54 0,9°¢ 0,2 40 20
Ttun 56 2,5 04%® 40 20
Ttun 61 36 0,4 40 20
Ttun 62 1,6 0,4 20 20
Ttun 69 1,2 05° 40 20
Testigo aislamiento a ab

R. solani GA-3 Zipaquira 4.2 0.4 40 60
Testigo 1,6 0,1° 20 20

'Composicion de los tratamientos en la seccion 2.4.2 de Metodologia.

*Test de Friedman (p= 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no son
significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.
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Figura 16. Efecto de las accesiones de cubios sobre'leionesﬁen estoléon causado por
Rhizoctonia solani GA-3. Lesiones en estolon obtenidas en diferentes tratamientos
(flechas blancas). Accesiones: A, Ttun 61; B, Ttun 5; C, Ttun 56; y D, Sin cubio.

3.3.3 Evaluacion de accesion Ttun 5 sobre tres aislamientos de R. solani GA-3

Esta evaluacion se realizé con el fin de evaluar el efecto de la accesion Ttun 5 sobre tres
diferentes aislamientos de R. solani GA-3 recuperados de distintas localidades
(Zipaquira, Subachoque y Villa Pinzén). Durante las tres réplicas biolégicas se observo
un comportamiento similar para cada una de las tres evaluaciones, como es evidenciado
por el analisis de Friedman (p= 1,00). El promedio de las tres réplicas indica que en la
evaluacién a los ocho dias después de adicionar los cubios se evidencia que el mayor
efecto del cubio de la accesion Ttun 5 se tiene con el aislamiento de Subachoque en
suelo naturalmente infestado, seguido del aislamiento de R.solani GA-3 de Zipaquira y
Villa Pinzon (2,7; 4,0 y 4,7 propagulos/g de suelo, respectivamente; Tabla 13).
Igualmente, se observa el mayor efecto en los tratamientos con suelo estéril para cada
uno de los aislamientos evaluados principalmente para el aislamiento de Subachoque.
Estos tratamientos en suelo esteril se realizaron con el fin de evaluar y comparar cada
aislamiento y su patogenecidad. Asi mismo, permiti6 comparar el efecto de la accesion
Ttun 5 en suelo naturalemnte infestado con suelo esteril. La composicion de los
tratamientos se diferencia unicamente por el suelo utilizado (Tabla 13).

A los ftreinta dias se observa que la densidad de hifas de los tratamientos
correspondientes al aislamiento de Subachoque, Villa Pinzén y testigo (sin cubio ni
inodculo) en suelo naturalmente infestado, y los tratamientos con aislamient de Zipaquira 'y
Villa Pinzén en suelo esteril aumenta, pero en el tratamiento de Ttun 5, que tiene
solamente indculo natural, se observa una disminucion de los propagulo/g de suelo, esto
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también ocurre con el aislamiento de Zipaquira en suelo naturalmente infestado y el
aislamiento de Subachoque en suelo esteril (Tabla 13).

Tabla 13. Promedio de tres réplicas bioldgicas de la evaluacion del efecto de la accesion
Ttun 5 de cubio sobre tres aislamientos de Rhizoctonia solani GA-3. Densidad de hifas
(Propagulos/ g de suelo) a los ocho y treinta dias después de agregar el cubio.

Tratamiento' Rhizoctonia solani GA-3

(propagulos/g de suelo)?

Ocho dias después de Treinta dias después de
Tiempo adicionar cubio adicionar cubio

Aislamiento Zipaquira 4,02 2,0
Aislamiento Subachoque 2,7¢ 6,12
Aislamiento Villa Pinzén 47° 9,72
Control aislamiento Zipaquira 2,7 ¢ 4,0
Control aislamiento Subachoque 2,6¢ 1,7 ¢
Control aislamiento Villa Pinzén 3,3 4,6 °°
Testigo Ttun 5 3,1 2,6
Testigo 3,1 6,0

'Composicion de los tratamientos en la seccién 2.4.3 de metodologia.

*Test de Friedman (p= 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no son
significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.

Por otro lado, nuevamente se cuantificd la microbiota del suelo para observar si habia
cambios en las poblaciones de microorganismos biocontroladores y microbiota total de
suelo. La tabla 14 muestra las UFC/g de suelo obtenidas para las poblaciones de
Trichoderma sp. La evaluacién a los ocho dias después de la incorporacion de la
accesion no hubo diferencias significativas entre los tratamientos (p= 0,07) y a los 30
dias se observo que en el tratamiento en suelo naturalmente infestado que tiene indculo
de la localidad de Subachoque presenté un aumenté en las UFC/g de suelo (9,70 X 10°)
comparado con los otros tratamientos evaluados. Sin embargo, en los tratamientos en
donde se utilizé suelo estéril se evidencid la menor densidad de hifas de Trichoderma sp.
La tabla 14 indica que las diferencias entre los tratamientos evaluados y en los tiempos
de evaluacion de pseudomonads fluorescentes. A los ocho dias después de adicionar la
accesion Ttun 5 se evidencié que hay un aumenté de las poblaciones de esta bacteria en
los tratamientos de aislamiento de Zipaquira en suelo naturalmente infestado y el testigo
Ttun 5, el cual no tiene adicion de indculo.

Mientras que para la microbiota bacteriana del suelo las diferencias fueran bastante
significativas. A los ocho y treinta dias después de agregar Ttun 5, se observa que en los
tratamientos con suelo estéril y suelo adicionado con inéculo de R.solani GA-3 de las
diferentes localidades, las poblaciones de bacterias totales son bajas en comparacion
con el testigo que es suelo naturalmente infestado y con el testigo de la accesion Ttun 5
que no tiene in6culo adicional del patégeno (Tabla 15). Para las poblaciones de hongos
totales se obtiene las menores UFC/g de suelo en los tratamientos con suelo estéril, con
excepcion del tratamiento del aislamiento de Zipaquira en suelo naturalmente infestado,
donde las poblaciones de hongos en el suelo aumentaron significativamente (1,20 X 10°
UFC/g de suelo) comparado con el testigo (3,30 X 10° UFC/g de suelo) (Tabla 15).
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Tabla 14. Promedio de tres réplicas biolégicas de la evaluacién del efecto de la relacion
accesion Ttun 5 de cubio y distintos aislamientos de R. solani GA-3 sobre pseudomonads
fluorescentes y Trichoderma sp. Se muestra el promedio de UFC/g de suelo a los ocho y
treinta dias después de agregar el cubio.

Tratamiento' (UFC/g de suelo)?
Pseudomonads Trichoderma sp.
fluorescentes
Tiompo | Ochodias | LINEdES | ochoaas | Lentadis
P después de b después de b
e . adicionar e . adicionar
adicionar cubio . adicionar cubio .
cubio cubio

Aislamiento Zipaquira 1,10E+04° 1,60E+04 ° | 1,00E+01°® 2,00E+03°

AislamientoSubachoque | 1,00E+03 *® | 5,00E+03 ® | 1,00E+01 ® 9,70E+03 *®

Aislamiento Villa Pinzén | 2,00E+03 ® 1,00E+03 ¢ | 1,30E+01? 1,60E+03 °

Control aislamiento 3. 00E+02 ° 1,10E+03° | 1,50E+01 @ 5, 76E+01 ©

Zipaquira

Control aislamiento 3,00E+02° | 1,10E+03° | 6,08E+01° | 4,06E+01°
Subachoque

Control aislamiento 200E+02° | 1,10E+03° | 3,57E+01° |8,74E+01°
Villa Pinzon

Testigo Ttun 5 1,10E+042 2,00E+03° | 1,30E+012 | 4,40E+03°
Testigo 6,00E+03% | 6,00E+03% | 1,00E+01 2 2,10E+03°

'Composicion de los tratamientos en la seccién 2.4.3 de metodologia.

*Test de Kruskall Wallis (p< 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no
son significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.

En la tabla 16, se muestran los promedios obtenidos en la longitud de raiz, longitud de
tallo y longitud total de la planta. Los datos muestran que los tres tratamientos realizados
en suelo estéril tienen menor longitud (cm) para las tres variables evaluadas en
comparacion con los otros tratamientos en suelo naturalmente infestados. Por otro lado,
la evaluacién de incidencia de las lesiones en estolon confirman que con el aislamiento
de Villa Pinzéon en suelo esteril se evidencia el menor porcentaje de incidencia. Sin
embargo, el aislamiento en Subachoque en suelo naturalmente infestado presentd un 60
% de incidencia, mientras que en tallo la incidencia fue del 100 % para el control de
aislamiento de R. solani GA-3 de Subachoque (Tabla 17). Por otro lado, en los
tratamientos control de los diferentes aislamientos se observé menor longitud de lesién
en estolon excepto con el tratamiento control de Zipaquira, en el cual las lesiones
aumentan 0,3 mm, y el mayor tamafio de lesion en estoldn se observd en los
tratamientos en suelo naturalmnete infestados de Subachoque y Villa Pinzén (Figura 17).
La severidad en tallo indica la menor severidad en los tratamientos control en suelo
esteril y como era de esperarse en el tratamiento testigo de la accesion Ttun 5, que no
tiene in6culo del patdégeno (Tabla 17) y las lesiones de mayor tamafo en tallo se
evidencié en el tratamiento de Subachoque en suelo naturalmente infestado (Figura 18) y
suelo esteril.
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Tabla 15. Promedio de tres réplicas biolégicas de la evaluacién del efecto de la relacion
accesion Ttun 5 de cubio y distintos aislamientos de R. solani GA-3 sobre bacterias y
hongos totales. Se muestra el promedio de UFC/g de suelo a los ocho y treinta dias

después de agregar el cubio.

Tratamiento'

(UFC/g de suelo)?

Bacterias totales

Hongos totales

Ocho dias "I;reinta' dias Ocho dias Treinta' dias
. espués de . después de
i después de adicionar después de adicionar
Tiempo | adicionar cubio . adicionar cubio .
cubio cubio
Aislamiento Zipaquira 1,50E+05 ® | 3,00E+05° | 1,20E+05 ° 6,10E+03 ™
AislamientoSubachoque | 3,00E+05° | 7,40E+04° | 1,00E+03°° | 1,20E+04 ®°
Aislamiento Villa Pinzén 1,60E+05% | 2,10E+05° | 6,80E+03 ® | 5,80E+03°
Control aislamiento 1,10E+03 ¢ | 1,00E+00 ¢ | 1,20E+01° 1,10E+02 ¢
Zipaquira
Control aislamiento 7,00E+02 ¢ | 1,00E+00¢ | 1,50E+01 ¢ 1,10E+02°
Subachoque
Control aislamiento 8,10E+02° | 1,00E+02 ¢ | 2,00E+01 ° 5,00E+01 °©
Villa Pinzén
Testigo Ttun 5 2,10E+05®° | 4 20E+05? | 1,70E+03 ™ | 4, 50E+04
Testigo 2,20E+05 *° | 4,00E+05? | 3,30E+03 * | 2,30E+04 *°

1Composicion de los tratamientos en la seccion 2.4.3 de metodologia.

*Test de Kruskall Wallis (p< 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no
son significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.

Tabla 16. Promedio de tres réplicas bioldgicas de la evaluacion del promedio de tres
réplicas bioldgicas del efecto de la relacion accesién Ttun 5 de cubio y distintos
aislamientos de R. solani GA-3 sobre de la longitud (raiz, tallo y total) de planta de papa
cultivar Diacol Capiro a los treinta dias después de agregar el cubio.

Tratamiento'

Longitud® (cm)

Raiz Tallo Total
Aislamiento Zipaquira 14572 17,9° 324°2
Aislamiento Subachoque 14,6° 16,1° 30,8°
Aislamiento Villa Pinzén 13,0° 18,3° 31,02
Control aislamiento Zipaquira 14,7 @ 13,3 % 26,3°
Control aislamiento Subachoque 12,52 13,6 * 25,8 *°
Control aislamiento Villa Pinzén 13,5° 11,5° 25,1 °°
Testigo Ttun 5 12,0° 18,3 ° 30,0°
Testigo 14,9° 18,2° 33,1°

'Composicion de los tratamientos en la seccién 2.4.3 de metodologia.
*Test de Friedman (p= 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no son

significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.
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Tabla 17. Promedio de tres réplicas biolégicas de la evaluacién del efecto de la accesién
Ttun 5 de cubios y distintos aislamientos de R. solani GA-3 sobre lesiones en estolon,
incidencia y severidad en planta de papa cultivar Diacol Capiro a los treinta dias después
de agregar el cubio, durante tres réplicas bioldgicas. Efecto de adicion cubio al suelo en
la infeccion de tres aislamientos de R. solani GA-3 en estolones de papa.

