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RESUMEN

El cultivo de papa (S. tuberosum), es una actividad productiva que genera importantes ingresos a
familias campesinas de la Sierra Ecuatoriana. En Carchi, el cultivo de S. tuberosum, es una de las
principales actividades agricolas. Sin embargo, existen varias enfermedades principalmente
fangicas que atacan la planta y por ello los agricultores utilizan productos de naturaleza quimica
que alteran la composicion del suelo. El control bioldgico surge como una alternativa amigable
con el ambiente. Las especies de Trichoderma harzianumy viride por su interaccion eficiente con
el huésped ayuda a la produccion de metabolitos secundarios y enzimas celulares. Las propiedades
antibidticas constituyen uno de los principales biocontroladores que inhiben el crecimiento y mata
a los agentes fitopatogenos. En el presente estudio se realizo el aislamiento del hongo patdgeno P.
infestans a partir de tejido vegetal infectado de plantas de papa que presentaron la sintomatologia
de tizon tardio. Para la obtencion de los extractos de Trichoderma se adaptaron/construyeron
reactores de tipo air-lift, los cuales operaron durante 36 dias. Los extractos obtenidos fueron
sometidos a experimentaciones in-vitro evaluando la actividad fungicida sobre P. infestans,
ademas de los ensayos in-vivo se evaluo la efectividad de los extractos en invernadero con
aplicacion directa sobre la planta como método preventivo ante la infeccion de P. infestans. Los
ensayos in-vitro mostraron resultados favorables en cuanto a la inhibicion del crecimiento del
patdgeno P. infestans, en un 62% a comparacion del testigo absoluto. A nivel de invernadero se
obtuvo que los extractos poseen efectividad fungicida ya que demostré reducir la severidad en un
70% y a su vez ser considerado un potencial medio de prevencién ante la infeccion de P. infestans.
Los ensayos determinaron que la aplicacion de los extractos T1 (10% T. harzianum) y T4 (10% T.
viride), redujeron el crecimiento micelial de P. infestans, por lo cual dichos extractos

representarian una alternativa agroecologica en el control del tizén tardio.

Palabras clave:

Phytophthora infestans, Trichoderma, Control biologico, Agricultura Sustentable
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ABSTRACT

Potato (S. tuberosum) cultivation is a productive activity that generates important income
for farming families in the Ecuadorian Sierra. In Carchi, the cultivation of S. tuberosum
is one of the main agricultural activities. However, there are several diseases, mainly
fungal, that attack the plant, so farmers use chemical products that alter the soil
composition. Biological control emerges as an environmentally friendly alternative. The
species of Trichoderma harzianum and Trichoderma viride by their efficient interaction
with the host helps the production of secondary metabolites and cellular enzymes.
Antibiotic properties constitute one of the main biocontrols that inhibit growth and kill
phytopathogens. In the present study, the pathogenic fungus P. infestans was isolated
from infected plant tissue of potato plants showing symptoms of late blight. To obtain
Trichoderma extracts, air-lift reactors were adapted/constructed and operated for 36 days.
The extracts obtained were subjected to in-vitro experiments to evaluate their fungicidal
activity on P. infestans. In addition to the in-vivo trials, the effectiveness of the extracts
was evaluated in the greenhouse with direct application on the plant as a preventive
method against P. infestans infection. The in-vitro trials showed favorable results in terms
of inhibiting the growth of the pathogen P. infestans by 62% compared to the absolute
control. At the greenhouse level, it was found that the extracts have fungicidal
effectiveness, since they showed a 70% reduction in severity and are considered a
potential means of prevention of P. infestans infection. The trials determined that the
application of extracts T1 (10% T. harzianum) and T4 (10% T. viride) reduced the
myecelial growth of P. infestans, so these extracts represent an agroecological alternative
in the control of late blight.

Key words:

Phytophthora infestans, Trichoderma, Biological control, Sustainable agriculture.
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CAPITULO |
INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

El Ecuador es un pais el cual su sistema productivo de cultivos es altamente
diferenciado por el tamafio de las Unidades Productivas Agricolas (UPA). Cada UPA
presenta diferentes factores edafoclimaticos que varian dependiendo de la region donde
se encuentren y pueden o no favorecer el desarrollo de diversos patdgenos (Vallejo,
2014). Se ha identificado que las enfermedades producidas por patdégenos generan
pérdidas que superan el 20% del costo total de produccion, creando asi la necesidad de
implementar estrategias eficaces en el control de agentes causantes de enfermedades en

los cultivos.

Entre las estrategias propuestas, el control bioldgico es una opcion que cada vez
atrae mas la atencion de cientificos y agricultores debido a que permite reducir el uso de
agroguimicos que son costosos, nocivos para la salud, contaminan el ambiente, no son
especificos para el organismo blanco y que con el tiempo generan resistencia. El control
bioldgico se basa en el uso de microorganismos que son enemigos naturales de
determinados patdgenos, por lo tanto, son mas especificos hacia el organismo blanco y

no contaminan el ambiente (Bettiol, 2014).

El cultivo de papa (S. tuberosum), es fundamental dentro del sistema de
produccion y principal fuente de ingreso para las familias campesinas en de la zona norte
de la Sierra ecuatoriana (Méndez, 2015). La papa es un cultivo que necesita de
condiciones como, altitudes entre 2700 y 3400 m.s.n.m., temperaturas entre 9 y 11°C
(Ministerio de Agricultura, 2016). Uno de los problemas fitosanitarios mas significativos
de la papa es el control de hongos fitopatdgenos entre ellos tenemos los causados por,
Alternaria solani, Phytophthora infestans, Rhizoctonia solani, Fusarium spp. (Guchi,
2015).

El Tizdn tardio causado por el hongo P. infestans, se encuentra posicionado como
la enfermedad que mas pérdidas causa al cultivo de papa en Ecuador, estas van desde el
30 y 100% (Oyarzun, Taipe, & Forbes, 2001). En base a las estadisticas, las provincias

de Chimborazo y Tungurahua han presentado mas del 90% de presencia de tizon tardio
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en sus cultivos (Monteros, 2016). Estos datos explican el uso indiscriminado de

agroquimicos en la produccién de la papa (ESPAC, 2019).

Los hongos pertenecientes al género Trichoderma son los que se utilizan con
mayor frecuencia para el control bioldgico debido a: su versatilidad, adaptabilidad, facil
manejo y alta capacidad de controlar una gran cantidad de microorganismos patdgenos
causantes de enfermedades en los cultivos (Falconi, 2010). Sus mecanismos de control
incluyen: parasitismo, competencia, antibiosis y produccion de compuestos volatiles
bioactivos (Hernandez, 2014). Una investigacion previa describe que el uso de
Trichoderma en el control de agentes patégenos han sido altamente eficaz, entre ellos se
menciona a los patdgenos como Rhizoctonia solani, Pythium ultimum y Sclerotinia
trifoliorum (Kandula, 2015).

La agricultura sustentable es la consolidacion de tres objetivos principales: salud
ambiental, rentabilidad econdémica y equidad social que se puede lograr mediante la
aplicacion de diversas practicas agricolas, como la diversificacion de cultivos, la
diversidad genética, el manejo integrado de nutrientes, el manejo integrado de plagas, el
manejo sostenible del agua y la tecnologia de postcosecha (Verma, et al., 2015). En vista
de las limitaciones mencionadas anteriormente, el aumento de la productividad agricola
debe lograrse mediante la aplicacion de tecnologias sostenibles, tanto econdémica, como
ambientalmente que permitan responder a la creciente demanda de alimentos y las

demandas del mercado (Sumpsi, 2012).

1.2 Planteamiento del problema

En la provincia del Carchi, el cultivo de papa S. tuberosum, es una de las
principales actividades agricolas. Sin embargo, para obtener rentabilidad los agricultores
utilizan altas dosis de fertilizantes. Estos con el paso del tiempo han dado resultados
negativos como la pérdida de la diversidad microbiana, ademas, la pérdida de la fertilidad
del suelo (Vallejo, 2014).

El Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP),
menciona que las variedades de papa var. Superchola y la Unica, son las mas producidas
en Carchi, lo cual, convierte a la provincia del Carchi en uno de los grandes productores
de papa, representando un 28.28% de la produccion anual en afio 2020 (ESPAC, 2020).
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Es asi que, en el afio 2020, en el 79.0% de la superficie se aplicaron insumos de
sintesis quimica, el 7.9% no usa ningun tipo de insumo, el 9.2% usa inSUMOS organicos
en combinacion con quimicos, mientras, que en el 3.9% usa Gnicamente insumos
orgénicos. Los datos revelan que los agricultores contintan con el uso desmedido de
insumos quimicos para la produccién de los cultivos (ESPAC, 2020).

Superficie de cultivos transitorios donde se
ha usado insumos para la producciéon

(Porcentaje)
79.6%79,0%
8,4% 7,9% 8,4% 9.2% 3.7% 3.9%
- - ——
Insumos Quimicos  Ningun fipo de  Insumos orgdnico Insumos organicos
nsuMmo + gquimico
2019 = 2020

Figura 1. Uso de insumos quimicos (INEC- ESPAC, 2020)

El Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC), en el 2020 determiné que
el cultivo con mayor aplicacion de fertilizantes es la papa con 468 Kg/ha, a comparacion,
del afio 2019 el cual tuvo una aplicacion de 458 Kg/ha, estos valores reflejan que se ha
venido dando un excesivo uso de productos quimicos durante la produccion de papa
(Figura 2) (INEC, 2020).

Intensidad de uso de fertilizantes en cultivos
transitorios
(Kg/ha)

458 448 440

359
227 233 232 234 9
I 213 228 ]73] 219231
Papa

Tomate Maizduro  Arroz Maiz Cebolla Naciona
rnon seco suave blanca
choclo
2019 m2020

Figura 2. Intensidad de fertilizantes en los cultivos transitorios (INEC- ESPAC, 2020)
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El desconocimiento sobre el manejo integral de plagas y el plan de fertilizacién
por parte de los productores, han llevado al uso desmedido de agroquimicos. Ignorando
que estd provocando el desgaste, contaminacion por el efecto residual, desequilibrio de
nutrientes y por ende dafios al medio ambiente. Ademas de reducir la carga microbiana,
generar resistencia en plagas y enfermedades como resultado de la excesiva aplicacion de

fungicidas para controlar la severidad de los ataques (Ecoclimatico, 2008).

El Tizén tardio (P. infestans), es considerado la enfermedad que méas pérdidas
causa al cultivo de la papa en Ecuador, esta enfermedad debido a su rapida diseminacion
ha logrado generar pérdidas que van desde un 30% hasta el 100 % del rendimiento total

del cultivo (Oyarzun et al., 2001).

En cuanto a factores econdémicos el controlar y superar el ataque de tizén tardio
en el cultivo de papa ha superado el 20% de los gastos totales durante la produccién. Para
ello se ha considerado a el control biolégico mediante el uso de microorganismos
antagonistas sobre los patdgenos como una alternativa amigable con el medio ambiente

y de alguna manera reducir la aplicacion productos de sintesis quimica (Bettiol, 2014).