Enfermedad?®
- e e sovrdad gn [ eidenca 0

Tratamiento (mm) tallo (mm®) Estolén Tallo
Aislamiento Zipaquira 2,7 0,3 100 20
Aislamiento Subachoque 5,4 2 0,5 60 40
Aislamiento Villa Pinzén 5,52 0,2 100 20
Control aislamiento Zipaquira 3,0° 0,1°¢ 80 20
Control aislamientoSubachoque 3,1%° 0,82 100 100
Control aislamiento Villa Pinzén 0,7¢ 0,1°¢ 40 20
Testigo Ttun 5 4,22 0,1°¢ 100 20
Testigo 4,4 0° 100 0

1Composicion de los tratamientos en la seccién 2.4.3 de metodologia.

*Test de Friedman (p= 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no son
significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.

5 A3

Figura 17. Efecto de la accesion Ttun 5 de cubio sobre tres aislamientos de Rhizoctonia
solani GA-3. Lesion en estolén obtenida con diferentes aislamientos (flechas blancas). A,
Zipaquira; B, Subachoque 54; C, Villa Pinzén. Lesiones producidas por tres aislamientos
de R. solani GA-3 en estolones de papa, cultivar Diacol Capiro. El suelo naturalmente
infestado fue adicionado con (cantidad) polvo de cubio liofilizado.
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Figura 18. Efecto de la accesion Ttun 5 de cubio sobre tres aislamientos de Rhizoctonia
solani GA-3. Severidad en tallo obtenida con diferentes aislamientos (flechas blancas) en
la réplica dos. A, Subachoque; B, Zipaquira; C, Testigo. Lesiones producidas por tres
aislamientos de R. solani GA-3 en base de tallo de plantas de papa, cultivar Diacol
Capiro. El suelo fue adicionado con 0,5 g de cubio liofilizado.

3.3.4 Evaluacion del efecto de una accesion de cubio en la incidencia y severidad
de la enfermedad en tres cultivares de papa

La cuantificacion del patégeno indicd que a los ocho y treinta dias después de agregar la
accesion de cubio, el menor nimero de propagulos sobre R. solani se obtuvo en el
tratamiento con el cultivar Pastusa Suprema (Tabla 18), lo cual signific6 menor tamano
de lesion en estolon (Tabla 20), mientras que el cultivar Diacol Capiro fue mas
susceptible al inéculo del patégeno. Sin embargo la lesion en estolén no fue la mayor y
se obtuvo 1,2 mm, mientras que con el cultivar de Criolla Colombia fue de 4,0 mm (Tabla
20 y Figura 19). La densidad de hifas del patdgeno aumenté a los treinta dias después de
adicionar la accesion Ttun 5 (Tabla 18). Sin embargo, en la evaluacion de severidad en
tallo se evidencid6 mayor lesién en estolon que severidad en tallo (Tabla 20). Con
respecto a la incidencia de la enfermedad se observé un 100 % en estolén y tallo en el
tratamiento de Diacol Capiro. El porcentaje de incidencia en tallo fue menor que en
estolon, indicando que hubo menor nimero de plantas con lesion en tallo (Tabla 20).

No se observaron diferencias en la evaluacion de longitd de tallo, raiz y total en los tres
cultivares. Sin embargo, la longitud de la planta fue menor en el cultivar Pastusa
Suprema comparado con los otros dos cultivares evaluados (Tabla 19).
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Tabla 18. Promedio de tres réplicas biolégicas de la evaluacién del efecto de la accesién
Ttun 5 de cubio sobre una mezcla de aislamientos de Rhizoctonia solani GA-3. Densidad
de hifas (Propagulos/ g de suelo) a los ocho y treinta dias después de agregar el cubio en
tres diferentes cultivares de papa.

Tratamiento’ Rhizoctonia solani GA-3

(propagulos/g de suelo)?

Ocho dias después de Treinta dias después de
Tiempo adicionar el cubio adicionar el cubio

Capiro 5,32 7,7%
Suprema 3,1% 54 %
Criolla 34°%° 6,2°%°
Testigo Ttun 5 29" 32°
Testigo R. solani GA-3 6,32 11,5°
Testigo 2,3¢ 3,8°%

1Composicion de los tratamientos en la seccién 2.4.4 de metodologia.

*Test de Friedman (p= 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no son
significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.

Tabla 19. Promedio de tres réplicas bioldgicas de la evaluacion del efecto de la relaciéon
accesion Ttun 5 de cubio y combinacion de aislamientos de R. solani GA-3 sobre el
promedio de la longitud (raiz, tallo y total) de la planta en tres cultivares de papa a los
treinta dias después de agregar el cubio.

1 Longitud®

Tratamiento Raiz Tallo Total
Capiro 18,62 18,3° 36,9°
Suprema 16,02 15,7 31,72
Criolla 19,32 17,72 314°2
Testigo Ttun 5 17,3° 17,5° 349°
Testigo R. solani GA-3 18,0° 16,8 ° 34,82
Testigo 16,4 ° 18,5° 349°

1Composicion de los tratamientos en la seccién 2.4.4 de metodologia.

*Test de Friedman (p= 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no son
significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.




55

Tabla 20. Promedio de tres réplicas bioldgicas de la evaluacion del efecto de la relaciéon
accesion Ttun 5 de cubio y combinacion de aislamientos de R. solani GA-3 sobre el
promedio de lesiones en estoldn, severidad e incidencia en tres cultivares de papa a los
treinta dias después de agregar el cubio, durante tres réplicas bioldgicas.

Tratamiento'

Enfermedad®

I Lqr}gitu? clle Severidad en tallo Incidencia (%)
eston estolon (mm2) Estolon | Tallo
(mm)

Capiro 1,2 0,2° 100 100
Suprema 09° 0,22 60 20
Criolla 40° 0,2° 100 60
Testigo Ttun 5 3,0% 0,2° 60 20
Testigo R.solani GA-3 3,7%° 0,1%® 100 20
Testigo 1,5 ¢ 0° 60 0

'Composicion de los tratamientos en la seccién 2.4.4 de metodologia.

*Test de Friedman (p= 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no son
significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.
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Figura 19. Efecto de la accesion Ttun 5 de cubio sobre Rhizoctotnia solani GA-3.
Lesiones en estolon (flechas negras) en tres cultivares de papa: A, Cultivar Diacol Capiro;

B, Cultivar Criolla; y C, Suprema.
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3.4 Cuantificacion absoluta de R. solani GA-3 y Pseudomonas
sp. por PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

3.4.1 Cuantificaciéon de Rhizoctonia solani GA-3 por qPCR

De acuerdo a los valores de C;y la concentracion de Log ADN (fg/ g de suelo), se obtuvo
de la curva estandar de R. solani GA-3 y la ecuacion linear y = -3,25 x + 32,655 (datos no
publicados).

3.4.2 Cuantificacion de Pseudomonas sp. por qPCR

3.4.21. PCR convencional

A partir del ADN gendémico (JADN) extraido de Pseudomonas fluorescens, se amplifico
una region del gen 16S de RNA ribosomal especifica del género Pseudomonas utilizando
las condiciones de PCR y los primers Pf (5-GGGTGGTGGAATTTCCTGTGT-3") y Pr (5'-
GAAGCGGTGACCACAAGGAA-3’) descritos por Lloyd-Jones et al. (2005). El fragmento
obtenido fue verificado en un gel de agarosa al 2,0 % donde se observé una banda con el
tamano esperado de 65 pb. Se servieron nueve pozos del mismo ADN gendémico (gADN)
para corroborar el fragmento y debido a su tamano se utilizé marcador de 10 pb y 100pb
para evitar confundir con dimeros de primer (Figura 20).

2000 ph
330 pb
600 pb
100 pb
100 pb
&5 ph 65 pb
10 ph

Figura 20. Productos de PCR obtenidos por amplificacion parcial del gen 16S rRNA (65
pb) utilizando los primers Pf/Pr especificos para la identificacion del género
Pseudomonas. Carril 1-9: amplicones de 65 pb del gen 16S rRNA de Pseudomonas
fluorescens; M: Marcador de 10 pb (izquierda) y 100 pb (Invitrogen).
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3.4.2.2. Clonacion y obtencion de ADN plasmidico

Para la realizacion de la curva absoluta de Pseudomonas sp. por PCR en tiempo real, se
realizé una clonacién con el fin de obtener varias copias de un fragmento de la region del
gen 16S rRNA de Pseudomonas, y asi asegurar que realmente lo que se obtenia en PCR
en tiempo real correspondia al genero Pseudomonas, debido a que esta curva seria
utilizada para la cuantificacion de esta poblacion a partir de muestras de suelo. Se
obtuvieron 21 muestras de ADN plasmidico de Pseudomonas fluorescens, y se verifico la
concentracion de ADN vy su calidad. Se seleccion6 la muestra no. 1 de ADN plasmidico
debido a su concentracion 31,6 ng/ul y por que se obtuvo una relacién de absorbancia
260/280 de 1,82 lo que nos indico que no existia contaminacion por proteinas y también
se tuvo en cuenta la relacion 260/230, que fue de 2,13, lo que significa que no hay
contaminacién por péptidos, hidratos de carbono ni fenoles. Cada una de estas
relaciones fueran verificadas espectrofotométricamente en el sistema Nanodrop 2000c
(ThermoScientific).

3.4.2.3. Obtencién de la curva estandar

Una vez conocida la concentracion del ADN plasmidico no. 1 se realizaron 13 diluciones,
a las cuales se les verificé el producto de PCR (65 pb) utilizando los primers Pf/Pr (Figura
21). La curva estandar absoluta fue construida a partir de las siguientes diluciones
(concentracion de Pseudomonas sp): 50 pg/ul, 25 pg/ul, 10 pg/ul, 5 pg/ul, 100 fg/ul, 10
fg/ul y 5 fg/ul. Se obtuvo una correlacion a partir del promedio de los dos duplicados de
los valores de C; (Ci1 y C;2) arrojados por el programa CFX Manager de BioRad versus la
concentracién del log de ADN de Pseudomonas sp. (Tabla 21). A partir de estos valores
se obtuvo una regresion lineal con un R? de 0,98 y un coeficiente de correlacion (r =-
0,99), demostrando que hay una relacion lineal e inversamente proporcional entre de
estas dos variables (Figura 22). La ecuacion que se obtuvo a partir del analisis de datos
se utilizoé para calcular la concentracion de ADN/g de suelo de Pseudomonas sp. en cada
una de las muestras de suelo analizadas. En el anexo F se encuentra la curva estandar
obtenida por el programa CFX Manager BioRad y la curva de disociacion para comprobar
la especificidad de los fragmentos detectados en la PCR.
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g€ 9 10 11 12

2000 pb

160 ph
BES

Figura 21. Diluciones de ADN plasmidico de Pseudomonas a distintas concentraciones.
Fila 1: 500 ng/pl; fila 2: 250 ng/ul; fila 3: 100 ng/ul; fila 4: 50 ng/ul; fila 5: 25 ng/ul; fila 6: 10
ng/ul; fila 7: 5 ng/ul; fila 8: 500 pg/ul; fila 9: 50 pg/ul; fila 10: 5 pg/ul; fila 11: 500 fg/ul; fila
12: 50 fg/ul; fila 13: 5 fg/ul; fila M: Marcador de 100 pb (Invitrogen).

Tabla 21. Valores obtenidos de C; por qPCR a partir de diferentes concentraciones
fg/ul de ADN plasmidico de Pseudomonas sp. para obtencién de la curva estandar de
cuantificacién absoluta.