Ademas, se ha determinado que la exposicion prolongada a productos quimicos
puede causar en los seres humanos trastornos cardiopulmonares, neuroldgicos,

hematoldgicos, enfermedades de la piel y trastornos endocrinos (Campos, 2016).

El presente estudio se enfoca en evaluar la actividad fungicida de T. harzianumy
T. viride sobre P. infestans causante de la enfermedad tizon tardio, la cual genera un
impacto negativo en los cultivos de papa de la provincia del Carchi. Mediante la
experimentacién en laboratorio y en invernadero, se evaluara la actividad fungicida de
los extractos que Trichoderma producen. Los productos a base de microorganismos
ofrecen proteger contra el ataque de patdgenos, mayor aprovechamiento de los nutrientes
del suelo, mayor captacion de agua, estimulacion del crecimiento aéreo, radical y el

incremento de sus rendimientos (Vargas, 2012).

1.3 Justificacién

La principal amenaza biol6gica que ataca al cultivo de papa es el oomycete P.
infestans causante de la enfermedad del tizon tardio ademas, es considerado el
responsable de causar cuantiosas pérdidas en la produccién global que han alcanzado

valores de hasta el 15% por afio (Gebhardt y Valkonen, 2001). EI mecanismo para
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contrarrestar estas pérdidas es la aplicacion de fungicidas de sintesis quimica. Sin
embargo, aplicar estos métodos de control generan un sin nimero de desventajas entre
ellas se mencionan: dificil acceso a los productos, costo elevado para los pequefios
agricultores, efectos nocivos en la salud, uso inadecuado de productos quimicos y la
aparicién de nuevas cepas resistentes (Fry 2008; Barona 2009). P. infestans posee elevada
capacidad evolutiva debido a la flexibilidad de su genoma (McDonald y Linde 2002),
generando variaciones genéticas y la aparicion de poblaciones nuevas y agresivas
(Raffaele et al. 2010).

La Organizacion Internacional de Lucha Bioldgica (OILB), ha definido al control
bioldgico como, "la aplicacion de microorganismos vivos o productos derivados de los
mismos, para evitar o reducir las pérdidas o dafios causados por los organismos nocivos"
(UNAB, 2017). Los hongos del género Trichoderma han sido empleados en una serie de
investigaciones previas en las cuales ha mostrado resultados favorables y de importancia
en cuanto a la inhibicion del crecimiento de microorganismos patégenos tales como
Fusarium spp. y Phytophthora spp, principales causantes de enfermedades (Fuentes,
2016; Amaral, 2008). P.infestans ha desarrollado resistencia a fungicidas lo cual
determina una menor sensibilidad del patdgeno hacia los productos quimicos. La
resistencia es resultado de mutaciones estables y heredables. P. infestans ha generado
resistencia al ingrediente activo metalaxyl componente principal de productos
agroguimicos empleados para el control de tizon tardio. Ademas, otras fenilamidas que
han sido reportadas como causantes de variaciones genéticas dentro de las poblaciones

de P. infestans a nivel mundial.

Esto ha limitado la efectividad de los fungicidas como métodos de control sobre
la enfermedad. Razon por la cual se considera que Trichoderma por su alta capacidad
reproductivida, tolerancia a condiciones desfavorables, capacidad de modificar la
rizosfera y su fuerte agresividad contra hongos fitopatdgenos. Como un controlador
bioldgico y antagonista natural de patdgenos, tales como: Fusarium roseum, Botrytis
cinerea, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii Sacc, Sclerotinia spp, Pythium spp,
Phytophthora spp, Alternaria spp, y Phytophthora capsici entre otros (Medina, 2013).
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1.4 Pregunta directriz

¢Puede Trichoderma harzianumy Trichoderma viride disminuir la incidencia y severidad

de Phytophthora infestans?

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general.

Evaluar la actividad fungicida de Trichoderma harzianum y Trichoderma viride en el
control de Phytophthora infestans.

1.5.2 Objetivos especificos

e Aislar el agente causal del tizon tardio en cultivo de Solanum tuberosum.
e Analizar la actividad inhibitoria de los extractos producidos por los hongos
Trichoderma harzianum y Trichoderma viride en el control de Phytophthora

infestans.

e Evaluar la efectividad fungicida de los extractos mediante bioensayos.

1.6 Hipotesis

Trichoderma harzianum y Trichoderma viride influyen en el crecimiento de

Phytophthora infestans.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 El cultivo de Papa (Solanum tuberosum).

El INIAP (2006), menciona que la var. Superchola fue desarrollada por el sefior
German Bastidas, agricultor del canton Montufar, provincia del Carchi. La variedad
Superchola proviene de los cruzamientos entre las variedades Curipamba negra y
Solanum demissum, dando origen a Curicana con caracteristicas como papa roja, 0jos
blancos y forma de plancha. Posteriormente Curicana fue cruzada con Solanum phureja
dando un hibrido el cual se cruza con Chola. De tres genotipos escogidos los cuales
expresaron similitud en cuanto a caracteristicas correspondientes a la variedad Chola. Los
clones obtenidos se cruzaron entre si siendo su mejor descendencia quien dio origen a la
variedad Superchola (Huaman, 1990). Esta variedad posee caracteristicas superiores en
comparacion con la variedad Chola, en cuanto a calidad, rendimiento, tolerancia a

enfermedades y caracteristicas de calidad culinaria. (Saquinga, 2012).
2.2 Condiciones agroecoldgicas para el cultivo de papa

Suelo: El suelo adecuado para el cultivo de papa requiere una textura fina y
profundidad superior a los 40 cm, lo cual permite el desarrollo de las raices. Sin embargo,
dentro de los requerimientos del cultivo se encuentra que el suelo debe contar con una
porosidad del 50% distribuida y equilibrada entre microporos, macroporos y mesoporos,
los cuales se encargaran de mantener el agua y aireacion en el area radicular en el nivel
adecuado. Prever que el contenido de materia organica supere el 5%, permitiendo asi
aumentar la actividad bioldgica, manteniendo la sanidad y el riesgo de erosion del suelo
(Cruces et al., 2001).

pH: El pH del suelo es importante para el desarrollo del cultivo y se establece
entre 5.5 a 7.0. En suelos con pH inferior a 5.5 pueden aumentar los niveles de aluminio
y manganeso, siendo toxicos para la planta. Por otro lado, con pH superior a 7.5 se ve

limitada la capacidad de absorcion de hierro, manganeso y zinc (Rojas y Alvarado, 2006).

Condiciones agroecologicas: El cultivo de papa, para su desarrollo requiere
altitudes entre los 2000 hasta los 3500 m.s.n.m. La altura es determinante en la

temperatura ambiente y sus efectos generan problemas en el desarrollo de la planta y en
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el rendimiento del cultivo (Pietrarelli, et al., 2014). Las temperaturas optimas para el
cultivo de papa se encuentran entre los 12°C y los 14°C. Ademas, el cultivo debe contar
con un suministro de agua entre 600 a 800 mm por afio, correctamente distribuidos
(Mondmeros, 1980).

Reaccion a enfermedades: La papa con el paso del tiempo ha logrado adquirir
resistencia a enfermedades patdgenas, sin embargo, es susceptible a lancha (P. infestans),
moderadamente resistente a roya (Pucccinia pittieriana) y tolerante ante el nematodo del

quiste de la papa (Globodera pallida) (Pumisacho y Sherwood, 2002).

2.3 Desarrollo fenoldgico

El cultivo de papa se encuentra establecido en el siguiente ciclo fenoldgico el cual
se encuentra segmentado en 5 etapas, partiendo de la etapa 1: emergencia o brotacién, 2:
crecimiento de brotes laterales, 3: inicio de la tuberizacion, 4: Llenado de tubérculos hasta

concluir su ciclo con la maduracion y la cosecha (Novagro-AG, 2021).

Emergencia o brotacion: Etapa en la cual ya se ha realizado la preparacién del
suelo y la colocacion del tubérculo semilla en el surco destinado para su crecimiento. El
tiempo de duracion de esta etapa se encuentra ligada a las condiciones en la cual fue
almacenada la semilla, variedad y estadio de los brotes en el tubérculo semilla. Asi inicia
el crecimiento de la planta presentando un crecimiento inicial de raices, seguido de tallos
y hojas (Figura 3, A) (Novagro-AG, 2021).

Crecimiento de brotes laterales: La etapa de crecimiento se da a partir de que la
plantula realiza procesos fotosintéticos para dar lugar al crecimiento de la parte area:
tallos, ramas y hojas de la nueva planta. Ademas, en la parte subterranea da inicio al
alargamiento de los estolones (Figura 3, B) (Novagro-AG, 2021).

Inicio de la tuberizacion: La planta sigue su crecimiento vegetativo en su parte
aérea, consecuentemente en la parte subterranea se estan formando los tubérculos que

comienzan su desarrollo en la punta de los estolones (Figura 3, C) (Novagro-AG, 2021).

Llenado de tubérculos: El llenado de tubérculos se da cuando estos inician el
proceso de expansion como producto de la acumulacion de liquidos, nutrientes y
carbohidratos. Asi mismo en esta etapa se da el inicio de la floracion de la planta (Figura
3, D) (Novagro-AG, 2021).
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Maduracion: Maduracion es la finalizacion del proceso de crecimiento de la
planta y la fase durante la cual realiza la fotosintesis debido a que la planta toma un color
amarillo como sefial de que la planta estd cumpliendo su ciclo de vida. Ademas, los
tubérculos finalizan la formacion de la piel externa asi como su preparacion para la
cosecha (Figura 3, E) (Novagro-AG, 2021).

Figura 3. Desarrollo fenologico de la papa, A) Emergencia o brotacion, B), crecimiento
de brotes laterales, C), Inicio de la tuberizacién, D) Fase de llenado de tubérculos, E)
maduracion (Pérez, 2015)
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2.4 Manejo agricola, fertilizacion del cultivo de papa.

El suelo agricola posee la capacidad de aportar a la planta los nutrientes requeridos
por las plantas, sin embargo, la planta necesita una nutricion apropiada y balanceada, por

ende, se necesita solventar en déficit con fertilizantes (Torres, Valverde y Andrade, 2012).

El Nitrogeno (N), Fosforo (P) y Potasio (K) poseen un efecto evidente sobre la
produccion y una mejora positiva al aplicar de manera simultanea estos elementos (Pérez,
Rodriguez y Gémez, 2008). Para alcanzar el correcto desarrollo radicular y aéreo, el
cultivo de papa requiere una alta disponibilidad de P en el suelo, mientras que en época
de mayor crecimiento vegetativo necesita N y para el desarrollo y calidad de tubérculos
requiere K por su participacion en el transporte de fotosintatos desde las hojas (Alvarado
et al. 2008).

Urea, La urea es un fertilizante s6lido granulado que proporciona altas cantidades
de Nitrogeno (N), originalmente no contiene amonio (NH4), sin embargo, por efecto de
la enzima “ureasa” se hidroliza con rapidez lo que produce amonio y bicarbonato
(Fertinova, 2015). Este es ampliamente utilizado por su rapida disponibilidad y

propiedades quimicas que le hacen compatible con otros agroquimicos (QuimiNet, 2008).

Fosfato Diamonico, El fosfato de amonio (DAP de sus siglas en inglés) es el
fertilizante de fosforo (P) mas utilizado. Se considera un complejo quimico por contar
con dos nutrientes primarios (fosforo, nitrogeno) en su formulacion. Al realizar la
aplicacion en plantas, genera un incremento momentaneo del pH del suelo. Sin embargo,
con el paso del tiempo el suelo se vuelve acido como efecto de la nitrificacion del amonio
(IPNI, 2012).

Muriato de Potasio, Los fertilizantes potésicos se aplican para corregir el déficit
nutricional de las plantas. La humedad del suelo hace que el KCI se disuelva rapidamente
y el K es retenido con la materia organica del suelo. Sin embargo, el Cl se mueve
rapidamente con el agua del suelo (IPNI, 2013). El K es indispensable en los procesos
fotosintéticos, asi como también en la sintesis de proteinas y la descomposicion de

carbohidratos para la produccion de energia, (Pumisacho y Sherwood, 2002).

El Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) menciona que, s
fundamental realizar previamente un analisis de suelo con la finalidad de conocer las

caracteristicas que posee y adecuar el plan de fertilizacion necesario de acuerdo con los
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requerimientos nutricionales. Las cantidades de fertilizantes necesarias para obtener

rendimientos favorables en el cultivo de papa estan detallados en la Tabla 1 (INIAP 2009).

Tabla 1.

Fertilizacion para papa

Andlisisde suelo N P20s K S
(kg/ha)

Bajo 150-200 300 - 400 100 — 150 20-30
Medio 100-150 200 - 300 60 — 100 10 - 20
Alto 50 - 100 100 - 200 30 - 60 0-10

Fuente: INIAP (2009). Guia de recomendaciones de fertilizacidn.
2.5 Factores bioticos y abioticos que afectan al cultivo.

Factores abidticos: Las pérdidas causadas por heridas mecanicas pasan
desapercibidas, esto hace que estas pérdidas sean dificiles de estimar. En la mayoria de
casos, las pérdidas por dafios mecanicos se dan en la cosecha y poscosecha debido a la
manipulacion de los tubérculos (seleccion, clasificacion, ensacado y transporte). Se
estima que un 75% del total de los tubérculos afectados es porque han sufrido algun tipo
de dafio durante la poscosecha (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Factores bioticos: Las pérdidas por dafios fisiol6gicos en su mayoria se dan al
exponer los tubérculos a temperaturas extremadamente altas. Que alteran los procesos de
respiracion natural de los tubérculos lo cual genera la pérdida del agua por efecto de la
transpiracion. El dafio que se genera por factores fisioldgicos depende totalmente de las
condiciones y el ambiente de la bodega de almacenamiento de los tubérculos (Pumisacho
y Sherwood, 2002).

Cuando los tubérculos son almacenados en espacios donde la cantidad de oxigeno
es deficiente estos son propensos a sufrir una serie de dafios, entre ellos se menciona los
siguientes: fermentacion, pérdida de sabor, colapso del tejido y muerte (Pumisacho y
Sherwood, 2002).
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2.5.1 Tipos de enfermedades de acuerdo al organismo causal.

A lo largo de los afios han existido factores patologicos los cuales son causantes
de pérdidas tanto en tubérculos como pérdidas economicas en la fase de poscosecha en
los cultivos de papa, sin embargo, no se descarta a los factores fisicos y fisioldgicos
quienes predisponen a que la enfermedad ataque a los tubérculos una vez haya finalizado
la cosecha. Los patdgenos generalmente realizan una infeccion inicial antes de ser
detectada como una invasién masiva de los productos y se hacen presentes como la sarna
comun, sarna polvorienta o deformaciones en el tubérculo como en las verrugas
(Pumisacho y Sherwood, 2002).

2.5.1.1 Nematodos

Los nematodos poseen forma cilindrica, cuerpo alargado sin segmentacion,
aparato digestivo completo y una cuticula altamente resistente. Estos organismos
generalmente no se los puede identificar a simple vista ya que su tamarfio va de 0.2 a 7
mm, lo cual requiere de un microscopio para facilitar su identificacion y reconocimiento.
(Pumisacho y Sherwood, 2002).

El nematodo del quiste (Globodera pallida)

Esta especie de nematodo es considerado el mas importante dentro del Ecuador
ya que se encuentra distribuida en la mayor parte de la region andina. La afectacion
depende de la variedad de papa, calidad de semilla y época de siembra y estos atacan a

todas las variedades de papa nativa y mejorada (Pumisacho y Sherwood, 2002).

2.5.1.2 Hongos

Las enfermedades causadas por hongos en el cultivo de papa pueden manifestarse
con muchos sintomas diferentes, tales como: necrosis de la raiz, marchitez de la hoja
debido a la invasién vascular, deformacion del tubérculo y aglomeracion debido al dafio
en la base del tallo. En general, las técnicas de supervivencia de los patdgenos se basan
en su capacidad para infectar cultivos, lo que les otorga una ventaja competitiva.
Actualmente, existe una gran presién para limitar el uso de agroquimicos. El Servicio
Ecuatoriano de Sanidad Agropecuaria (SESA), prohibe el uso de la mayoria de los
pesticidas utilizados para combatir las enfermedades del suelo. Por lo tanto, el manejo de

estas enfermedades debe enfocarse en el manejo integrado de la salud del suelo.
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Enfermedades de la papa causadas por hongos

Tizon tardio, Phytophthora infestans: Enfermedad de mayor impacto sobre el
cultivo de papa a nivel nacional y por tal razon el riesgo de desarrollar esta patologia es
sumamente elevado. Sin embargo, se ha determinado que las condiciones mas favorables
para el desarrollo del tizdn se encuentran a 2.800 y 3.400 msnm (Pumisacho y Sherwood,
2002).

Tizon temprano, Alternaria solani: Enfermedad propia de lugares con clima
templado, el tizon temprano afecta principalmente a cultivos de papa en estadios tiernos
o0 tempranos. Sin embargo, sus ataques son frecuentes con una distribucion general a lo
largo del cultivo y rara vez es poco severo el ataque al cultivo (Pumisacho y Sherwood,
2002).

Oidiosis, oidium o mildiu polvoso, Erysiphe chichoracearum: Enfermedad que
aparece cuando los cultivos de papa se encuentran expuestos a condiciones de alta
humedad. El ataque es mucho mas severo cuando el cultivo se encuentra con deficiencias
nutricionales, el agente causal puede desarrollarse en cualquier fase del cultivo sin

distincion alguna (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Roya, Puccinia pittieriana: Enfermedad que afecta a los cultivos de papa,
generalmente a los que se encuentran en terrenos altos o paramos en la region sierra, estos
comprenden las provincias de Carchi hasta Loja. La roya ataca al cultivo cuando se
encuentra en fase de floracion, sin embargo, las pérdidas econdmicas por afectacion de la

roya son relativamente bajos (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Septoriasis, Septoria lycopersici: Hongo patégeno con una distribucion
sumamente amplia en el Ecuador, Sin embargo, a pesar de que posee una incidencia baja
esta enfermedad no ha sido de mayor consideracion debido a los efectos epidemioldgicos

que este produce (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Lanosa o torvo, Rosellinia sp.: Enfermedad que genera un importante dafio
econdémico y de mayor preocupacion principalmente en la provincia del Carchi. Este
hongo tiene una particularidad, la ausencia de estructuras fructificantes este hongo se
desarrolla en condiciones de alta humedad y contenido de materia organica (Pumisacho
y Sherwood, 2002).
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Rhizoctoniasis o0 costra negra, Rhizoctonia solani Kihn: Enfermedad
considerada los mas comunes y dafiinos de los suelos paperos en el Ecuador, posee
tolerancia a la acidez lo cual le permite sobrevivir en condiciones precarias. Ademas,
ataques moderados pueden generar pérdidas de un 20% de los suelos (Pumisacho y
Sherwood, 2002).

Pudricion seca, Fusarium solani var. coeruleum, Fusarium sulphureum:
Pudricion seca es una enfermedad que se da en los tubérculos en el periodo de dormancia.
Son hongos que se los encuentran en heridas causadas por la manipulacion en la cosecha,

transporte, clasificacion y siembra (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Marchitez, Fusarium spp.: Enfermedad no frecuente en la Sierra ecuatoriana las
temperaturas moderadas y las precipitaciones abundantes no favorecen su desarrollo
(Pumisacho y Sherwood, 2002).

Marchitez por verticillium, Verticillium dahlia, V. Albo-atrum: Enfermedad
gque mas dafio causa a nivel mundial, sin embargo en el Ecuador se ha encontrado en
varios cultivos. Su incidencia en la Sierra presenta una fase saprofita muy activa, produce
estructuras de latencia (micro-esclerocios) muy persistentes que sobreviven mas de cinco

afios (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Rofa o sarna polvorienta, Spongospora subterranea: Enfermedad con amplia
distribucidn en la sierra, en los Gltimos afios ha aparecido con méas frecuencia en las zonas
su aparicion ha sido en la zona Centro y Sur donde se practica el monocultivos y se

siembra de manera intensiva (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Pudricion acuosa, Pythium spp.: Enfermedad que se presenta en los tubérculos,
en el Ecuador esta enfermedad es muy poco reconocida. El hongo infecta al tubérculo por
dafios mecénicos producidos durante la cosecha. Se desconoce que este patégeno posea
resistencia genética ni productos para su control (Pumisacho y Sherwood, 2002).

2.5.1.3 Bacterias

Son causantes de todo tipo de pudriciones himedas en el cultivo de papa. Las
enfermedades bacterianas identificadas son pocas, sin embargo, son capaces de sobrevivir
en los tubérculos y materia vegetal infectada. Estas enfermedades se hacen presentes
cuando las condiciones de almacenamiento de los tubérculos cosechados no cuentan con

una ventilacion adecuada (Pumisacho y Sherwood, 2002).
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Enfermedades de la papa causadas por bacterias:

Pierna negra o pie negro, Erwinia spp.: Posee una amplia distribucién en las
zonas paperas del Ecuador, esta bacteria es un habitante comdn del suelo. Sin embargo,
puede infectar a las semillas y rumas de papa en almacenamiento. La bacteria puede
sobrevivir en los tubérculos y materia infectada y su control es sumamente complicado
(Pumisacho y Sherwood, 2002).

Sarna comun, Streptomyces scabies, Streptomyces spp.: El agente causal se
encuentra en el suelo y su afectacion es directamente a la calidad de los tubérculos. La
bacteria posee mejor adaptabilidad a condiciones de pH de 6.5 a 8.0 en la sierra
Ecuatoriana (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Marchitez bacteriana, Pseudomonas (Ralstonia) solanacearum.: Ecuador pais
donde no se ha reportado esta enfermedad a pesar de haber detectado sintomas en
tubérculos importados de Colombia. Esta bacteria puede permanecer en el suelo de dos a
tres afios y se transmite por el contacto entre raices, y se moviliza por efecto del agua
(Pumisacho y Sherwood, 2002).