Concentracion (fg/pl) log 28:1‘:8‘;7:3; ion C1 C2 C:

50000 4.70 19,59 19,36 19,47

25000 4,40 21,28 20,93 21,10

10000 4,00 21,55 20,38 20,96

5000 3,70 22,07 21,36 21,71

100 200 25,21 24,62 24,91

10 1,00 26,54 27,16 26,85

5 0,70 27,73 27,72 27,73
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Figura 22. Correlacion entre los valores de Ct (linea azul) obtenidos en PCR en tiempo
real y el log de la concentracion de ADN (fg/ul) de Pseudomonas sp. Ecuacion obtenida a
partir de la regresion lineal.

y =-19257x + 28,889
G R*=0,9885
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3.4.3 Ensayos de PCR en tiempo real con muestras de suelo

En la evaluacion del efecto de las ocho accesiones sobre R. solani GA-3, de acuerdo a la
cuantificacion por PCR en tiempo real se obtuvo que a los ocho dias después de agregar
las accesiones de cubios existen diferencias significativas entre los tratamientos. La
accesion Ttun 5 mostré el mayor numero de C; (32,4), lo que indica una menor
concentracion de ADN de 7,48X10 ' fg/g comparado con los valores obtenidos para las
otras accesiones evaluadas y el testigo absoluto, lo que muestra un posible efecto de los
GLS y sus productos de hidrdlisis sobre el patégeno (Tabla 22). Las accesiones Ttun 30,
Ttun 54 y Ttun 56 obtuvieron las mayores concentraciones de ADN (2,01X1O3; 1,48X10°
y 1,76X10°, respectivamente) (Tabla 22).

La cuantificacion de las poblaciones de Pseudomonas sp. a los ocho dias después de
agregar los cubios no muestra diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 33).
Los datos indican que las concentraciones de ADN de Pseudomonas sp.en las muestras
de suelo son mucho mayores que las concentraciones del patégeno en la evaluacién a
los ocho dias después de adicionar accesiones de cubios (Tabla 22 y 23). En la
evaluacion de la accesion Ttun 5 de cubios sobre tres aislamientos de R. solani GA-3
(Tabla 24) la cuantificacién por PCR en tiempo real mostré valores de C, que indican que
el tratamiento con el tratamiento del aislamiento de Zipaquira fue el que presenté menor
concentracién del patégeno (4,74X10?) concentracion ADN (fg)/g suelo), es decir donde
la accesion Ttun 5 tenia un mayor efecto. Sin embargo, la concentracion obtenida en los
aislamientos de Subachoque y Zipaquirda fue muy similar (1,16X10° y 6,42X10?%)
concentracion ADN (fg)/g suelo, respectivamente).



60 Evaluacion del efecto de liofilizado de cubios (Tropaeolum tuberosum) en las
poblaciones microbianas de suelo como estrategia de manejo de rhizoctoniasis en
cultivo de papa

Para las poblaciones de Pseudomonas sp., que fueron cuantificadas para verificar si
existia algun efecto sobre ellas después de agregar la accesiéon Ttun 5 (Tabla 25), se
observd que el testigo absoluto presentd la mayor concentracién de ADN (6,02X10?)
concentracion ADN (fg)/g suelo) en comparacion con los otros tratamientos evaluados.
Sin embargo, en los tres primeros tratamientos que se realizaron en suelo naturalemnte
infestados se evidencian los valores menores de fg/ul de suelo de Pseudomonas sp., en
cambio en los tratamientos que se evaluaron en suelo estéril las poblaciones son muy
similares al testigo absoluto (Tabla 25). Finalmente, en la Tabla 26, se muestran las
concentraciones de ADN en femtogramos del patdégeno obtenidas en los tratamientos
que se realizaron con el fin de evaluar incidencia y severidad en tres cultivares de papa
diferentes. En las dos evaluaciones sobre R. solani GA-3, las concentraciones de ADN a
los ocho dias fueron menores en los tratamientos a los que se agregé la accesion Ttun 5
que en el tratamiento absoluto (suelo naturalmente infestado sin accesion de cubios).
Cada una de las curvas obtenidas por el programa CFX Manager BioRad se encuentra
en el Anexo G.

Tabla 22. Cuantificacion por gqPCR de la evaluacién del efecto de las accesiones de
cubios sobre el promedio de la concentracion de ADN de R. solani GA-3 (fg/g de suelo) a
los ocho y treinta dias después de adicionar los cubios.

Tratamiento’ Rhizoctonia solani GA-3*
Ocho dias después de adicionar | Treinta dias después de adicionar
el cubio el cubio
] Ce Concentracion Ce Concentracion

Tiempo ADN (fg)/g suelo ADN (fg)/g suelo
Ttun 5 32,4 7,48E+01 ® 31,8 2,62E+02°
Ttun 19 29,7 9,03E+02 *° 28,9 1,16E+03 °
Ttun 30 26,1 2,01E+03 @ 28,7 1,20E+03 @
Ttun 54 28,5 1,48E+03 ? 32,5 4,76E+01 °
Ttun 56 26,9 1,76E+03 ° 31,5 3,45E+02°
Ttun 61 32,0 1,44E+02 ° 32,5 4,76E+01 ©
Ttun 62 30,8 5,71E+02 31,5 3,36E+02°
Ttun 69 28,0 1,42E+03 @ 30,9 5,34E+02 2°
Testigo aislamiento R. 30,8 550E+02% | 325 | 4,76E+01°
solani GA-3 Zipaquira
Testigo 31,8 2,42E+02"° 30,9 5,38E+02

Composicion de los tratamientos seccién 2.4.2.
Test de Kruskall Wallis (p= 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no
son significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.
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Tabla 23. Cuantificacion por gPCR de la evaluacion del efecto de accesiones de cubios
sobre el promedio de la concentracién de ADN de Pseudomonas sp. (fg/g de suelo) a los
ocho dias después de adicionar los cubios.

Tratamiento' Pseudomonas sp.’
Ocho dias después de adicionar el
cubio

Tiempo|  c, A

Ttun 5 27,5 6,99E+02 ®
Ttun 19 28,0 4,57E+02 ®
Ttun 30 32,0 6,02E+02 ®
Ttun 54 28,1 3,84E+02 ®
Ttun 56 27,0 9,52E+02 ®
Ttun 61 27,3 7,84E+02
Ttun 62 27,6 6,28E+02 ®
Ttun 69 27,9 4,83E+02 ®
Testigo aislamiento R. solani GA-3 Zipaquira 29,1 6,02E+02 ®
Testigo 27,9 5,00E+02 ?

. 'Composicion de los tratamientos seccion 2.4.2.
*Test de Kruskall Wallis (p= 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s)

no son significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.

Tabla 24. Cuantificacion por gqPCR de la evaluacion del efecto de la accesion Ttun 5 de
cubio sobre el promedio de la concentracion de ADN de tres aislamientos de Rhizoctonia
solani GA-3 (fg/g de suelo) a los ocho y treinta dias después de adicionar el cubio.

Tratamiento' Rhizoctonia solani GA-3?
Ocho dias después de Treinta dias después de
adicionar el cubio adicionar el cubio
C Concentracion c Concentracion
Tiempo t ADN (fg)/g suelo * | ADN (fg)/g suelo
Aislamiento Zipaquira 31,1 4,74E+02 ° 32,6 | 1,69E+01 ¢
AislamientoSubachoque 28,8 1,16E+03 @ 32,6 | 1,69E+01°
Aislamiento Villa Pinzén 30,5 6,42E+02 ° 32,6 | 1,69E+01°
Control aislamiento Zipaquira 29,2 1,04E+03 32,2 | 1,40E+02 2
Control aislamiento Subachoque | 31,9 2,14E+02 29,5 | 9,67E+02°?
Control aislamiento Villa Pinzén 30,5 6,42E+02 P 32,6 | 1,69E+01 ¢
Testigo Ttun 5 32,0 1,97E+02 *° 29,6 | 9,29E+02 ?
Testigo 32,6 1,69E+01 ° 32,1 | 1,71E+02

Composicion de los tratamientos seccion 2.4.2.
*Test de Kruskall Wallis (p< 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no
son significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.
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Tabla 25. Cuantificaciéon por gPCR de la evaluacién del efecto de la relacion accesion
Ttun 5 de cubios y tres aislamientos diferentes de Rhizoctonia solani GA-3 sobre la
concentracién de ADN de Pseudomonas sp. (fg/g de suelo) a los ocho dias después de
adicionar el cubio

Tratamiento' Pseudomonas sp.?
Ocho dias después de adicionar el cubio
Gt Concentracion
Tiempo ADN (fg)/g suelo
Aislamiento Zipaquira 26,8 1,07E+03 @
AislamientoSubachoque 27,0 9,64E+02 ®
Aislamiento Villa Pinzén 27,4 7,73E+02 ®
Control aislamiento Zipaquira 28,2 3,46E+02 P
Control aislamiento Subachoque 29,0 6,02E+02 *°
Control aislamiento Villa Pinzén 29,2 6,02E+02
Testigo Ttun 5 28,6 1,14E+02 °©
Testigo 29,3 6,02E+02

"Composicion de los tratamientos seccion 2.4.2.
Test de Kruskall Wallis (p= 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s) no
son significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.

Tabla 26. Cuantificacion por qPCR de la evaluacién del efecto de la accesion Ttun 5 de
cubio sobre de la concentracién de ADN (fg/g de suelo) de una mezcla de aislamientos
de Rhizoctonia solani GA-3 en tres cultivares de papa a los los ocho y treinta dias
después de adicionar el cubio.

Tratamiento' Rhizoctonia solani GA-3°
Ocho dias después de adicionar Treinta dias después de
el cubio adicionar el cubio
. c Concentracion c Concentracion
Tiempo ! ADN (fg)/g suelo ! ADN (fg)/g suelo

Capiro 32,5 3,79E+01 "° 32,6 1,69E+01 °
Suprema 32,6 1,69E+01 © 30,0 7,91E+02
Criolla 31,5 3,43E+02 ?° 30,2 7, 51E+02 2
Testigo Ttun 5 31,8 2,63E+02 *° 29,8 8,68E+02 °
Testigo R. solani GA-3 32,6 1,69E+01 ° 29,4 9,95E+02 ®
Testigo 30,2 7,40E+02 °® 32,6 1,69E+01 °

Composicion de los tratamientos seccion 2.4.4.
*Test de Kruskall Wallis (p< 0,05). Valores en la misma columna seguidos por la misma letra(s)
no son significativamente diferentes (p< 0,05) de acuerdo al test de LSD.
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3.5 Comparacion de metodologias de cuantificacion
microbiolégica y molecular

De acuerdo a la cuantificacion de R. solani GA-3 de cada una de las muestras de suelo
que se realizo utilizando la metodologia de los palillos propuesta por Paulitz & Schroeder,
(2005) y la cuantificacién por PCR en tiempo real se hizo una comparacion de ambas
metodologias por medio de un analisis de regresion entre la densidad de hifas
(propagulos / g de suelo) y la concentracion de ADN (fg/ul) (Figura 23). Se encontré que
la densidad de hifas no esta correlacionada con la concentracion de ADN. El coeficiente
de correlacion fue de 0,108161 con un p= 0,1113. Sin embargo, se realizé el mismo
analisis de regresion para cada evaluacion (ocho y treinta dias después de adicionar
cubios) y tampoco se obtuvo ninguna correlacion entre las dos variables (Figura 24).

Para Pseudomonas sp., la comparacion de ambas metodologias fue realizada utilizando
las muestras de suelo cuantificadas por PCR en tiempo real (seccion 3.4.3) con las
muestras cuantificadas por dilucion en placa utilizando medio selectivo (King B) (seccién
3.3.2 y 3.3.3). La correlacion se realizd entre los datos obtenidos por dilucion en placa
con los datos obtenidos por PCR en tiempo real (Figura 25). Se observé que no hay una
correlacion entre las variables evaluadas (r=0,129411 y p= 0,2786).