2.5.1.4 Virus

Estas son particulas minusculas que requieren microscopia electrénica para su
deteccion. En papa, las enfermedades virales reducen el rendimiento y son un serio
obstaculo para el comercio de semillas y germoplasma. Se dice que existen 24 virus y un
viroide que parasitan los cultivos de papa, sin embargo, no todos estan en el pais. En
cuanto a los vectores se han identificado a los siguientes (insectos, nematodos, hongos,
plantas y humanos con sus herramientas agricolas), Los sintomas mas comunes causados
por enfermedades virales son el mosaico, pero también manchas, marchitez de las hojas,

arrugas, atrofia y necrosis (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Enfermedades de la papa causadas por virus:

Amarillamiento de las venas de la papa (PYVV), Crinivirus: El virus aparecid
en el pais en 1998, su ingreso fue hace muchos afios con la importacion de variedades
extranjeras. La mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum) ha sido identificada como el
principal vector. No hay evidencia de transmision mecanica y los sintomas no siempre

estan presentes en las plantas afectadas (Pumisacho y Sherwood, 2002).
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Virus del enrollamiento de las hojas (PLRV), Potato Leaf Roll Virus: El
luteovirus es la enfermedad viral mas importante en el cultivo de la papa, se esta
propagando a todas las regiones productoras de papa del mundo y puede reducir
seriamente la eficiencia de la produccion. En Ecuador, su presencia es poco frecuente y
la extensién del dafio varia segun el lugar donde se cultive (Pumisacho y Sherwood,
2002).

Virus leves o latentes (PVX, PVYS), Potato virus X y S: EI PVX es un virus que
en el Ecuador las infecciones son muy comunes en cualquier condicion de cultivo.
Durante muchos afios se consideraron inofensivos debido al caracter latente de sus
sintomas. Sin embargo, pueden causar pérdidas en la produccion de alrededor del 10%
(Pumisacho y Sherwood, 2002).

Mosaico severo (PVY), Potato virus Y: Considerado el segundo virus de mayor
importancia en el pais. Se ha descubierto que este puede ocasionar reducciones de hasta
un 60% en el rendimiento cuando se utilizan semillas muy infectadas. Su recurrencia en
Ecuador es similar a la del PLRV y puede causar diferentes sintomas dependiendo de la

cepa del virus, la cepa y las condiciones ambientales (Pumisacho y Sherwood, 2002).

2.5.1.5 Plagas

Las plagas causan pérdidas significativas en el rendimiento y la calidad de las
papas. Estas plagas dafian hojas, tallos o tubérculos; alteran el crecimiento de las plantas;
causan pudriciones o malformacion y afectan la apariencia comercial y calidad culinaria
de los tubérculos. Las plagas tienen el potencial de causar grandes pérdidas a la industria
de la papa, afectar los medios de subsistencia de los agricultores, especialmente de los
pequerios, e incluso afectar negativamente al medioambiente debido al incremento del

uso de plaguicidas y al movimiento de cultivos a zonas altoandinas (CIP, 2020).

Enfermedades de la papa causadas por plagas:

Gusano blanco, Premnotrypes vorax: En Ecuador se le llama gusano blanco o
arrocillo. La presencia de larvas de pulgén aumenta los costos de produccion debido al
uso excesivo de pesticidas. El dafio a los tubérculos es visible durante la cosecha. En las
provincias de Cafiar, Carchi, Chimborazo y Cotopaxi, el valor comercial de los tubérculos
afectados disminuye entre un 20% y un 50% (Pumisacho y Sherwood, 2002).

29



Polilla de la papa, Tecia solanivora (Povolny): Lepidopteros que se alimentan
de los tubérculos de la papa, es un insecto endémico que se propaga rapidamente debido
al comercio de papa entre paises. En 1996 se confirmo la presencia de una polilla de la
papa en la provincia de Carchi en Ecuador. En el mismo afio, SESA anuncié una amenaza

fitosanitaria en sus operaciones fitosanitarias (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Pulgdn, Myzus persicae y Macrosiphun euphorbiae: El pulgdn posee cuerpo
blando en forma de pera, y las poblaciones de afidos a menudo consisten en individuos
sin alas, agrupados alrededor de una hembra. A veces aparecen con alas cuando invaden
otros cultivos. Sin embargo, podrian ser un vector de virus (Pumisacho y Sherwood,
2002).

Pulguilla, Epitrix spp. La pulguilla, es una especie de escarabajo de la familia
Crysomelidae de color negro que salta con mucha facilidad. Se encuentra en la mayoria
de las regiones productoras de papa, se alimentan de las raices y regiones externas de los
tubérculos, produciendo cicatrices en las papas cosechadas. El rendimiento comienza a
disminuir cuando la infeccion se da en los primeros 60 dias de crecimiento de la planta
(Pumisacho y Sherwood, 2002).

Trips, Frankliniella tuberosi: Insecto pequefio de cuerpo delgado y ventosas.
Este insecto es amarillo cuando esta inmaduro y negro cuando estd maduro y se mueve
por toda la planta, mayormente en el envés de las hojas inferiores y flores. Donde se
alimenta, aparecen manchas plateadas y en algunos casos, manchas rojas (Pumisacho y
Sherwood, 2002).

Mosca minadora, Liriomyza huidobrensis: La mosca minadora fue reportada en
1997 como una plaga de cultivos de papa en Carchi. Durante sequias prolongadas, el
numero de insectos aumenta significativamente. Cuando son adultas, las hembras hacen
agujeros en las hojas donde ponen huevos, las orugas dejan las hojas y se entierran en el
suelo, se convierten en pupa hasta tomar la forma de una mosca y crear un nuevo ciclo

(Pumisacho y Sherwood, 2002).

2.6 Importancia del tizén tardio en el Ecuador

El tizon tardio es una de las enfermedades fangicas que se presenta en casi todos
los lugares donde la principal actividad es el cultivo de papa. En varias oportunidades el

tizon tardio ha alcanzado proporciones desastrosas, en las afectaciones a los cultivos de
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papa. La biologia de la enfermedad y sus métodos de control eran desconocidos, el tizon
tardio continuo siendo uno de los principales factores que limitan la produccion de papa.
Las plantaciones que presentan infeccion por P. infestans se destruyen por completo en
poco tiempo, por lo que se consideran el problema mas grave para la produccién mundial
(Agrios, 2004). Si la enfermedad no es controlada las perdidas pueden ser del 100% e
incluso con niveles bajos de infeccidn la cosecha puede resultar no sea apta para su
almacenamiento. En diversas localidades donde la produccion de papa en su medio de
subsistencia, el acceder al control quimico es poco factible debido al elevado costo de los
fungicidas (Pumisacho y Sherwood, 2002).

2.6.1 Organismo causal

P. infestans, es un patdégeno hemibiotrofico que bajo condiciones agricolas y
naturales su ciclo asexual permite a la poblacion crecer rapidamente en el tejido del
hospedero susceptible, los esporangios son producidos en esporangioforos y son de
facilmente diseminacion con cambios en la humedad relativa, Los esporangios germinan
a partir de los 20 a 25°C a partir del tubo germinativo o también liberan zoosporas a bajas

temperaturas de 10 a 15°C (Ramirez y Zuluaga, 2013).

2.6.2 Ciclo de vida

El hongo P. infestans es una enfermedad que afecta a las hojas y tallos jovenes de
la planta. Es una de las enfermedades mas agresivas en atague severo y en condiciones
adecuadas puede cubrir todo el cultivo en menos de una semana como se muestra en la
Figura 4. Ataca en condiciones de temperaturas frescas (17 a 21°C) y de alta humedad
relativa alrededor del 10% (Hernandez, 2007). Su peligrosidad esta siempre latente, ya
que es una de las enfermedades mas destructivas que existen, por la rapidez al diseminarse

por el aire, su capacidad reproductiva y la gran afectacion que caracteriza a este hongo.
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Figura 4. Ciclo de la enfermedad (epidemia policiclica) (Agrios, 2005)

2.6.3 Sintomatologia

En las hojas las lesiones son de color marrdn claro a marron oscuro, de apariencia
humeda, de forma irregular, a veces se encuentran rodeadas por un halo amarillo que no
se limita por las nervaduras de las hojas. Estos sintomas aparecen inicialmente en los
bordes y puntas de las hojas. En condiciones de alta humedad, en el envés de las hojas se
forman vellosidades de color blanquecino que son las estructuras fungicas del patégeno
(esporas y esporangios). Las lesiones crecen rapidamente, son de color marrén oscuro,
aparecen manchas necraticas lo cual genera la muerte del tejido. En el campo, las plantas
severamente infectadas exudan un olor caracteristico debido al tejido de la hoja que se

descompone rapidamente como lo describe la Figura 5, A (Pérez y Forbes, 2008).

En cuanto a tallos y peciolos se presentan lesiones necroéticas, alargadas, de 5-10
cm de largo, de color marrén a negro, generalmente ubicadas en el tercio medio o superior
de la planta. Cuando la enfermedad alcanza todo el didmetro del tronco, es susceptible a
ser derribado por personas, implementos agricolas o vientos fuertes. En condiciones de
alta humedad, la esporulacion se da en las lesiones, pero no tanto como en las hojas como

lo muestra la Figura 5, B (Pérez y Forbes, 2008).
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Los tubérculos infectados tienen manchas irregulares ligeramente hundidas y la
corteza marron rojiza. La seccion transversal muestra una delgada extension desde la
superficie exterior hasta el nicleo en forma de aguja (Pérez, Forbes, 2008). En la Gltima
etapa, se produce una descomposicion granular de color marron oscuro a marrén. En este
caso, la caries secundaria es causada por otro hongo (Fusarium) y bacterias (Erwinia
Clostridium), provocando la pudricion del tubérculo y dificultando el diagndstico asi

como se puede apreciar en la Figura 5, C (Torres, 2011).

Figura 5. Sintomatologia de tizon tardio, A) hoja, B) tallo, C) tubérculo.
2.6.4 Epidemiologia

Los esporangios germinan mediante la formacién de un tubo germinativo el cual
penetran directamente en la cuticula de la planta. Las temperaturas inferiores a 15°C
ayudan a producir de 6 a 8 zoosporas en cada esporangio, que son expulsadas a traves de
las porosidades. Por accién del agua en la superficie de la hoja dando origen a la
formacion de quistes en la hoja causando la enfermedad del tizon tardio (Pérez, Forbes,
2008). A medida que el tubo germinativo se desarrolla en el tejido infectado este se
ramifica formando hifas intercelulares en el tejido vivo, cuando el tejido infectado muere,
el micelio continta ramificandose alrededor del tejido necrotico, aumentando el tamafio
de la lesion. Cada célula puede producir de 100.000 a 300.000 esporangios por dia, por
lo que en condiciones frescas y humedas, el indculo se produce en poco tiempo. Cuando
las plantas se infectan, las esporas desprendidas de las hojas logran atravesar grandes
distancias lo que le permite propagarse a las plantas (Acufia y Gutiérrez, 2004).
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2.7 Manejo del tizon tardio

El manejo integrado es el uso de diferentes métodos para el control de
enfermedades con el objetivo de reducir o evitar sus pérdidas. Esto permite a los
agricultores obtener mayores beneficios, evitar afectaciones a la salud humana y al medio
ambiente. Entre los principales métodos para el manejo del tizon tardio se menciona a: el

control genético, quimico, cultural y bioldgico tal como se detalla en la Figura 6.

Seleccion
de sermiils

Figura 6. Manejo integrado de Tizon tardio (Pérez, 2008).

2.7.1 Control Genético

Esto incluye el uso de la capacidad de ciertas especies de plantas para suprimir el
desarrollo de enfermedades debido a sus propiedades inherentes. La mayoria de los genes
empleados en el control genético conocidos hasta la fecha se derivan principalmente de
Solanum. demissum. Y recientemente se descubrieron dos nuevos genes de Solanum.
berthaultii (Pumisacho y Sherwood, 2002).

2.7.2 Control Quimico

Esto implica el uso de productos quimicos que pueden prevenir la infeccion o

ejercen control después de haberse presentado la infeccion del cultivo. Los productos
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utilizados para el control del tizén se clasifican en productos de contacto, sistémicos y
translaminares, muchos de estos productos se utilizan para combatir el tizon tardio en

cultivos de papa (Pérez y Forbes, 2008).

2.7.3 De contacto

Generalmente son los que acttan sobre la superficie de las plantas para evitar la
germinacion y la entrada de patogenos, reduciendo asi la etapa inicial de las
enfermedades. Estos se llaman fungicidas preventivos, residuales o de contacto. Uno de
los mas importantes es el cobre y el ditiocarbamatos que solo se encargan de proteger el
area donde se da la concentracion del fungicida, sin embargo, las hojas después de rociar

el producto no estan protegidas de patogenos (Pérez y Forbes, 2008).

Sistémicos: Estos son los productos que son absorbidos por las hojas o raices. La
transferencia se da internamente hacia arriba y a veces hacia abajo a traves del xilema y
el floema. Es capaz de proteger las hojas nuevas después de la aplicacion. Inhiben algunas
etapas especificas en el metabolismo de los patégenos. En el caso de algunos productos,
su uso continuado ha provocado la aparicion de cepas resistentes a los fungicidas (Pérez
y Forbes, 2008).

Translaminares: Son los productos que pueden atravesar las hojas pero no puede
pasar entre las hojas, por lo que las hojas generadas después de rociar el producto quimico
no estan protegidas de los patdgenos. El uso de productos quimicos translaminares para
controlar el tizon de la papa comenzo6 aproximadamente hace 140 afios. Al inicio de los
tiempos se utilizaron productos como cloruro de sodio, cal y azufre, pero no eran muy

efectivos (Pérez y Forbes, 2008).

Productos como zineb, maneb, metiran, mancozeb y propineb, complementan los
fungicidas utilizados para el control del tizén tardio. Los pesticidas sistémicos ingresaron
al mercado agricola en la década de 1970. Los productos de Metalaxil, Ofurace, Oxadyxyl
y Benaxil pertenecientes al grupo de las fenilamidas se consideran los méas efectivos
debido a su alta eficiencia para matar a los agentes patdgenos incluso después de la

infeccion de la planta (Pérez y Forbes, 2008).

2.7.4 Control Cultural

Se denomina control cultural a todas aquellas actividades que son realizadas a lo

largo del desarrollo del cultivo de papa, estas técnicas se encargan de modificar el
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microclima, condiciones para el patdgeno y asi reducir su actividad (Pérez y Forbes,
2008).

Técnicas culturales para el control de tizén tardio en el cultivo de papa:
Epoca de siembra: Se debe llevar una correcta planificacion de las épocas de
siembra, evitando realizar la siembra en fechas donde la enfermedad ha reportado mayor

incidencia.

Seleccion de campos de cultivo: Se debe tomar en cuenta las condiciones
geogréficas del terreno, Ademaés, deben contar con facilidad de drenaje y ventilacion

evitando asi acumulacion de humedad.

Eliminacion de plantas voluntarias y malezas: No se debe recaer en el
monocultivo, ya que de esta manera se evitara la dispersion del inoculo primario presente

en plantas o residuos de la siembra anterior.

Seleccidn de variedad: Se debe evitar sembrar variedades diferentes debido a que
de esta manera controlar una enfermedad es mucho mas sencillo y se lo realizara de la

manera adecuada.

Seleccion de semilla: Se debe tener la seguridad de la sanidad de las semillas
adquiridas antes de realizar la siembra, hasta la actualidad no se logrado desinfectar con

fungicidas las semillas infectadas.

Distancia entre plantas y entre surcos: Se debe mantener las distancias
adecuadas entre plantas para disminuir la humedad en el follaje, esta practica se la debe

hacer dependiendo de la finalidad del cultivo, consumo u obtencién de semillas.

Aporques: Se debe evitar el contacto de los tubérculos con residuos de plantas
infectadas, para lo cual se realizan aporque con altitud suficiente para disminuir el

contacto directo.

Nutricion de las plantas: Contar con el plan de fertilizacion adecuado para el
cultivo ya que se ha reportado que a concentraciones altas de nitrégeno contribuye al

desarrollo de la enfermedad

Corte del follaje: Es recomendable que 15 dias antes de llevar a cabo la cosecha
se debe cortar el follaje y retirarlo a un costado del cultivo, evitando asi infectar a los

tubérculos cosechados.
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Riegos: Se debe controlar el plan de riegos para evitar generar inundaciones en

los cultivos, que dan lugar a microclimas favorables para el desarrollo de la enfermedad.

Saneamiento: Realizar aplicaciones de desecantes para disminuir las fuentes

primarias del patogeno y evitar el esparcimiento de la enfermedad.

Cosecha oportuna: Cosechar de manera oportuna y evitar hacerlo en condiciones
de humedad ya que estas condiciones permiten el desarrollo y diseminacion de la

enfermedad.

2.8 Control bioldgico

Es controlar una enfermedad en los cultivos a través de la interaccion de uno o
mas microorganismos vivos. El antagonismo de varios microorganismos entre ellos P.
infestans, Serratia, Streptomyces, Pseudomonas, Bacillus, Aspergillus, Penicillium,
Myrothecium spp, Trichoderma y Fusarium, han sido descritos en varios trabajos
experimentales. Muchos informes muestran que después de rociar las hojas y tallos de las
plantas de papa con el liquido producido por los microorganismos presentes en los
preparados compiten con P. infestans por el espacio en la superficie de los érganos de la
planta, lo que dificulta la colonizacién de patogenos y la infeccion posterior (Pérez y
Forbes, 2008).

2.8.1 Trichoderma como organismo biocontrolador

Trichoderma posee la capacidad de antagonizar a otros hongos patdgenos,
empleando sus diferentes mecanismos de control. La produccidn de enzimas liticas y su
capacidad de producir metabolitos secundarios son empleados para la proteccion de las
plantas contra enfermedades fangicas (Woo, 2014). Entre algunos de los metabolitos que
son producidos por Trichoderma se mencionan péptidos no ribosémicos tales como:
peptaiboles, sider6foros, micotoxinas, policétidos, terpenos, pironas, entre otros
(Zeilinger y Bansal, 2016).

2.8.1.2 Trichoderma viride

Persoon fue la primera persona en descubrir la especie de T. viride, en el afio 1974.
Es un hongo filamentoso que se encuentra abundantemente en los suelos, plantas,
vegetacion muerta y madera, ademas, se caracteriza por pertenecer al grupo de los

anaerobios facultativos. El crecimiento de T. viride es favorable cuando el entorno posee

37



una mayor densidad de raices que pueden ser colonizadas por esta especie de

microorganismos (Bruguera, 2005).

Morfologia

T. viride a una temperatura de 20°C al cabo de 5 dias puede formar una colonia de
7.5 cm. Durante su crecimiento micelial se torna blanco amarilloso que después pasara a
tono blanco verdoso con insertos de conidios verde oliva con textura correosa (Gonzalez,
2000; Samson, 2004). Posee hifas de pared rugosa, hialinas, ramificadas, septadas que
dan origen a conidioforos ramificados sus fialides agrupadas (entre 2 y 4), da una
estructura cilindrica. En condiciones no favorables presenta clamidosporas terminales o

intercalares (Figura 7) (Samson, 2004).

Figura 7. Hifas y conidi6foros de T. viride

2.8.1.3 Trichoderma harzianum

Es un hongo filamentoso con alta capacidad antagonista, empleado en el control
bioldgico de enfermedades causadas por hongos fitopatogenos (Shafi et al., 2017). En
la agricultura es mayormente utilizado debido a sus propiedades como biofungicida,
bioestimulante y biofertilizante (Aguiar, 2014). Lo cual hace que el interés cientifico que
genera esta especie se encuentra directamente relacionado con los mecanismos de control
frente a hongos fitopatdgenos, acciones como, competencia por nutrientes y espacio, el
micoparasitismo y la antibiosis (Vargas y Gilchrist, 2015). T. harzianum es un hongo
cosmopolita que se encuentra distribuido a nivel mundial en diversos ecosistemas y
entornos naturales. Habitualmente se desarrolla en lugares con alta carga de material

vegetal organico, como restos de cosechas y suelos humicos (Chavarria y Torrez, 2010).
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Morfologia

T. harzianum, se caracteriza por tener micelio septado, generalmente esporangios
ovalados, conidioforo hialino no verticilado, fialides singulares o agrupadas, y conidios
unicelulares (Arango, 1988). A nivel macroscopico, se puede distinguir facilmente el
color blanco verdoso o amarillo verdoso de la colonia. Ademas, se observaron anillos
conceéntricos en las areas de esporas y el reverso de la colonia era de color amarillo, ambar
o amarillo verdoso (Howell, 2003). A nivel microscépico se observaron conidiéforos
erectos, hialinos, ramificados y no verticilados, se presentan en grupos o solitarios. Las
filiales tienen forma de pera, con centros abiertos y tapas delgadas y poseen un angulo
entre filiales de 90° (Samson, 2004; Sharna, 2009) (Figura 8).

Figura 8. Hifas y conidi6foros de T. harzianum

2.8.2 Mecanismos de accion.

La capacidad de Trichoderma en el biocontrol constituyen diversos mecanismos
de accién que han desarrollado sobre hongos fitopatdgenos (Lorenzo, 2001). Entre los
principales mecanismos de accion directa se encuentran, la competencia por espacio y
nutrientes, la antibiosis y el micoparasitismo (Infante, 2009; Mishra, 2015). La
efectividad biocontroladora de T. harzianum se incrementa por su capacidad reproductiva
para colonizar las plantas (Medina et al., 2019). Ademas, la produccidn de enzimas y
compuestos inhibidores, forman parte de los mecanismos de biocontrol (Summi et al.,
2015).
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2.8.2.1 Competencia.

Es el comportamiento que desarrollan dos individuos para suplir un requerimiento
comun, como puede ser el sustrato o nutrientes. La competencia se basa en la capacidad
de los organismos para superar las habilidades del otro. T. harzianum tienen gran
capacidad antagénica debido a que su desarrollo es realmente rapido. El efecto
biocontrolador es favorecido por su capacidad para adaptarse a diferentes ecologias y
condiciones adversas. Posee gran habilidad de movilizacion y aprovechamiento de los
nutrientes, principalmente carbohidratos, nitrogeno y polisacaridos. Es asi como
rapidamente es capaz de colonizar el medio, evitando la proliferacion de otros

microorganismos en el mismo habitat.