=] o 0o
o
a2 o © o o @
&1 5 © © o
o o [ e
el fs] OOO a2
) © o o © S
° o ot o o Q)oo
w — e} e}
Iz - o o 4 @ @9 o o®
it o o @ SRt oo
- 8 o 0 ) 2 o
o o
° g ° 8% o o, 7 g
& = B, o ot
= a © =] o i
0
< B
o0 000 00000 OO
O - ° [} s}
I I I I
a0 100 130 200

densidad de hifas (propagulos / g de suelo)

Figura 23. Correlacion de la densidad de hifas de R. solani GA-3 (propagulos/g de suelo)
y la concentracion de ADN (fg/ul) detectada por PCR en tiempo real a partir de muestras
de suelo obtenidas en bioensayos de invernadero.
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Figura 24. Correlacion de la densidad de hifas de R. solani GA-3 (propagulos/g de
suelo) y la concentracion de ADN (fg/ul) detectada por qPCR. Arriba: Evaluacion
del efecto de ocho accesiones de cubios. Abajo Izquierda: Evaluacion del efecto de
la accesion Ttun 5 sobre tres aislamientos del patogeno; Abajo derecha:
Evaluacién del efecto de la accesién Ttun 5 sobre incidencia y severidad de la
enfermedad en tres cultivares de papa.
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Figura 25. Correlacion de las UFC/g de suelo de Pseudomonas sp. y la
concentracién de ADN (fg/ul) detectada por PCR en tiempo real a partir de
muestras de suelo obtenidas en bioensayos de invernadero.
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4.Discusion

4.1 Bioensayos de laboratorio: Evaluacion del efecto de
accesiones de cubios sobre Rhizoctonia solani

En el ensayo de laboratorio se evalué una novedosa metodologia para la cuantificacion
de la densidad de hifas de Rhizoctonia solani (propagulos/ g de suelo) usando palillos de
madera. Los resultados indican que la técnica de palillos es un método que permite
detectar la presencia o ausencia del patdégeno en muestras de suelo, y que ademas
permite cuantificar la densidad de hifas de R. solani a partir de palillos de madera
estériles como soporte. Esta metodologia es demorada, reproducible a través del tiempo,
econémica y permite contar Unicamente hifas activas. Sin embargo, la cantidad de hifas
activas que se cuantifican mediante esta metodologia depende de varios factores como
disponibilidad de nutrientes, pH, aireacién del suelo, estructura del suelo, temperatura,
humedad y la densidad del suelo, la cual puede alterar el crecimiento de las hifas a lo
largo de la superficie del suelo debido a los espacios de los poros llenos de aire (Harris et
al., 2003). Otro factor de gran importancia es la interaccion del palillo con el hongo.
Armentrout et al. (1987) indican que la interaccion depende de la cadena de hifas
producidas por el hongo para que encuentre el palillo y por tigmotropismo, es decir la
respuesta del hongo al estimulo por contacto, en donde el hongo se une y crece a lo
largo de la superficie del palillo. Esta relacién hongo-palillo también se da debido a que el
patdgeno puede descomponer la celulosa que se encuentra en los palillos y utilizarla
como unica fuente de carbono, por tal razén este hongo puede colonizar y descomponer
la celulosa en el suelo y es por esto que existe un crecimiento saprofito del hongo, asi no
exista raices vivas o material organico fresco en el suelo (Garrett, 1962).

Ofra limitante de la técnica del palillo, es que no puede ser usada para la cuantificacion
total de in6culo en el suelo, lo cual lo hace un método que realmente no indica una
cantidad exacta del patégeno en el suelo. Paulitz & Schroeder (2005) demostraron que
los esclerocios de R. oryzae pueden no ser detectados a menos que hayan germinado o
que germinaran en ausencia del hospedero, y asi es cuando se evidencia un aumenté
en la colonizacién de los palillos; todo esto puede ocurrir si se adiciona agua
constantemente en el suelo. Sin embargo, si se agrega indculo y se evalua dos semanas
después, el numero de colonias en los palillos disminuye, probablemente debido a la
conversion de las hifas a esclerocios (Paulitz & Schroeder, 2005). Pero, la técnica si
permite hacer una estimacion precisa del potencial de indculo en el suelo, aunque para
esto se deba crear una curva de calibracién de inéculo para cada suelo que se evalue.
Esta curva permitira correlacionar la densidad de inéculo del patégeno y el porcentaje de
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tallo colonizado, pero es necesario tener en cuenta la densidad del suelo, la temperatura
de incubacion en la que se colocan los palillos, la cual varia de acuerdo al tipo de cultivo
(Paulitz & Schroeder, 2005).

Otras alternativas de cuantificacion han sido evaluadas como por ejemplo diluciones y
siembra en medios selectivos, pero la cuantificacion de Rhizoctonia sp. a partir de suelo
es bastante dificil, porque es un patégeno que se encuentra en bajos niveles (baja
densidad de in6culo) en suelos naturalmente infestados y principalmente en forma de
micelio y esclerocios, por lo tanto la dilucidon en placa no puede ser usada (Paulitz &
Schroeder, 2005; Truter, 2005). Sin embargo, Ko & Hora (1971) evaluaron el método de
dilucion de suelo que fue usado en experimentos para contar poblaciones de R. solani, y
los resultados evidenciaron que es un método demasiado tedioso, ya que el factor mas
limitante de esta técnica es que solamente se puede usar en muestras que contengan
alto numero de propagulos (aproximadamente 100/g), y esta cantidad esta por encima de
lo que normalmente se puede encontrar en suelos naturalmente infestados con R. solani
(1-9 propagulos/10 g de suelo seco) (Ko & Hora., 1971). Existen otros tipos de
procedimientos que emplean colonizacion del patégeno utilizando semillas y tallos de
varias plantas; sin embargo estos procedimientos solo permiten observar la
patogenicidad del hongo y la distribucién espacial del patégeno (Paulitz & Schroeder,
2005), y por tal razéon no pueden ser comparados con los resultados obtenidos en el
presente trabajo.

La densidad de hifas que se obtuvo en este trabajo después de agregar las accesiones
de cubios (Tabla 7), permiti6 observar que los propagulos/g de suelo resultaron en
valores muy bajos indicando una baja densidad del patégeno en el suelo. Paulitz &
Schroeder (2005) evaluaron la densidad de inéculo en un suelo naturalmente infestado y
evidenciaron una baja densidad de R. solani (2.70 propagulos/g). Usando otras
metodologias (tamizado en humedo y elutriacién) que cuantifican directamente el nimero
de propagulos de R. solani presentes en suelos de cultivo de algodon, se ha obtenido
igualmente bajas densidades de indculo 0,04 propagulos/g y 0,07 propagulos/g,
respectivamente (Clark et al., 1978).

Los resultados de los propagulos/g suelo indican que solamente 64 accesiones de la
coleccion central tuvieron un efecto en la densidad de inéculo del patégeno en el suelo
(Tabla 7). Por lo tanto, estos resultados sugieren un efecto biocida de los glucosinolatos y
los productos de hidrdlisis de los cubios probados contra Rhizoctonia solani, que es muy
sensible a este tipo de compuestos de azufre comparado con otros hongos fitopatégenos
como Pythium sp. y Fusarium sp. (Sarwar et al., 1998). La mayoria de estudios
relacionados con estos metabolitos secundarios de las plantas y sus productos de
hidrdlisis estan relacionados con miembros de la familia Brassicaceae y Capparaceae
(Kirkegaard & Sarwar, 1999; Gimsing & Kirkegaard, 2009). Existen varias investigaciones
donde se han evaluado el efecto biofumigante de los glucosinolatos de plantas del
género Brassica para el manejo de R. solani en donde se han obtenido resultados de
disminucion de la colonizacion del patégeno y la incidencia de la enfermedad en
diferentes cultivos (Kasuya et al., 2006; Larkin & Griffin, 2007; Friberg et al., 2009).

Asi mismo, la Tabla 7 indica los glucosinolatos (GLS) totales de la coleccién central de
cubios de la Universidad Nacional obtenidos por el método espectofotométrico del
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ferricianuro (Arias & Higuera, 2011). El contenido se encuentra en un intervalo entre 1,20
y 30,4 umoles/g de cubio seco, demostrando que la concentracion de GLS es muy
variable entre las accesiones, al igual que el efecto producido por ellas sobre la densidad
de hifas de R. solani. Cohen et al. (2005) indican que el efecto de los glucosinolatos
sobre los patogenos es independiente al contenido de glucosinolatos de la planta. Las
diferencias encontradas en el contenido de GLS totales de las accesiones de cubios
pueden ser atribuidas a que la clase y la cantidad de metabolitos secundario esta
estrechamente relacionado con las condiciones ambientales durante el crecimiento de la
planta como nutricién mineral, temperatura, luz y agua, metales pesados (Antonious et
al., 2009). Agerbirk & Olsen (2012) indican que las concentraciones de azufre y nitrégeno
juegan un papel importante en la obtencién de GLS alifaticos, aromaticos o indol, ya que
los GLS alifaticos muestran una mayor sensibilidad a deficiencia de azufre que los GLS
indol. Por otro lado, su actividad biolégica depende de la estructura del glucosinolato, del
sistema GLS-mirosina y de los érganos de la planta, ya que varian las concentraciones
de GLS. Por lo tanto el efecto biocida sobre otros microrganismos es atribuido
principalmente a los productos de hidrdlisis de los GLS que dependen de las condiciones
de la reaccién (Adarsh et al., 2009).

Martin & Higuera (2012) utilizaron un método mas especifico para cuantificar los GLS
totales de la coleccion de cubios de la Universidad Nacional, para lo cual implementaron
la desulfatacion de los glucosinolatos. Estas autoras encontraron que la accesién Ttun 30
tuvo el mayor contenido de GLS (25,8 ymol/g de cubio seco) seguido de Ttun 17 (15,6
pumol/g de cubio seco), y ademas establecieron que el glucosinolato mayoritario presente
en las accesiones de cubio colombianas es el p-metoxibencilglucosinolato (o
glucoaubrietina). Esta molécula no se encuentra con frecuencia en otras especies
comestibles y como consecuencia no existen reportes de su actividad biologica, ya que
actualmente las investigaciones se han enfocado en GLS mas comunes y reportados en
colza, brocoli, repollo y en general en especies vegetales pertenecientes a la familia
Brassicaceae (Martin & Higuera, 2012). Sin embargo, Kirkegaard & Sarwar (1998) han
evidenciado la actividad antifungica del bencilglucosinolato, que es un GLS relacionado
estructuralmente con p-metoxibencilglucosinolato (Martin & Higuera, 2012).

La glucoaubrietina es un glucosinolato aromatico reportado por Johns et al. (1982) como
un metabolito secundario principal en T. tuberosum subs. tuberosum, siendo Unicamente
encontrado en la familia Tropacolaceae (Fahey et al., 2001). Como se trata de un GLS
aromatico, los aminoacidos precursores son fenilalanina y tirosina. Quimicamente, esta
compuesto por un azucar ramnosa o arabinosa, en el enlace glicosidico con el anillo
aromatico (Fahey et al., 2001). Segun Martin & Higuera (2012) su estructura quimica es
muy similar a un bencilglucosinolato. Este tipo de GLS es débilmente adsorbido en todos
los tipos de suelo y es muy facil de extraer del suelo con agua y otros solventes
hidrofilicos, teniendo ademas un tiempo de vida de 6,8 a 15,5 horas en el suelo (Gimsing
& Kirkegaard, 2009). Con respecto a su actividad bioldégica se ha reportado que la
mineralizacién de bencil GLS a bencil isotiocianato (ITC) no ocurre de forma rapida y que
su proceso es incompleto debido a su degradacién en productos menos disponibles en el
suelo (Poulsen et al., 2008). Sarwar y colaboradores (1998) compararon el efecto de
varios isotiocianatos sobre poblaciones de Rhizoctonia sp. en suelo, y los resultados
indicaron que este hongo es muy sensible a benzil ITC comparado con otros hongos
como Fusarium sp., Bipolaris sp. y Pythium sp..
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De acuerdo a lo anterior, se podria sugerir que en nuestros ensayos de laboratorio R.
solani GA-3 es sensible a este tipo de GLS (glucoaubrietina), debido a que se observa
una reduccién de la densidad de las hifas al incorporar los cubios en el suelo (Tabla 7).
Comparando los resultados de este trabajo con el estudio realizado por Martin & Higuera
(2012), donde evaluaron la actividad biolégica in vitro de la accesion Ttun 30, Ttun 46 y
un bencilglucosinolato, se observa que el bencilglucosinlato y la accesién Ttun 30
presentan actividad fungistatica frente a R. solani (inhibicion del hongo y aumenta
nuevamente con el tiempo), reduciendo su crecimiento micelial en un 27,3 y 11,4 %
respectivamente. Por lo tanto, esto indica que el efecto producido por los GLS de los
cubios es un efecto fungistatico, es decir solamente se observa una inhibicién en el
crecimiento del patdégeno y no hay un efecto fungicida, ya que no hay una destruccion
total del hongo.