2.8.2.2 Micoparasitismo.

Es la interaccion antagonica que posee el hongo controlador y el patdgeno a tratar.
Para llevar a cabo este mecanismo intervienen enzimas extracelulares presentes en la
pared celular de los hongos colonizados (quitinasas y celulasas). La accion se desarrolla

en 4 etapas:

e Crecimiento quimiotrofico: es el crecimiento directo de un organismo hacia un
estimulo quimico. Trichoderma detecta el patdgeno y sus hifas crecen alcanzando
al patégeno como respuesta al estimulo quimico (Lorenzo, 2001).

e Reconocimiento: investigaciones previas han determinado que Trichoderma es
antagonista de fitopatdgenos (Lorenzo, 2001). Moléculas como las lectinas-
carbohidratos del hospedero, hacen que este sea susceptible a ser parasitado por
el hongo controlador.

e Adhesion y enrollamiento: las hifas de Trichoderma tienen la facilidad de
adherirse al hospedero formando estructuras con similitud a ganchos apresorios.
Este proceso se basa en procesos enzimaticos y la asociacion de un azucar de la
pared de Trichoderma con una lecitina de la pared del fitopatégeno.

e Actividad litica: se lleva a cabo con la degradacion de la pared celular del
patogeno, facilitando la penetracion de las hifas de Trichoderma Las enzimas
liticas que intervienen en este proceso son quitinasas, glucanasas y proteasas
(Enrique, 2001). En la etapa final el hongo produce enzimas liticas extracelulares
que degeneran la pared celular del patégeno colaborando a la penetracion de
las hifas (Infante et al., 2009).
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2.8.2.3 La antibiosis.

Accioén de los antibioticos 0 metabolitos producidos por los microorganismos
sobre un patdgeno sensible a estos compuestos (Gupta et al., 2014). Muchas cepas
de Trichoderma producen metabolitos secundarios volatiles y no volatiles. Algunos de
los cuales inhiben el desarrollo de otros microorganismos con los que no hacen contacto

fisico. Tales sustancias inhibidoras son consideradas "antibioticos” (Sinuco et al., 2017).

2.9 Biorreactores

Los biorreactores a escala semi-industrial, se han reportado en sus inicios como
bioceldas de poliestireno de 25 x 34cm (Michel et al., 2008), Ademas, de bandejas
plasticas rectangulares de 30 x 15cm (Fernandez y Larrea, 1997). Sin embargo, Agamez
(2008) modifico estas, adaptando un orificio de 2 cm de didmetro en un extremo. Se
coloco un tubo de PVC de 5 cm de largo, en este introdujo algoddn y gasa para ser
humedecido con alcohol al 95%. Esto permite el intercambio gaseoso desde el interior
del reactor hacia el exterior, evitando el ingreso de agentes contaminantes. A partir de
estos se ha llevado a disefiar biorreactores mucho més estructurados, mejorar el
rendimiento y pureza del producto final. Con el paso de los afios se ha descrito

biorreactores de 14 litros con turbinas industriales (Flores y Hassan, 2003).

2.9.1 Medio de cultivo y requerimientos de operacion

Fuente de carbono: Trichoderma puede degradar polimeros complejos de
carbono como el almidon, la pectina y la celulosa. Estos procesos se dan debido al
complejo de enzimas hidroliticas que estos hongos poseen (Moore y Landecker, 1996).
Sin embargo, si se emplean sustratos que sean duros como el aserrin, su crecimiento se
ve dificultado. Otra alternativa para el crecimiento de Trichoderma es la utilizacion de

sustratos degradables como la lactosa o la celulosa (Esterbauer y Steiner, 1991).

Fuente de nitrégeno: Son capaces de asimilar una serie de compuestos
nitrogenados, entre ellos: aminoacidos, urea, nitritos, amoniaco y sulfato de amonio
(Moore, 1996). Sin embargo, el crecimiento de estos hongos se puede ver limitado cuando
el medio de cultivo o sustrato posee una excesiva carga de nitrégeno (Flores y Hassan,
2003).

Relacién carbono-nitrégeno: Las fuentes de carbono en el medio liquido deben

ser en relaciéon 10:1 (Bridge, 2005). Deben ser abundantes en carbono y limitadas en
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nitrégeno, que inhibe el crecimiento del micelio y activa la esporulacion. Ademas de
conocer que las concentraciones adecuadas para hongos segun Ertola et al. (1.987) son
CHu1.79 Oo.5 No.2, (El6segui, 2006).

Microelementos: Los minerales y sales no son esenciales para el crecimiento de
hongos (Papavizas, 1985) pueden pasar de ser inductores de crecimiento a ser sustancias
toxicas (Somashekar et al., 1983). Ademas, existen vitaminas como: piridoxina, tiamina
(B6), piridoxina (B6), niacina (B3), acido pantoténico (B5), riboflavina (B2),
cianocobalamina (B12) y &cido aminobenzoico (Moore, 1996), que ayudan a suplementar

el medio de cultivo en caso de existir una deficiencia nutricional.

Humedad (%0): Trichoderma presenta bajo nivel de tolerancia osmética (Kredics
et al., 2003). El exceso de humedad limita la disponibilidad de oxigeno, lo cual impide el
desarrollo del hongo. Por otro lado, la humedad no permite la movilidad de nutrientes en
solucion. Trichoderma puede crecer en un rango de humedad del medio del 30 al 75 %.
Sin embargo, algunos autores recomiendan una humedad del 70-80 % (Agamez et al.,
2008).

Temperatura (°C): Trichoderma puede desarrollarse en un intervalo de
temperatura desde los 10 hasta los 40 °C, fuera de este rango puede ocurrir
desnaturalizacion de proteinas, inhibicion de enzimas, supresion o promocion de
metabolitos, pérdida de viabilidad y muerte celular. Por otro lado, la temperatura 6ptima
de crecimiento depende de la especie, por lo general se ubica en un rango mas estrecho
de 15-30 °C. La temperatura 6ptima de produccion de celulasas estd entre 25-28 °C
(Esterbauer y Steiner, 1991).

pH: Es un parametro critico en la viabilidad del hongo (Flores y Hassan, 2003).
La mayoria de las especies del género pueden crecer en un amplio rango de pH de 2.0-
6.0, con un éptimo de 4; aunque algunos autores sugieren un rango de 4.6 a 6.8 para el
crecimiento de la biomasa. Para produccion de enzimas los optimos son pH=5.0 para f3-
glucosidasa y celobiohidrolasa; pH=3.0 para -xilosidasa; y pH=6.0-7.0 para proteasas.
El pH se puede ajustar con acido acético 10 % o con hidroxido de sodio (NaOH) durante
la hidratacion del sustrato para fermentacién solida o en la preparacion del medio liquido

para fermentacion sumergida.

Aire: La aireacion ocasional permite un buen crecimiento y esporulacion del

hongo ya que concentraciones de didxido de carbono en el aire superiores al 10-15 %,
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producto de la respiracion celular, inhiben el crecimiento (Landecker, 1996). Para
fermentacion liquida se recomiendan impulsores grandes, que permiten una mejor

transferencia de oxigeno (Flores y Hassan, 2003).

2.10 Aplicaciones

Se emplea en procesos en los cuales se desea que los microorganismos ayuden a
realizar transformaciones de la materia organica (Ward, 1989). Los microorganismos
utilizados para este proceso son quimiorganotrofos (bacterias, bacterias filamentosas,
hongos levaduriformes y filamentosos). Los hongos filamentosos son mayormente
utilizados en fermentaciones debido a su forma de crecimiento, la baja actividad de agua
y la alta presion osmotica de sus células. Estos proporcionan grandes ventajas frente a
otros microorganismos durante la colonizacion de sustratos, especialmente sustratos
solidos (Ward, 1989). La fermentacion se la realiza para lograr el desarrollo maximo del
metabolismo de un microorganismo, para ello se adecua el medio en el cual se va a

desarrollar el proceso de fermentacion (Chavez, 2008).

2.10.1 Fermentacion sumergida (liquida)

Para llevar a cabo la correcta operacion de un biorreactor de fermentacion
sumergida aerobio a diferentes escalas, se menciona las siguientes configuraciones:
tanques agitados, columna de burbuja, y air-lift (de Jesus, 2017). Estos tipos de reactores
sumergidos son los mas estudiados y dentro de la produccién industrial tienen una amplia
aplicacion en la produccién de enzimas (Ashok, 2017). La elaboracion de enzimas son
productos de las reacciones microbianas. La fermentacion liquida supera con mas del
75%, comparado con el nivel de produccion en fermentacion sélida (Subramaniyam y
Vimala, 2012).

Trichoderma es un hongo anaerobio facultativo, ya que para su crecimiento
requiere de una baja concentracion de oxigeno dentro del biorreactor donde sera
propagado. (Ramos, 2008; Ahamed y Vermette 2008) trabajaron con un cultivo mixto
de Trichoderma reesei y Aspergillus niger en un biorreactor tipo tanque agitado en un
medio que contenia celulosa y extracto de levadura fuente principal de alimento. Esta
configuracién ha dado como resultado un incremento positivo en las actividades
enzimaticas y una degradacion de celulosa del 89.4%, a comparacion del consumo en

cultivos de cepas puras por separado (Hernandez et al., 2019).
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El biorreactor de tipo tanque agitado es uno de los mas empleados a nivel de
industria para la produccion de biomasa y obtencion de enzimas (Bach et al., 2017). Sin
embargo, esta configuracion del biorreactor ha presentado una serie de dificultades como
estrés hidrodindmico y ruptura de las estructuras fungicas. Esta Gltima se da por la accion
de la agitacion mecanica lo cual genera pérdida del rendimiento. Una de las alternativas
para evitar la pérdida del rendimiento es la implementacion del biorreactor air-lift, que
consta de un sistema de agitacion por accion de un flujo en el interior del biorreactor. Esto
genera dos zonas (ascendente y descendente), que permite el mezclado y el proceso de
transferencia de masa (Ahamed y Vermette, 2010; Callow, 2016) (Figura 9).

Entrada de
aire

U

Salida de
Salida de gases
muestra :
Recepcion
de muestra
Medio de
cultivo
Aireacion

Figura 9. Disefio de biorreactor air-lift
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CAPITULO Il
METODOLOGIA
3.1. Descripcion del area de estudio

La presente investigacion se llevd a cabo en tres etapas experimentales: i)

muestreo, ii) fase de laboratorio y iii) fase en campo:

La fase de muestreo se la realiz6 en la comunidad de Monteverde perteneciente a
la parroquia urbana San José a 11 km de ciudad de San Gabriel. El cultivo de papa del
cual se recolectaron las muestras corresponde a un cultivo privado. (188998,653 m E -
61541,568 m N) (Figura 10).
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Figura 10. Lugar de muestreo del tejido vegetal con sintomatologia de Tizon tardio.