Los isotiocianatos producto de hidrdlisis de los GLS son los principales inhibidores de la
actividad microbiana. EI modo de accion de este tipo de biofungicidas puede ser
realizado mediante la activacién de mecanismos de defensa de la planta, la produccién
de toxinas que eliminan el organismo blanco y por la produccion de una barrera de
defensa alrededor de las raices de la planta hospedera para asi mismo protegerse de los
dafnos producidos por patégenos de suelo (Adarsh et al., 2009). La base general de la
toxicidad a un amplio rango de organismos se encuentra en que los ITC son compuestos
que pueden reaccionar con grupos nucleofilicos como los grupos sulfihidrilo, los enlaces
disulfuro y aminas presentes en la materia organica (Gimsing & Kirkegaard, 2009). De la
misma manera un estudio realizado en levaduras reporté que los ITC actuan inhibiendo
el consumo de oxigeno de Saccharomyces cerevisiae a través de la accién
desacopladora de la fosforilacion oxidativa en la mitocondria de la levadura, resultados
que proporcionaron un modelo del mecanismo bioquimico de la actividad fungicida de los
ITC (Adarsh et al., 2009).

En los resultados del bioensayo en laboratorio se esperaba que a mayor concentracion
de GLS se obtuviera mayor inhibicién del patdégeno, pero en las accesiones con poca
concentracion de GLS se observd un efecto sobre el patégeno. Este resultado parece
indicar que las accesiones que tenian mayor cantidad de GLS, al entrar en contacto con
la enzima mirosinasa, no obtenian la hidrélisis completa de GLS a ITC y en cambio se
formaban productos de menor capacidad supresora como los nitrilos, los cuales se
forman con un pH, humedad y temperatura baja (Mattner et al., 2008). Ademas si se le
suma otro factor importante como lo es el agua, también se limitaria la produccion de
ITC. Morra & Kirkegaard (2002) demostraron que en suelos anegados se duplicé la
concentracion de ITC liberados después de incorporar material vegetal. También pudo
ocurrir que los GLS fueron adsorbidos, degradados o mineralizados en el suelo (Gimsing
& Kirkegaard, 2009). Asi mismo, como el suelo usado era naturalmente infestado no se
conocia si el inéculo del patdégeno se encontraba en mayor cantidad en micelio o en
esclerocios. Mattner et al. (2008) indican que los esclerocios de R. solani son mas
tolerantes a los gases volatiles de los biofumigantes comparado con el micelio.



69

4.2 Bioensayos en invernadero: Evaluaciéon del efecto de ocho
accesiones de cubios sobre R. solani y microbiota total

Las accesiones de cubios evaluadas en invernadero no causaron disminucion de las
colonias de poblaciones antagonistas evaluadas en este trabajo (pseudomonads
fluorescentes y Trichoderma sp.) (Tabla 8). Esto es importante porque indica que la
prevalencia de poblaciones de microorganismos benéficos pueden suprimir patégenos y
por lo tanto enfermedades, mejorar la nutricion de la planta, promover el crecimiento, y
aumentar la productividad. Larkin (2003) indica que los microrganismos de suelo tiene un
impacto importante en el suelo y en las funciones de la planta, y que ademas son
determinantes en el estado de los nutrientes, en la salud del cultivo y en la productividad
total del cultivo.

Las pseudomonads fluorescentes pueden ser encontradas en la rizosfera y la
colonizacién en el suelo depende de caracteristicas como textura del suelo, pH,
temperatura, flujo de agua en el suelo y especies de plantas (Bautista et al., 2007). En
este trabajo, la evaluacion de pseudomonads fluorescentes ocho dias después de
agregar la accesion de cubio mostré un aumenté de poblacién, indicando que
posiblemente esta comunidad de bacterias utiliza los cubios como sustrato para su
crecimiento. Se conoce que la incorporacion de material vegetal con contenido de GLS
estimula el crecimiento saprofito de bacterias y hongos de suelo debido a que
proporciona una mayor cantidad de sustrato para el crecimiento microbiano, aunque esto
depende de la tolerancia del microrganismo a los productos de hidrdlisis de GLS y de su
habilidad para competir (Ishimoto et al., 2000; Friberg et al., 2009; Omirou et al., 2011).
Asi, el aumenté observado en las poblaciones de estas bacterias se considera positivo
para la investigacion debido a que las poblaciones de pseudomonads fluorescentes
fueron cuantificadas microbiolégicamente por su capacidad antagonista frente a
Rhizoctonia solani (Cohen et al., 2005; Bautista et al., 2007).

Por otro lado, se observd que las poblaciones de Trichoderma sp. evaluadas,
comparando con el testigo del suelo, aumentaron ligeramente por la incorporacién de
algunas accesiones de cubios mientras que con otras se mantuvieron en una
concentraciéon constante (Tabla 8). Galleti et al. (2008) afirman que Trichoderma sp. es
un hongo menos sensible a los productos liberados por los GLS que los hongos como R.
solani o P. ultimum que pueden sobrevivir en el suelo como esclerocios y oosporas
respectivamente. Estos autores también indican que en el suelo ocurre un
enriquecimiento en fuente de carbono por incorporacion de los GLS lo que puede
estimular y alterar la microflora o introducir una nueva microflora, tanto benéfica como
patogénica.

Estos resultados que muestran que las poblaciones benéficas de suelo no fueran
inhibidas por la incorporacion de los cubios fue de gran importancia para este trabajo, ya
que estas poblaciones evaluadas han sido reportadas como control biolégico para reducir
indculo de R. solani en diferentes cultivos (Uribe et al., 1999; Cohen et al., 2005; Bautista
et al., 2007). Los mecanismos que utilizan pseudomonads fluorescentes para lograr la
inhibicion de patégenos de suelo incluye produccion de antibidticos, componentes
quelantes de hierro, enzimas hidroliticas y biosurfactantes (Bautista et al., 2007). Larkin &
Honeycut (2006) evidenciaron que estas bacterias benéficas reducen patégenos de
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suelo, particularmente R. solani, lo que conllevé a una disminucion de la incidencia de la
enfermedad en cultivos de papa.

En Colombia, Uribe et al. (1999) encontraron que diferentes aislamientos nativos de
pseudomonads fluorescentes provenientes de cultivos de papa de la region
cundiboyacense tienen una actividad antagonista sobre R. solani en ensayos in vitro.
Bautista et al. (2007) evaluaron cepas nativas de Pseudomonas fluorescens como control
biolégico de Rhizoctonia solani en plantas de papa criolla y obtuvieron que a pesar de las
diferencias encontradas en términos de la dinamica y capacidad de colonizacién, todas
las seis cepas evaluadas indujeron el crecimiento en las plantas de S. phureja y
redujeron los sintomas de la enfermedad producidos por R. solani a nivel de invernadero.

En el caso de Trichoderma sp., que es un hongo benéfico encontrado en el suelo, se
sabe que este interactia en la rizosfera a través de multiples mecanismos, como
antagonismo, competencia por espacio y nutrientes, micoparasitismo y liberacién de
antibidticos y enzimas liticas, los cuales inhiben directamente el crecimiento organismo
patogenos, siendo por esta razon muy usado en la agricultura con el propésito de control
biologico (Galleti et al., 2008). Brewer & Larkin (2005) evaluaron la actividad antagonista
de las especies Trichoderma harzianum y Trichoderma virens, frente a R. solani. en papa
y determinaron una reduccién de la severidad en tallo (52,1 % y 50,3 %,
respectivamente) y de la costra negra (46,0 % y 82 %, respectivamente)

A pesar de que en los ensayos de invernadero se utilizd suelo naturalmente infestado
con el patégeno R. solani, para estos experimentos se agrego inéculo de R. solani AG-3
con concentracion conocida, y por esta razéon se asumio que la cuantificacion que se
realizé del patdégeno correspondid principalmente al grupo de anastomosis 3 de R. solani.
Sin embargo, no se puede ignorar la posibilidad que existan otros grupos de anastomosis
en el suelo, aunque Ferrucho & Garcia (2012) indican que el grupo de anastomosis GA-3
es el principal en cultivo de papa en Colombia, ya que observaron que 383 de 433
aislamientos de R. solani asociados con sintomas de costra negra en cultivos de papa
corresponden a GA-3 y los otros 50 aislamientos se identificaron como AG-2-1, AG-A,
AG-E, AG-l y otros no identificados.

El efecto de las ocho accesiones de cubios evaluadas sobre la densidad de hifas de R.
solani GA-3, demostré6 nuevamente la disminucién de los propagulos/g de suelo,
indicando que los GLS y los productos de su hidrélisis causaron la inhibicion del
patégeno (Tabla 10). Un factor de gran importancia en el efecto de los GLS sobre R.
solani puede ser que algunos microrganismos producen la enzima mirosinasa (Ishimoto
et al., 2000; Gimsing & Kierkegaard, 2009). Asi, es posible que hongos como Rhizopus
sp., que se aislaron del suelo de cultivo de papa que se empled en los ensayos de
invernadero, estén contribuyendo a la actividad de la enzima y asi mismo a la hidrdlisis
de GLS. Ishimoto et al. (2000) evaluaron la actividad mirosinasa a partir de la disminucién
en la concentracion de sinigrin y de la formacion de allyl isotiocianato a partir de sinigrin,
concluyendo que dos aislamientos de Rhizopus sp. y Fusarium sp. podian catabolizar el
sinigrin y generar allyl isotiocianato. Por otro lado, también se puede atribuir que la
supresion de patégenos ocurra porque se agregd material vegetal seco (cubios
liofilzados), por lo tanto esto puede aumentar la poblacion de organismos antagonistas en
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el suelo o también puede ocurrir por la liberacion de compuestos toxicos que no son
originados a partir de los glucosinolatos (Mattner et al., 2008).

En este trabajo se observé que en la evaluacion del patégeno treinta dias después de
adicionar los cubios, la densidad de hifas aumenté nuevamente, posiblemente debido a
que los GLS se pueden adsorber en el suelo o pueden ser degradados por la microbiota
del suelo lo cual limita su disponibilidad, aunque Gimsing & Kirkegaard (2009) indican
que los GLS tienen bastante movilidad en el suelo y tienen una alta biodisponibilidad. Los
isotiocianatos son productos de hidrdlisis de los GLS y su formacién depende del
glucosinolato presente y de los factores ambientales y poseen una alta actividad
antimicrobiana. La perdida de los ITC puede ocurrir por volatilizacion, degradacion o
adsorcion (Morra & Kirkegaard, 2002; Gimsing & Kirkegaard, 2009). De acuerdo a lo
anterior es posible que la perdida de los isotiocianatos también este involucrada con el
aumento de la poblacién de R. solani GA-3 en el suelo. Mattner et al. (2008) afirman que
la liberacion de los ITC alcanza su punto mas alto a las 4 horas después de la
incorporacién del material vegetal, y luego cae drasticamente cuando se realiza la lectura
a las 24 horas, indicando que la reduccion de la liberacion de ITC es mayor al 90 % en
las primeras 24 horas.

Los resultados de este trabajo muestran que las lesiones en estolon en el cultivar Diacol
Capiro se disminuyeron con la incorporacion de las ocho accesiones de cubios evaluadas
con respecto al tratamiento testigo de R.solani GA-3, el cual no tiene cubios (Tabla 12),
mientras que las lesiones de tallo disminuyeron principalmente con la accesion Ttun 5,
Ttun 30 y Ttun 54 (Tabla 12), indicando una reduccion de la severidad de la enfermedad.
Con respecto a la incidencia en estolon se observo que el efecto de los GLS fue mayor
con la accesion Ttun 5y Ttun 62 y la incidencia en tallo fue de 20 % para todas las
accesiones evaluadas, excepto con las accesiones Ttun 19 y Ttun 30 que se obtuvo un
60 % y 40 % respectivamente (Tabla 12). La incidencia de las lesiones en tallo obtenida
en este trabajo después de incorporar los cubios (20 % para seis accesiones de cubios)
esta por debajo de la que reportan para canola (32,5 %) y cebada (31,3%) (Larkin &
Griffin, 2007).

4.3 Bioensayos en invernadero: Evaluacion del efecto de la
accesion Ttun de cubio sobre la incidencia y severidad en
tres cultivares de papa y sobre la patogenecidad de tres
aislamientos de R. solani GA-3

Los principales estudios de biofumigacion para el control de rhizoctoniasis han sido
mediante el uso de GLS de la familia Brassicaceae que, de acuerdo a su estructura
quimica, se clasifican en GLS con cadenas laterales que contienen azufre y multiples
glucosinolatos y otros (Fahey et al.,, 2001). Larkin & Honeycutt (2006) evaluaron la
incidencia y severidad de la enfermedad (rhizoctoniasis) en plantas de papa después de
realizar cultivos de rotacion con canola, maiz dulce, cebada y papa, reportando
reducciones del 25 % al 75 % sobre las lesiones en tallo. Por otro lado, en ensayos
realizados en invernadero, Larkin & Griffin (2007) obtuvieron una severidad de la
enfermedad de 0,63 mm con cultivos de rotacién mostaza-papa, observando ademas una
reduccion del indculo (%) de R. solani en plantulas de papa.
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Con respecto a los aislamientos, los resultados de este trabajo indican que en el
aislamiento de R. solani GA-3 de Subachoque es donde se observa el mayor efecto de la
accesion Ttun 5 sobre la densidad de hifas (Tabla 13). Sin embargo, los aislamientos de
las tres localidades (Zipaquira, Subachoque y Villa Pinzén) causan chancros en tallos y
lesiones que afectan estolones en el cultivar Capiro (Tabla 17), pero se observd que las
raices no se ven afectadas probablemente porque las condiciones ambientales no
permitieron la infeccion en raices. Las lesiones en estolon y tallo producida por los tres
aislamientos indicé que no esta relacionada con la cantidad de in6culo, ya que en el
aislamiento proveniente de Subachoque se evidencié el mayor efecto de la accesion de
cubios sobre la densidad de hifas. Sin embargo, es con este aislamiento que se observa
mayor severidad en tallo y lesidén en estolon y se evidencié que el aislamiento de Villa
Pinzén fue el menos patogénico ya que la severidad en tallo fue la menor (Tabla 17).

Por otro lado, comparando la severidad en tallo y la longitud de la lesion en estolon
obtenida en los tres cultivares Diacol Capiro, Pastusa Suprema y Criolla Colombia, se
observa que todos fueron susceptibles al patégeno R. solani (Tabla 20). Sin embargo, el
tamano de las lesiones producidas por R. solani fueron menores que en el tratamiento
del testigo de R. solani GA-3 que no contenia accesion de cubio. Cifuentes et al. (2011)
evaluaron la susceptibilidad de diferentes cultivares de Colombia a la inoculaciéon con R.
solani GA-3 y reportaron que los seis cultivares evaluados (lca unica, Parda pastusa,
Pastusa suprema Diacol capiro, Criolla Colombia y Criolla guanefia) son susceptibles al
patdbgeno, que la incidencia y severidad aumentaron en las cuatro evaluaciones
realizadas y que el porcentaje de esclerocios en tubérculos fue bajo para todos los
cultivares. Comparando esos resultados con los obtenidos en este trabajo (Tabla 20) nos
indica que los cultivares que fueran evaluados son susceptibles al patégeno y por tal
razon no se observaron diferencias entre los cultivares. Larkin & Griffin (2007) evaluaron
la reduccion de inéculo de R. solani por el efecto de la rotaciéon de cultivos con mostaza
amarilla y canola obteniendo una reduccion del in6culo de 14,1 %, una severidad de la
enfermedad de 0,88 % y una incidencia de lesiones de 18,8 %; mientras que con canola
la reduccién de indculo fue de 31,9 % y la severidad de la enfermedad fue de 1,19 %.
Esto nos confirma que asi se reduzca el inéculo en el suelo es probable que se
evidencien chancros en tallos y lesiones en estolon.

Finalmente, en la evaluacion realizada para observar el efecto de la accesion Ttun 5 de
cubios sobre la longitud de tallo, longitud de raiz y longitud total, se observoé diferencias
entre los tratamientos (Tabla 16). Sin embargo, las longitudes de tallo obtenidas en los
tratamientos que se realizaron en suelo estéril fueron menores a los tratamientos que se
realizaron en suelo naturalmente infestado (Tabla 16). La menor longitud de crecimiento
en tallo pudo ocurrir probablemente por la perdida de nutrientes por el proceso de
esterilizaciéon, aunque se realizara fertilizacion con solucién MS. Ademas, se asume que
al realizar el autoclavado del suelo, la microbiota del suelo fue eliminada totalmente, por
lo tanto no existe en el suelo quien contribuya con la disponibilidad de nutrientes para la
planta y tampoco ayuda a la formacién de materia organica que es indispensable para el
crecimiento de la planta.

Los ensayos en invernadero indicaron que las accesiones de cubios evaluadas tienen un
efecto sobre la densidad de inéculo de R. solani GA-3, patégeno de cultivos de papa, y
que por esta razon pueden servir como potenciales enmiendas bioldgicas para el manejo
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de este patdbgeno en campo. Es de gran importancia reconocer que este tipo de
tubérculos pueden ser empleados en estrategias de manejo, principalmente rotacion de
cultivos de cubios y papa, o la siembra de ambos tubérculos de manera intercalada en
campo para generar un efecto sobre el nimero de colonias del patégeno en suelo para
asi lograr evidenciar la disminucién de incidencia y severidad de la enfermedad en
campo. Ademas, como los GLS son productos de vida corta en el ambiente, hace que
este proceso de biofumigacion sea una ventaja cuando se piensa en el impacto
ambiental que pueda tener (Brown & Morra, 1997).

4.4 Cuantificacién absoluta de R. solani GA-3 y Pseudomonas
sp. por qPCR

La deteccién y cuantificacion de hongos a partir de sustratos como el suelo no es una
tarea facil. Los métodos de cuantificacion han sido diluciones a partir de suelo, uso de
medios selectivos para poder enumerar el numero de propagulos usando unidades
formadoras de colonias (UFC). Filion et al. (2003) indican que es factible que aquellos
hongos que crecen rapidamente o los que producen propagulos o cuerpos fructiferos, o
los hongos que en alguna etapa de su ciclo de vida no esporulan y tienen crecimientos
muy especificos, hacen que las técnicas de dilucién en placa y conteo de UFC no sean
Utiles para el caso de R. solani. Para la cuantificacion de R. solani utilizando la
metodologia de los palillos se demostré que este método es reproducible y econémico
pero al mismo tiempo muy subjetivo y que se deben tener muy claras las caracteristicas
del hongo para evitar confundir las hifas que se cuantifican con otros basidiomicetos,
debido a que el medio selectivo que se utiliza es para basidiomicetos. Filion et al. (2003)
mostré que este tipo de técnica en donde se aislan hifas, especialmente en la
determinacion y cuantificacion de Basidiomicetes, es generalmente muy dificil o casi
imposible de realizar.

El enfoque de la nueva tecnologia molecular nos permitié realizar la cuantificacion
mediante PCR en tiempo real (QPCR) de R. solani GA-3 y Pseudomonas sp. Sin
embargo, como se utilizd6 ADN de suelo fue importante reconocer la importancia de la
calidad de la extraccion de ADN del suelo, ya que es un factor que puede afectar la
deteccion de un determinado organismo. La alta capacidad de union del ADN a la
superficie de las particulas de suelo pueden influenciar la eficiencia de la extraccion del
ADN (Martin-Laurent et al., 2001). Ademas, la presencia de inhibidores en el suelo
(polisacaridos, acidos humicos, acidos fulvicos, sustancias coloides, compuestos
fluorescentes enddgenos de cultivos de patdgeno y tejidos de planta) conducen a una
subestimacion del numero de células por lo menos en un orden de magnitud (Lloyd-
Jones et al., 2005) e interfieren con la actividad de la Taq polimerasa o la unién del
primer (Shena et al., 2004; Okubara et al., 2005). De acuerdo a esto, es probable que la
cuantificacion mediante PCR en tiempo real de estos dos microrganismos se subestime
ya que se asume que no hay una recuperacién completa de ADN durante la extraccion.
Sin embargo, en este trabajo se evalu6 el Kit comercial de MoBio Soil DNA (MoBio
Laboratories) mediante la comparacion de los valores de C; de las dos réplicas de cada
muestra obtenidos por qPCR. Cada una de las muestras de suelo fue evaluada por
duplicado en qPCR y estos resultados demostraron una total similitud de los valores
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obtenidos (< 1 unidad), evidenciando que mediante la metodologia que sigue el kit de
extraccion de ADN la recuperacion de ADN es homogénea entre las muestras.

La cuantificacion por gqPCR de R. solani, es considerada una metodologia mas rapida,
sensible, especifica y reproducible (Filion et al., 2003; Shena et al., 2004; Okubara et al.,
2005) comparado con la técnica de palillos. Es importante tener en cuenta que mediante
la metodologia de cuantificacion de palillos unicamente se cuantificaron los propagulos
vivos del hongo y no es una técnica especifica para la deteccién y cuantificacién de
grupo de anastomosis cuando se realiza a partir de suelo naturalmente infestado,
mientras que en PCR en tiempo real permite la cuantificacién absoluta del patégeno
(Cullen et al., 2000; Okubara et al., 2005). Por lo tanto se esperaria que los resultados de
cuantificaciéon en este trabajo por gPCR fueran superiores que lo obtenido mediante
palillos porque en gPCR se cuantifica ADN total y no se discrimina viable de no viable
(Lloyd-Jones et al., 2005; Okubara et al., 2005).

Para poder detectar el cambio en la sefial, es decir la cantidad de amplicon presente
durante cada ciclo en el analisis de R. solani por qPCR, se utilizé una sonda TagMan®,
que fue disefiada especificamente para reconocer la secuencia de el grupo de
anastomosis GA-3 del patdgeno (Lees et al., 2002). Esto implica que en los resultados la
cuantificaciéon de R. solani mediante qPCR en tiempo real fue Unicamente de R. solani
GA-3. La ventaja de usar en estos ensayos la sonda y los primers RsTqF1 y RsTqR1
reportados por Lees et al. (2002), es que hubo especificidad y se evitd la presencia de
falsos positivos en los resultados, lo cual es importante cuando se cuantifica a partir de
muestras de suelo. Las sondas TagMan® permiten medir la produccién de productos de
PCR mediante un fluoréforo donante y una molécula que bloquea la emision de la
fluorescencia “aceptor”, por lo tanto, esta sonda marcada hibrida especificamente en el
amplicon de interés (Tevfik, 2006).

Los resultados de este trabajo para la evaluacion de las ocho accesiones de cubios sobre
el patégeno indican concentraciones muy bajas de R. solani en el suelo (Tabla 22). Sin
embargo, se observa reduccion en las concentraciones de ADN posiblemente debido a
los GLS de los cubios con las accesiones Ttun 5 y Ttun 61, y como se esperaba se
obtiene mayor concentracion de ADN en el tratamiento testigo de R. solani GA-3. Asi
mismo, se observa que la concentracidon de ADN aumento en la evaluacion a los 30 dias.
Estos resultados sugieren que en la cuantificacién por gPCR en tiempo real se obtuvo los
mismos resultados con respeto al efecto de las accesiones de cubios evaluadas sobre el
patégeno comparado con los resultados de la cuantificacion mediante la metodologia de
los palillos. Los resultados en este trabajo sobre la cuantificacion de R.solani GA-3
mediante qPCR indican bajas concentraciones de ADN del patégeno en suelo, esto
también se ha reportado por varios autores que afirman que este hongo se encuentra en
niveles muy bajos en suelos naturalmente infestados (Cullen et al., 2000; Lees et al.,
2002; Brierley et al., 2009). Es probable que la baja densidad de indculo del patégeno se
atribuya a que si en el suelo hay mayor cantidad de esclerocios estos sean menos
susceptibles a la extraccion de ADN llevando a que las concentraciones obtenidas de
ADN del patégeno sean muy bajas (Okubara et al., 2005).