La segunda fase se desarrollé en los laboratorios de Biotecnologia Aplicada y
Biotecnologia Vegetal en el campus San Vicente de Paul de la Universidad Técnica del
Norte (UTN) (821244,96 m E 38373,31 m N) (Figura 11).
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UBICACION LABORATORIOS DE BIOTECNOLOGIA
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Figura 11. Campus Antiguo Hospital San Vicente de Padl

La fase de campo se llevé a cabo en la provincia de Imbabura, canton San Miguel

de lIbarra, parroquia San Francisco, en una propiedad privada donde se construy6 un
invernadero para el cultivo de papa (819380,58 m E 36289,07 m N) (Figura 12).
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Figura 121. Ubicacion del invernadero
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3.2. Aislamiento: Phytophthora infestans

Recoleccion de muestras: se recolectaron hojas de papa (Solanum tuberosum
var. Superchola) con sintomatologia de tizon tardio. Las hojas fueron separadas con un
bisturi estéril y transportado en fundas de papel a una temperatura de 4 ° C para disminuir

dafios mecanicos y deshidratacion (INTA, 2017).

Identificacibn morfoldgica del hongo P. infestans: Se realiz6 mediante la
técnica de tincidn por impronta con azul de lactofenol (Arrieta, 2005). Las muestras se

observaron en un microscopio de marca SEMCA con aumentos de 40 y 60x

Siembra en placas Petri: Las hojas recolectadas se sumergieron en una solucion
de etanol al 70% v/v durante 60 segundos y se enjuagaron con agua destilada estéril
(Mirna et al., 2013). Posteriormente se cortaron segmentos de 1cm?y se colocaron en
placas Petri con agar centeno (17g/L de harina de centeno, 15¢/L de sacarosa, 15¢/L de
agar-agar). Las placas se incubaron durante 14 dias a 20 °C (Fernandez et al., 2005). Se
realizaron 3 resiembras en medio de agar centeno manteniendo las mismas condiciones
de temperatura y oscuridad absoluta hasta obtener un cultivo puro (Ferndndez et al.,
2005).

3.3 Obtencioén de Trichoderma viride, Trichoderma harzianum.

T. viride, fue aislado e identificado en una investigacion previa, en la reserva
“Sabia Esperanza”, ubicada en la parroquia San Francisco de Sigsipamba, provincia de
Imbabura. Para hacer uso de este microorganismo de se contd con la autorizacion de
investigacion cientifica No. 023-2019-IC-FAU-FLO-DPAI/MAE emitida por el
Ministerio del Ambiente (Carlosama., 2020).

T. harzianum, fue aislado a partir de un producto comercial el cual en su
composicion contiene esporas de Trichoderma harzianum mismo que fue aislado y
resembrado en placas Petri con medio de cultivo PDA y encubado durante 7 dias a una

temperatura de 25°C hasta obtener la cepa viable y totalmente pura (Smith et al., 1999).

3.3. Elaboracion de camara humeda, seleccion de plantas

En la ciudad de San Gabriel en una propiedad privada se identifico el cultivo de
papa var. Superchola de aproximadamente un mes y medio de edad. Del cultivo se

seleccionaron plantas sanas, las cuales no presentaron sintomas visuales de ningun tipo
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de patologia. Las plantas seleccionadas fueron cuidadosamente extraidas y trasplantadas
en macetas para evitar que sufran algun tipo de dafio mecéanico. Estas fueron transportadas
y colocadas en un lugar donde permanecieron bajo sombra y riego cada 72 horas por 15

dias hasta que recuperen su vigorosidad (Acufia y Tejeda, 2015).

3.3.2. Inoculacion y evaluacién de la patologia

Se elabor6 una cdmara himeda de 100 x 55 x 50 cm, con cubierta plastica, donde
se colocaron las plantas de papa sanas. A continuacién, se preparé 20 ml de medio de
cultivo Tryptic Soy Broth (TSB) en dos tubos de ensayo (10 ml en cada uno), de acuerdo
a las indicaciones del fabricante, en los cuales se sembrd 1 cm? del hongo. Se agitd en el
vortex durante 30 segundos a 1000 rpm para provocar el desprendimiento de esporas para
ser incubadas por 48 horas a 20 °C. Pasado ese tiempo el in6culo fue colocado con un
pincel en el haz y envés de las hojas de una rama de la planta, esta fue aislada con una
funda plastica durante 24 horas. De esta forma, se logro recrear las condiciones favorables
de humedad relativa >80% y temperatura de 20 °C para la rapida accion y desarrollo del
hongo fitopatégeno (Yago et al., 2011).

Posteriormente, se liberd la rama infectada para que la propagacién avance a toda
la planta, a partir de esto se mantuvo en observacion cada 24 horas para tomar registro
del desarrollo de la sintomatologia de tizon tardio: coloracion de las hojas, apariencia de
los tallos y aparicion de micelio blanquecino en el enveés de las hojas. Al observar
crecimiento de micelio en las hojas, se realizd siembras en placa Petri con medio de
cultivo agar centeno con la finalidad de verificar que el hongo que estd infectando la

planta corresponde al hongo inoculado (Koch, 1890).

3.4. Fermentacion liquida
3.4.1 Condiciones de crecimiento

Se realizé una camara de triplex de dimensiones 80 x 50 x 50 cm, con una division
en la parte interior los cuales evitaron la contaminacion cruzada. La cdmara cont6 con un
termometro digital, que ayudo al monitoreo de temperatura ambiente de 20 °C y humedad

relativa del 100% dentro de la camara.

Se elaboraron 4 biorreactores para cada especie de Trichoderma. Los cuales
fueron adaptados para los volumenes de 100, 500 y 1000 ml para lo cual se empleo frascos
de vidrio. Los reactores de 100ml contenian 90 ml de medio de cultivo a base de papa a

continuacién fueron inoculados con 10 ml de inoculo. El medio de cultivo fue elaborado
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con 200g de papa cocinadas en 1000ml de agua destilada, luego fue filtrada y enriquecida
con 15g de sacarosa. Los biorreactores de 100 ml fueron inoculados con el 10% de
solucion con esporas de cada especie de Trichoderma del volumen total, con solucion de
micelio en medio TSB. Se incubaron durante 12 dias a temperatura ambiente de 20 °C y
humedad relativa del 100% (Espinal et al., 2010). La agitacion se la realizd6 mediante
aireacion con bombas de pecera (Air pump S-4000) con flujo de aire de 0.012 MPa,
(4*3.2L/min). Se realizaron mediciones diarias de pH, temperatura y humedad relativa
ademas de caracteristicas visuales como: color, volumen, precipitaciones y microscopia
para determinar el crecimiento de Trichoderma. Al termino de los 12 dias de operacion
de los biorreactores en cada escalado se peso la biomasa (g), para ello se elimin6 el medio
de cultivo por filtracion y el micelio fue secado en estufa a 60°C durante 72 horas, asi se
estimo el incremento de la biomasa en funcion del tiempo de operacién de cada uno de

los reactores.

3.4.2 Obtencion de extractos de Trichoderma harzianum y Trichoderma viride

Del cultivo en los birreactores se separd el extracto cuidadosamente para no
arrastrar esporas de Trichoderma. El liquido obtenido se centrifugé en tubos falcon estéril
a 8000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante recuperado se deposité en un frasco
estéril y filtro con filtros Millipore de 0.22 um conservando el extracto para los ensayos
de dilucion en placa (Espinal, et al 2010).

3.4.3 Actividad antifungica de Trichoderma harzianum y Trichoderma viride

Los extractos de Trichoderma se disolvieron a concentraciones de 10,5y 2.5 %
v/v, a partir de ellas, se tomaron 100 ul de solucion para la experimentacion. En las placas
Petri con medio de cultivo Agar centeno se realizé un posillo de 6mm de diametro donde
se deposito los extractos. Posteriormente, al lado opuesto de donde se coloco el extracto
fue inoculado el micelio de P. infestans tomado de un cultivo con 14 dias de incubacion.
Las placas Petri se incubaron a 20°C y se realizaron observaciones cada 24 horas durante
10 dias para medir el crecimiento micelar del patégeno. El crecimiento se midié en mm

hasta el décimo dia (Hwa Supchin et al., 2001).
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3.5. Bioensayos efectividad fungicida de los extractos
3.5.1 Siembra de plantas de papa

Se construy6 un invernadero de 2.40 x 5.00 x 1.20 m donde se cultivaron las
plantas de papa (Solanum tuberosum) var. Superchola. Estas fueron sembradas en
macetas elaboradas a partir de botellones de tesalia en donde se colocé 2.5kg del sustrato
compuesto por 60% de tierra agricola, 25% tierra negra y 15% de pomina. Posteriormente
el sustrato fue sometido a un proceso de solarizacion, el cual consistio en colocar el
sustrato humedecido durante 10 dias en plastico negro expuesto directamente a la
radiacion solar que incrementa la temperatura generando vapor el cual desinfecto el

sustrato preparado.

Posteriormente, se depositaron dos semillas de papa en cada una de las macetas
antes preparadas, estas fueron colocadas en cada uno de los espacios asignados dentro del
invernadero. EI monitoreo se realiz6 cada 5 dias para observar el crecimiento hasta que

se encuentre a una altura de 30 cm y llevar a cabo la experimentacion.

3.5.2 Analisis de la efectividad fungicida

Para el analisis de la efectividad fungicida, de los extractos producidos por T.
viride y T. harzianum, se prepar6 soluciones al 10, 5y 2.5 % v/v. Para ello se dejo
desarrollar las plantas hasta los 60 dias de edad con un crecimiento aproximado de 30cm.
Al tener estas caracteristicas se procedié a empapar a la planta en su totalidad con el
inoculo de P. infestans en horas de la tarde para evitar la evaporacién de la solucion que
contiene el inoculo. Al cabo de 24 horas se realizo la aplicacion de los extractos obtenidos
empapando la planta con ayuda de un atomizador para determinar si existe accién
preventiva ante la infeccion de tizon tardio. Los monitoreos se realizaron cada 24 horas,
para lo cual se contabilizaron el total de hojas de cada planta, se evalud la severidad
contabilizando las hojas que presentaron la sintomatologia de tizon tardio. A demaés se
realizé una segmentacion de la planta en tres partes (tercio 1 = zona alta, tercio 2 = zona
media, tercio 3 = zona baja) para conocer la zona en la que la enfermedad se desarrolla
con mayor severidad. La distribucion de los tratamientos dentro del invernadero se lo
realizo al azar dando cumplimiento a los principios de aleatoriedad tal como se detalla en
la tabla 2.
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Tabla 2. Distribucion de los tratamientos

R1 R> R3 R4 Término  Tratamiento

T T8 T3 T5 T1 (10% T. harzianum)
™ T7 T4 T6 T2 (5% T. harzianum)
T T1 T1 T4 T3 (2.5% T. harzianum)
T4 T4 17 T8 T4 (10% T. viride)

TS5 ™ T T3 T5 (5% T. viride)

6 5 T8 T7 T6 (2.5 % T. viride)

T8 T3 T6 T T7 Control

T7 T6 T T1 T8 Metalaxil

Nota: R= corresponde a las repeticiones para cada uno de los tratamientos.