Por otro lado, los resultados del efecto de la accesion Ttun 5 sobre la concentracion de
ADN de tres aislamientos de R. solani GA-3, mostraron poca concordancia entre las dos
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metodologias de cuantificacion a los 30 dias después de incorporar el cubio. Mediante la
técnica de los palillos se observé que en los tratamientos de aislamientos de Subachoque
y Villa Pinzén las densidades de hifas del patégeno aumentaron, mientras que en los
ensayos de qPCR en tiempo real se observé lo opuesto, 0 sea, una disminucién de la
concentracion de ADN. Estos resultados no se asemejan a lo que realmente se esperaba
obtener por la incorporacion de la accesion Ttun 5 de cubios, ya que Mattner et al. (2008)
reportan que la reduccion de la liberacién de los ITC cae drasticamente a las 24 horas,
indicando una disminucién en el efecto supresor en contra de patégenos. Por lo tanto se
esperaba que las poblaciones del patbgeno aumentaran nuevamente ya que era poco
probable que aun existiera un efecto de los GLS y los productos de hidrdlisis en la
evaluacion a los treinta dias.

En este trabajo, para la cuantificacién con PCR en tiempo real de Pseudomonas sp., se
obtuvo una curva estandar con un r* de 0,9885 lo que confirma la linealidad en el proceso
de cuantificacion entre el aumenté exponencial de las concentraciones de ADN vy los C;
en PCR de tiempo real (Figura 24), permitiendo asi que por extrapolacion se pudiera
estimar la cantidad de ADN de la bacteria en suelo. Sin embargo, el valor de la pendiente
de la curva fue muy bajo lo cual afecto la eficiencia de la curva estandar. Para la
obtencién de esta curva se utilizd6 SYBR® Green |, el cual es muy inespecifico, ya que se
basa en el uso de un colorante fluorescente que emite luz cuando se intercala dentro de
un ADN de doble cadena (Schena et al., 2004), razén por la cual se recomienda que los
primers disefiados tengan bastante especificidad con el blanco (Okubara et al., 2005;
Von Felten et al., 2010). Las secuencias de los primers que se utilizaron son especificas
y el amplicon obtenido es conservado en el gene 16S rRNA de Pseudomonas (Lloyd-
jones et al., 2005).

Los resultados obtenidos en este trabajo mediante la cuantificacion con PCR en tiempo
real de Pseudomonas sp. demuestran que la concentracion de ADN de estas bacterias
es muy baja en suelo (Tabla 23), similar al resultado obtenido con R. solani GA-3. Sin
embargo, se observa que estas bacterias no se ven afectadas por la incorporacion de
cubios y se evidencia un leve aumenté con las accesiones Ttun 5, Ttun 30, Ttun 56, Ttun,
61, Ttun 62 y Ttun 69, de la misma forma como fue observado para la cuantificacion de
dilucion en placa. Esta cuantificacion molecular indica que hay un aumentdé de
Pseudomonas sp. en el suelo luego de incorporar el cubio e indica que los GLS ademas
de suprimir patdgenos sirven como fuente de carbono para el crecimiento de otros
microrganismos (Ishimoto et al., 2000; Galleti et al., 2008). De acuerdo a estos
resultados, la diferencia entre la estimacion de pseudomonads fluorescentes y el total de
la poblacion de Pseudomonas sp. indica que hay mayor concentracion de las
pseudomonads fluorescentes obtenidas por dilucién en placa, que Pseudomonas sp
obtenidas mediante qPCR. Realmente se esperaba que las pseudomonads fluorescentes
tuvieran una concentracion menor debido a que representan una pequefa porcion del
género Pseudomonas.; ademas el total estimado de Pseudomonas cuantificadas por
gPCR incluye células vivas y células muertas por lo tanto su concentracion deberia ser
mayor que las pseudomonads fluorescentes.
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4.5 Comparacion de metodologias de cuantificaciéon
microbiolégica y molecular

Finalmente, la correlacion de la cuantificacion de R. solani GA-3 y Pseudomonas sp.
mediante las dos metodologias evaluadas en este trabajo indica que los valores
obtenidos no se correlacionan entre si (Figura 25 y 27). Sin embargo, de acuerdo a los
resultados obtenidos, se verifico que la técnica de palillos es util para cuantificar
propagulos vivos siendo esto un indicador del potencial del in6éculo que causa
enfermedad. Por otro lado, los datos obtenidos con la metodologia de qPCR indican la
cantidad total de ADN de interés presente en muestras de suelo, aunque la técnica no
permite diferenciar viabilidad lo que no ayudaria para conocer que tanto inéculo puede
influir en el desarrollo de la enfermedad. Asi, aunque es interesante utilizar gPCR por su
sensibilidad y facilidad de ejecucion, es importante que esta se complemente con
metodologias como la de los palillos, o las que utilizan otro tipo de soportes para aislar el
hongo y asi evaluar el potencial de inéculo. El uso de ambas metodologias brindaria una
rapida deteccion y cuantificacion solucién en cuanto al manejo de la enfermedad.

La técnica de PCR en tiempo real es una herramienta util para la deteccién y
cuantificacion del patégeno de manera eficiente y veloz, por lo tanto ayuda al diagnostico
rapido y adecuado de la enfermedad; ademas permite cuantificar el inéculo no solo a
partir de suelo sino también de material vegetal. La informacién de interés que se obtiene
es util para conocer la ecologia y epidemiologia de patégenos de suelo que son dificiles
de cuantificar, y también ayudaria a reconocer la interaccion entre patégeno y hospedero
y esto generaria el desarrollo de estrategias de manejo en el menor tiempo posible y en
el momento indicado.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

v

64 accesiones de cubio de la coleccion central de la Universidad Nacional de
Colombia causan un efecto en la disminucion de la densidad de hifas
(propagulos/g de suelo) de Rhizoctonia solani en muestras de suelo de cultivo de
papa, indicando que posiblemente los cubios tienen un potencial biofumigante
sobre el inéculo de R. solani en suelo naturalmente infestado. Por lo tanto, se
sugiere que estas accesiones de cubios pueden ser utilizadas como posible
estrategia de manejo de la enfermedad en campo.

El método de palilos de madera es una técnica que permite cuantificar
unicamente hifas activas de Rhizoctonia solani a partir de muestras de suelo, lo
cual lo hace un método util para deteccidbn de la presencia o ausencia y
cuantificaciéon del patégeno.

En invernadero se evidencid que la accesion Ttun 5, presenté el mayor efecto
sobre la densidad de hifas de R. solani GA-3 comparado con las otras accesiones
evaluadas (Ttun 19, 30, 54, 56, 61, 62, 69). Sin embargo, a los 30 dias después
de incorporar los cubios se evidencio un aumentd de la poblacion del patdégeno lo
que demostré que el efecto de los metabolitos secundarios de los cubios, es un
efecto fungistatico y no fungicida sobre el hongo.

Se evidencid que al incorporar los cubios en el suelo, las poblaciones
antagonistas de pseudomonads fluorescentes presentan un aumenté de su
biomasa posiblemente porque utilizan estos tubérculos como fuente de carbono
para su crecimiento y con respecto a las poblaciones de Trichoderma sp. se
obtuvo que esta poblacién de hongos no aumenta pero tampoco se reduce por
efecto de estos metabolitos secundarios producidos por los cubios. Mientras que
las bacterias y hongos totales del suelo aumentan ligeramente.

El efecto de los productos de hidrdlisis de los glucosinolatos de la accesion Ttun 5
sobre la incidencia y severidad de la enfermedad indican una reduccién en las
lesiones en estolon y severidad en tallo, al igual que la incidencia de la
enfermedad en los tres cultivares evaluados.
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v' Con respecto al desarrollo de la curva estandar de Pseudomonas sp., los primers
seleccionados mostraron especificidad con el blanco y disminuyeron la
inespecificidad de SYBR® Green. Se obtuvo un R? de 0,98 y un coeficiente de
correlacion de - 0,99. Sin embargo el valor de la pendiente de la curva fue muy
bajo lo cual afecté la eficiencia de la curva estandar. Mediante la cuantificacion
por PCR en tiempo real se observdé el mismo efecto supresor de los
glucosinolatos producidos por los cubios sobre el patdogeno y el aumenté en las
poblaciones de Pseudomonas sp.

v La correlacion entre ambas metodologias empleadas en este trabajo indica que
no se asocian los datos de una metodologia con la otra, pues el coeficiente de
correlacion fue de p= 0,1081 y p= 0,1294, respectivamente. Ambas metodologias
sirven para deteccién, cuantificacién y diagnostico de R. solani GA-3. Sin
embargo, por sensibilidad, facilidad, reproducibilidad y precisién se considera mas
confiable la técnica de PCR en tiempo real.

5.2 Recomendaciones

v' Evaluar en campo las accesiones que se utilizaron en los bioensayos en
invernadero de este trabajo para observar el comportamiento del efecto de los
glucosinolatos y los productos de hidrolisis sobre el patégeno en condiciones
ambientales no controladas. Asi mismo, evaluar estas mismas accesiones pero
utilizando el tubérculo no liofilizado.

v" Evaluar en invernadero las 57 accesiones restantes de la colecciéon de cubios
para verificar si existe alguna con un mejor efecto sobre el patdégeno bien como
cuantificar este efecto sobre la microbiota del suelo.

v Cuantificar la concentraciéon de los isotiocianatos y otros productos de hidrolisis
después de incorporar los cubios en el suelo.

v" Comparar en un ensayo in vivo el efecto de los cubios, Brassicas (canola,
mostaza, col, entre otras), microrganismos antagonistas y productos quimicos
sobre el indculo de R. solani en el suelo, sobre la incidencia y severidad de la
enfermedad.
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A. Anexo: Protocolo de extraccion de ADN de micelio de
R. solani segun protocolo del DNeasy Plant Kit
(Qiagen)

1. Pesar 0,02 g de micelio seco macerado en un microtubo de 2 ml.

2. Adicionar 400 pl de buffer AP1 y 3 ul de RNasa (100mg/ml) y pasar por vortex.
Incubar la mezcla por 15 min a 65 °C. Mezclar 2 o 3 veces durante la incubacion.

3. Adicionar 130 ul de buffer AP2 al lisado. Pasar por vortex e incubar por 5 min en
hielo. Centrifugar por 10 min a 7.000 rpm.

4. Manualmente, pasar el lisado a una columna de QIlAshredder Mini Spin (morado)
a un microtubo de 2 ml, y centrifugar por 4 min a 7.000 rpm.

5. Transferir lo anterior a un microtubo nuevo (eliminar la columna) y agregar 1.5
volumenes de buffer AP3/E y mezclar manualmente.

6. Pasar la mezcla anterior a una columna DNeasy Mini Spin (blanco) en un
microtubo de 2 ml. Centrifugar por 1 min a 8.000 rpm y descartar lo que se filtra.
Repetir la centrifugacion.

7. Pasar la columna DNeasy Mini Spin a un tubo nuevo de 2 ml, agregar 500 ul de
buffer AW, y centrifugar por 1 min a 8.000 rpm. Descartar lo que se filtra.

8. Agregar 500 ul de buffer AW a la columna DNeasy Mini Spin Colum, y centrifugar
por 2 min a 14.000 rpm.

9. Transferir la columna a un tubo de 1.5 ml y colocar 100 pl de buffer AE
directamente en el centro de la membrana. Incubar por 5 min a temperatura
ambiente y centrifugar por 1 min a 8.000 rpm. Repetir la centrifugacion vy
almacenar solucién de extracto de ADN eluida a -20 °C.
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B.Anexo: Preparaciéon de solucién MS (Murashige and
Skoog, 1962) al 10 %

En un frasco se coloca 500 ml de agua destilada y se agrega cada uno de los siguientes
componentes, mientras se va agitando con barra magnética, y se completa hasta 1000
mi:

Reactivo Formula Peso en g/l
Nitrato de aménio NH4NO; 16,5
Nitrato de potasio KNO; 19
Sulfato de magnesio MgSQ,.7H,0 3,7
Acido bédrico HsBO3 0,062
Fosfato biacido potasio | KH,PO, 1,7
Cloruro de calcio CaCl,.2H,0 3,98
Sulfato de Zinc ZnS0,.7H,O 0,086
Sulfato de manganeso MnSQO,4.H,0O 0,171
Yoduro de potasio Kl 0,0083
Molibdato de potasio Na,Mo0,4.2H,0 0,0025
Sulfato de cobre CuS0,.5H,0 0,0025
Cloruro de cobalto CoCl,.6H,0 0,0025
Sulfato de hierro FeS0O,.7H,O 5,56
EDTA de sodio Na,EDTA.2H,0 7,46
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C.Anexo: Curva estandar obtenida en PCR para
cuantificacién absoluta de Rhizoctonia solani GA-3.
Grupo de investigacion en papa (datos no publicados)

Amplification

=00

oo 4

RFU
&

Cycles

Curva de amplificacion en PCR en tiempo real de R. solani GA-3. utilizando sonda
TagMan® marcada con FAM. Unidad de fluorescencia relativa (RFU) vs. el nimero de
ciclos. ElI numero de ciclo, en el que el valor de la fluorescencia emitida cruza la linea
umbral (C;) es inversamente proporcional a la concentracion de ADN. Los valores
obtenidos de C; para cada una de las diluciones empleadas (Tabla 3.1).
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Valores obtenidos del niumero de ciclo, en el que el valor de la fluorescencia emitida
cruza la linea umbral (C;) por gPCR en tiempo real a partir de diferentes concentraciones
fg/ul de ADN plasmidico de Rhizocotnia solani GA-3. para obtencion de la curva estandar
de cuantificacion absoluta.

Concentracién Log [DNAJfg] cT
[fg]
50000000 7,70 6,49
500000 5,70 14,345
50000 4,70 18,07
5000 3,70 21,94
500 2,70 24,94
50 1,70 24,935
C. 30
25 y = 3,253+ 32,655
20 ’
15
10
5
0
0 2 4 6 B 10
log concentracion de ADN (fg/pl)

Correlacion entre los valores del nimero de ciclo, en el que el valor de la fluorescencia
emitida cruza la linea umbral (Cy) (linea azul) obtenidos en PCR en tiempo real y el log de
la concentracion de ADN (fg/ul) de Rhizocotnia solani GA-3. Ecuacion obtenida a partir
de la regresion lineal.
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D.

Anexo: Protocolos de ensayos para realizar curva de
calibracion por PCR en tiempo real para
Pseudomonas fluorescens.

D.1 Extraccion de ADN de Pseudomonas fluorescens empleando kit comercial
PureLink Genomic DNA Mini kit (Invitrogen)

1.
2.

10.

11.

A partir de un cultivo de baterias Gram negativas (2 X 10 °),

Durante 2 horas en bafio de maria a 55 °C, incubar un microtubo con la
concentracién anterior de células. Pasar por vortex ocasionalmente hasta lisar las
células.

Adicionar 20 yl de RNasa A al lisado. Mezclar en vortex e incubar por 2 min a
temperatura ambiente.

Adicionar 200 pl de buffer Lysis/binding y mezclar en vortex.
Adicionar 200 pl de etanol al 96 % al lisado. Mezcla en vortex.

Union de ADN: Adicionar el lisado anterior (~640 pl) a una columna Spin
PureLink. Centrifugar a 10.000 g por 1 min a temperatura ambiente. Descartar el
microtubo de coleccion y pasar la columna a un microtubo nuevo de 2 ml.

Lavado de ADN: Agregar 500 pl de buffer de lavado 1 a la columna. Centrifugar a
10.000 g por 1 min.

Descartar el microtubo y pasar la columna a un microtubo nuevo. Agregar 500 pl
de buffer de lavado 2. Centrifugar a 16.300 rpm por 3 min a temperatura
ambiente. Descartar microtubo.

Pasar la columna a un microtubo nuevo y agregar 50 pl de Elution buffer a la
columna. Repetir este paso.

Incubar a temperatura ambiente por 1 min y centrifugar a 16.300 rpm por 1 min a
temperatura ambiente.

Remover y descartar la columna. Almacenar el ADN a —20 °C.

D.2 Purificacion de ADN empleando kit comercial PureLink Kit (Invitrogen)
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El producto de PCR se llevo a un volumen final de 25 ul y fue evaluado mediante
electroforesis en un gel al 2 % (tefiido con bromuro de etidio). A partir de la banda
obtenida, se verifico su tamafo (69 pb) en documentador de geles (Biorad). La
banda se cortd y se colocé en un microtubo de 1.5 ml.

Se peso cada banda. De acuerdo al peso obtenido se agrega 3 volumenes del
buffer solubilizador y se coloca en bafio de maria a 50 °C durante 10 min hasta
disolver la agarosa.

Adicionar 1 volumen de isopropanol y pasar todo el volumen a un microtubo con
columna. Centrifugar a 12.000 g durante 1 min. Eliminar sobrenadante.

Agregar 600 ul de buffer de lavado W1 a la columna. Centrifugar a 12.000 g por 2
min. Eliminar microtubo.

En un microtubo nuevo, colocar la columna y agregar 50 pl de buffer de elucion.
Incubar durante 30 min a temperatura ambiente. Centrifugar a 12.000 g por 1 min
y almacenar a -20 °C.

D.3 Extraccion de ADN plasmidico por método MINI-PREP (Maniatis et al., 1982).

1.

Picar las colonias con un palillo estéril, sumergir cada colonia en un microtubo con
taparosca que contenga 3 ml de medio liquido estéril 2XYT con ampicilina (50
Mg/ul), y dejar en crecimiento a 37 °C durante 15 horas, a 225 rpm.

Transferir el cultivo a microtubos de 1,5 ml y centrifugar 2 min a 12.000 rpm; el
pellet obtenido se almacena toda la noche a —20 °C.

Agregar 210 ul de STET (0.5% de tritan X-100; 8% glucosa; 10mM Tris pH 8.0 y
50 mM EDTA) y resuspender hasta disolver el pellet.

Adicionar 15 pl de lisozima (10 ug/ul), pasar por vortex y colocar los microtubos
durante 50 segundos en bafio maria con agua en ebullicion.

Centrifugar 20 minutos a 14.000 rpm, remover el pellet con un palillo estéril, y
adicionar 150 yl de acetato de amonio 7,5 M pH 7,0 y 600 ul de etanol absoluto.

Almacenar a —20 °C durante la noche.

Centrifugar 20 min a 13.000 rpm, descartar el sobrenadante y dejar secar los
pellets.

Resuspender en 50 pl de agua Milli-Q estéril y disolver a 60 °C en bafo
serolégico.

Almacenar el ADN plasmidico a —20°C hasta su purificacion.
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D.4 Purificacion de ADN plasmidico (Maniatis et al., 1982)

1. A cada MINI-PREP del ADN plasmidico adicionar 0,2 ul de RNasa A (20mg/ml) e
incubar a 37 °C durante dos horas.

2. Aumentar el volumen a 200 pl con agua Milli-Q estéril, y agregar 200 ul de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Pasar por vortex 20 segundos y
centrifugar siete minutos a 12.000 rpm.

3. Tomar la fase acuosa y colocarla en un microtubo nuevo. Adicionar dos
volumenes de etanol al 95 % y 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M, y
mantener a —20 °C durante la noche.

4. Centrifugar por 15 min a 12.000 rpm y eliminar el sobrenadante. El pellet se debe
lavar con 800 pl de etanol al 70 %, centrifugar por 15 min a 12.000 rpm, y
descartar el sobrenadante.

5. Dejar secar el pellet y resuspender en 30 pl de agua Milli-Q estéril.
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.Anexo: Protocolo de extraccion de ADN de suelo

empleando kit comercial Power soil® DNA Isolation kit
(Laboratorios MO BIO)

. Agregar 0,25 g de suelo a los microtubos de Powerbread. Mezclar en vortex.

. Agregar 60 pl de la solucion C1 y mezclar manualmente. Colocar en el vortex

MOBIO a maxima velocidad durante 10 min. Centrifugar a 10.000 g por 30 seg a
temperatura ambiente.

. Transferir el sobrenadante a un microtubo de 2 ml. Agregar 250 pl de la solucion

C2 y colocar en vortex por 5 seg. Incubar a 4 °C durante 5 min. Centrifugar a
10.000 g por 1 min a temperatura ambiente.

. Transferir 600 ul del sobrenadante a un microtubo nuevo de 2 ml. Agregar 200 pl

de solucion C3 y colocar en vortex. Incubar a 4 °C durante 5 min. Centrifugar a
10.000 g por 1 min a temperatura ambiente.

. Transferir 750 pl del sobrenadante a un microtubo nuevo de 2 ml. Agregar 750 pl

de la solucion C4 y colocar en vortex por 5 s.

. Tomar 675 pl y llevarlos a un tubo con un spin filter y centrifugar a 10.000 g por 1

min a temperatura ambiente. Descartar lo que se filtra y repetir este paso.

. Agregar 500 ul de la solucion C5 y centrifugar a 10.000 g por 30 seg a

temperatura ambiente. Descartar lo que se filtra.

Nuevamente centrifugar a 10.000 g por 1 min a temperatura ambiente.

. Cuidadosamente pasar la column a de spin filter a un microtubo nuevo de 2 ml.

Agregar 100 pl de la solucion C6 en el centro de la membrana del filtro.
Centrifugar a 10.000 g por 30 seg a temperatura ambiente.

10. Descartar el filtro y almacenar a -20 °C.
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F. Anexo: Curva de amplificacion en PCR en tiempo real
de Pseudomonas sp. utilizando SYBR® Green.

Amplification

Curva de amplificacion en PCR en tiempo real de Pseudomonas sp. utilizando SYBR
Green. Unidad de fluorescencia relativa (RFU) vs. el nidmero de ciclos. El C; es
inversamente proporcional a la concentracion de ADN. Los valores obtenidos de C; para
cada una de las diluciones empleadas (Tabla 21). Control negativo, no hay valor de C..

C:. Numero de ciclo, en el que el valor de la fluorescencia emitida cruza la linea umbral.
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Melt Peak

-d{RFU)/dT

£

Temperature, Celsius

Curva de disociacién para SYBR® Green. Temperatura de melting de los amplicones de
Pseudomonas sp. Producto amplificado con un T, de 78 Celsius
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G.Anexo. Curvas de amplificacion en PCR en tiempo
real de R. solani GA-3 y Pseudomonas sp en muestras

de suelo. Unidad de fluorescencia relativa (RFU) vs. el
numero de ciclos

Amplification

Cycles

Curva de amplificacion en PCR en tiempo real de R. solani GA-3 utilizando sonda
TagMan® marcada con FAM. Los valores obtenidos de C, para cada una de las muestras

de suelo. Evaluacion del efecto de accesiones de cubios sobre Rhizoctonia solani GA-3
(Tabla 10).
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Amplification

Cycles

Curva de amplificacion en PCR en tiempo real de R. solani GA-3 utilizando sonda
TagMan® marcada con FAM. Los valores obtenidos de Ct para cada una de las muestras
de suelo Evaluacion del efecto de accesiones de cubios sobre Rhizoctonia solani GA-3
(Tabla 10).

Amplification

1000 4

00 1

RFU

400 4

Cycles

Curva de amplificaciéon en PCR en tiempo real de R. solani GA-3 utilizando sonda
TagMan® marcada con FAM. Los valores obtenidos de Ct para cada una de las muestras
de suelo. Evaluacion del efecto de la accesion Ttun 5 de cubio sobre Rhizoctonia solani
GA-3 (Tabla 13).
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Amplification

RFU

Cycles

Curva de amplificaciéon en PCR en tiempo real de R. solani GA-3 utilizando sonda
TagMan® marcada con FAM. Los valores obtenidos de Ct para cada una de las muestras
de suelo. Evaluacion del efecto de la accesién Ttun 5 de cubio sobre Rhizoctonia solani
GA-3 (Tabla 13).

Amplification

Cycles

Curva de amplificacion en PCR en tiempo real de R. solani GA-3 utilizando sonda
TagMan® marcada con FAM. Los valores obtenidos de Ct para cada una de las muestras
de suelo. Evaluacion del efecto de la accesiéon Ttun 5 de cubio sobre una mezcla de
aislamientos de Rhizoctonia solani GA-3 (Tabla 18).
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Amplification

Curva de amplificacion en PCR en tiempo real de Pseudomonas sp. utilizando SYBR
Green. Los valores obtenidos de Ct para cada una de las muestras de suelo. Evaluacion
del efecto de accesiones de cubios sobre Pseudomonas sp. (Tabla 8).

Amplification

Cycles

Curva de amplificacién en PCR en tiempo real de Pseudomonas sp. utilizando SYBR®
Green. Los valores obtenidos de Ct para cada una de las muestras de suelo. Evaluacién
del efecto de la accesion Ttun 5 de cubio sobre Pseudomonas sp. (Tabla 14).
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