3.6 Analisis estadistico
3.6.1 Pruebas de actividad inhibitoria.

Se empleo un disefio por bloques completamente al azar para 8 tratamientos T.
harzianum a concentraciones de 10, 5y 2.5 % y T. viride a iguales concentraciones,
ademéas de un control quimico y un testigo absoluto con 5 repeticiones. Los datos
obtenidos para cada uno de los tratamientos durante los 5 dias de recoleccion de datos
fueron analizados mediante el célculo de la varianza (ANOVA) que permitira detectar
diferencias entre tratamientos. Para las comparaciones maltiples de medias se utilizé la
prueba de Tukey (P<0.05). Los datos se procesaron con el programa estadistico InfoStat
version 20201, Actualizacion 30/04/2020.

Variables de respuesta

Para el crecimiento micelar, se midio el diametro del crecimiento de P. infestans,
sobre el medio de cultivo, las mediciones se tomaron cada 24 horas, durante 10 dias, para

ello se empled un escalimetro digital, las medidas se registraron en milimetros (mm).

3.6.2 Bioensayos para determinar la efectividad de los extractos.

Se emple6 un disefio por bloques completamente al azar con 8 tratamientos y 4

repeticiones. Los datos obtenidos para cada uno de los tratamientos durante los 10 dias
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de experimentacion fueron analizados mediante el calculo de la de varianza (ANOVA)
que permitira detectar diferencias entre tratamientos, para las comparaciones multiples de
medias se utilizara la prueba de Tukey (P<0.05), los datos se procesaron con el programa
estadistico InfoStat version 20201, Actualizacion 30/04/2020.

Variables de respuesta

Para evaluar la severidad de la infeccion producida por P. infestans vs los
extractos obtenidos de las dos especies de Trichoderma, se observo si los extractos
producen inhibicion del crecimiento y/o repulsion a la expresion del fitopatgeno, El
levantamiento de datos de realiz6 cada 24 horas, durante 10 dias y se contabilizo el

numero de hojas que presentaron la sintomatologia de tizén tardio.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Aislamiento y purificacion de Phytophthora infestans.

Las colonias aisladas presentaron micelio blanco de consistencia esponjosa
abundante y con una tonalidad ligeramente beige por la presencia de esporangios. Estas
caracteristicas coinciden con las caracteristicas descritas para el hongo fitopatogeno P.
infestan (Lopez y Tomas, 1999). La figura 13, muestra la sintomatologia del tizon tardio
en papa y la Figura 14 muestra la colonia aislada a partir de las hojas que presentaron la

enfermedad.

Figura 132. Aislamiento del hongo P. infestans en hojas de planta de papa (Solanum
tuberosum) con sintomatologia de Tizon tardio.

Figura 14. Colonia pura de P. infestans, concluido el proceso de resiembras en medio de
cultivo agar centeno.
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Por otro lado, la figura 15 muestra la morfologia observada al microscopio de las
cepas aisladas comparadas con la morfologia de P. infestans encontrada en la literatura.
En ambas fotografias se evidencia la presencia de esporangios (en su mayoria elipsoides

u ovoides) de 60.5 um de longitud y 31.7 um de ancho.

Figura 15. Caracteristicas morfoldgicas del aislado de P. infestans, los esporangios de
los aislamientos fueron en su mayoria ovoides y semipapilados (A) Colonia aislada (B)
Morfologia referencial. Fuente: Agrios, GN (1988).

Los resultados de la caracterizacion morfoldgica sugieren que la metodologia utilizada

fue apropiada para el aislamiento del patgeno.

Ademas, con la realizacion de una cdmara humeda se verificd que el agente fitopatdgeno
aislado corresponde a P. infestans ya que al ser inoculado en plantas sanas y en
condiciones controladas de humedad y temperatura se logré evidenciar que las plantas de

papa desarrollaron la sintomatologia correspondiente a la enfermedad de tizon tardio.

4.2 Crecimiento de T. harzianumy T. viride en biorreactores

No se observaron diferencias significativas en el crecimiento de los hongos T.
harzianum y T.viride. A los 36 dias se obtuvo un promedio de 36.79 g, de biomasa en
peso seco para T. harzianum y 35.26 g, para T viride. Como se lo detalla en la Figura 16.
Estos resultados sugieren que el caldo de papa aporta un 37,21% de carbohidratos,
Ademas, de ser enriquecido con sacarosa que contiene 42.10% de carbono que
contribuyen a la adecuada relacion de C:N lo cual se posiciona como una alternativa
viable para la produccion de Trichoderma ya que se satisface los requerimientos

nutricionales como es la relacion C:N entre mas cercana a 10:1 independientemente de la

54



cantidad de los sustratos y la condicion del medio de cultivo, para inducir la germinacién
y la produccion de conidios para que Trichoderma pueda desarrollarse y cumplir su
finalidad ya sea para ser empleados como biocontroladores (Gao et al., 2.007), por la
produccién de metabolitos secundarios los cuales contiene compuestos que cumplen el
rol de controlar el crecimiento de los fitopatdgenos causantes de enfermedades en los

cultivos de papa (Aguilar et al., 2014), o la produccion de biomasa.

La fermentacidn sumergida por sus condiciones de operacion facilita la obtencion
del extracto producido por Trichoderma, debido a que al momento de realizar los
procesos de separacion es mucho mas sencillo filtrar la biomasa y obtener un extracto con
una baja cantidad de esporas las cuales mediante centrifugacion se las separa del extracto.
Ademaés, permite que la biomasa obtenida sea empleada en como fertilizante o como
inoculo en procesos de degradacion de materia organica. Debido a que Trichoderma toma
nutrientes de los hongos que parasita y de materiales organicos ayudando a su
descomposicion y favoreciendo a su proliferacion (Ramos et al., 2008). A diferencia de
emplear medios sélidos, que para la obtencion de productos son necesarios procesos
especificos y equipos sofisticados. Estos deben tener la capacidad para realizar técnicas

de ruptura celular que permita la liberacion de compuestos intracelulares.

© ——R1 —O—R2 —A—R3 —%—R4 © ——R1 —O—R2 —A—R3 —%—R4
45 45
40 40
= 35 = 35
E 30 E 30
@ 25 @ 25
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12 24 36 12 24 36

A Tiempo (dias) B Tiempo (dias)

Figura 16. Incremento de biomasa cada 12 dias durante los 36 dias de operacion (A) T.
harzianum: R1=reactor 1, R2=reactor 2, R3=reactor 3, R4=reactor 4, B) T. viride:
R1=reactor 1, R2=reactor 2, R3=reactor 3, R4=reactor 4.

4.3 Analisis de la actividad inhibitoria de los extractos producidos por T.
harzianumy T. viride

Los extractos evaluados de T. harzianum y T. viride al igual que las
concentraciones tomadas ejercieron control inhibitorio sobre el crecimiento del hongo

fitopatogeno P. infestan. Los tratamientos que presentaron la mayor inhibicion en el
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fueron T1 (10% T. harzianum) y T4 (10% T. viride). Por otra parte, el tratamiento quimico
TQ, mantuvo un comportamiento similar al de los tratamientos aplicados hasta el dia 10,
donde los extractos y el testigo positivo no presentaron diferencias significativas tal como

se muestra en la figura 17.

En el dia 10, se encontraron diferencias significativas para la interaccion hongo*
concentracion (F=71.00; gl=2, 28; p=<0.001), concentracion (F=115.57; gl= 2, 28;
p=<0.001), hongo (F=101.01; gl= 1, 28; p=0.78), tratamiento (F=394.13; gl= 7, 28;
p=<0.001) y para las comparaciones ortogonales adicionales vs factorial (F=1363.74; gl=
1, 28; p=<0.001) y metalaxil vs testigo absoluto (F=920,95; gl= 1, 28; p=<0.001)

La velocidad de crecimiento micelial de P. infestans, en medio solido agar centeno
fue en promedio de 1.16 mm/dia de crecimiento lineal. Los extractos obtenidos de las
cepas de Trichoderma disminuyeron el crecimiento de P. infestans en condiciones in
vitro. Para T1 (10% T. harzianum) la reduccion del crecimiento micelial de P. infestans
fue del 62.95% en el dia 10 y para T4 (10% T. viride) fue del 66.70%.
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4.4 Evaluacion de la efectividad de los extractos mediante ensayos in vivo.

Como muestra la Figura 18, existe una variacion del 3.5% en las medias del
porcentaje de severidad para los tratamientos T1 (10% T. harzianum) y T4 (10%) en los
dias de muestreo a partir del dia 7 al dia 10, por lo cual se muestran diferencias
significativas. Sin embargo, desde el dia 2 se observa que los tratamientos mas efectivos
frente al patdgeno fueron T1 (10% T. harzianum) y T4 (10% T. viride). Ademas, se
muestra que del dia 2 hasta el dia 8 los tratamientos T1 (10% T. harzianum) y T4 (10%)
presentan similar efectividad que el producto de sintesis quimica con una media del 0.8%
en las medias de la severidad ante la infeccion de Tizon tardio. Estos resultados
determinan que los extractos producidos por T. harzianum y T. viride son una alternativa
de control ante la infeccion de P. infestans presentando una estrategia de control amigable
con el medio ambiente y las personas encargadas de su aplicacion en los cultivos de papa.
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Figura 18. Porcentaje de severidad con la aplicacion de los tratamientos en plantas de papa, (A) Dia 2, (B) Dia 3, (C) Dia 4, (D) Dia 5, (E). Dia 6,
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En el dia 10, se encontraron diferencias significativas para las concentraciones (F=89.11;
gl=2, 21; p=< 0,0001), los tratamientos (F=31.92; gl= 7, 21; p=<0.001) y para las comparaciones
ortogonales Adicionales vs Factorial (F=37.27; gl=1, 21; p=<0.001)

Al analizar de forma general el comportamiento de cada uno de los tratamientos a lo largo
del tiempo de experimentacion, se determind que el menor porcentaje de severidad en la infeccion
del tizon tardio fue T4 (10% T. viride) alcanzando un valor 9.07% del total de la planta en el dia
10 tal como se detalla en la Figura 18. En el estudio realizado por Meyer (1998), se determin6 que
las especies de T. harzianun y T viride son controladores eficientes de hongos fitopatégenos. En
el estudio realizado por Aguilar (2014) en el control de Clerotinia sclerotiorum en cultivos de
tomate hibrido Heinz, se determind que los extractos de T. harzianumy T. viride al 50 y 100 %
dieron los mejores resultados en el control del crecimiento de Clerotinia sclerotiorum. Los
estudios determinaron que la aplicacion de ambas especies de Trichoderma como biocontrolador
reducian la accion del agente fitopatdégeno e incrementaba el crecimiento de la planta (Charoenrak

y Chamswarng., 2016).

4.5 Analisis de la severidad de la zona aérea de las plantas de papa, evaluada por tercios.

En el dia 10 de realizada la inoculacion de los tratamientos en las plantas de papa, se pudo
apreciar el efecto preventivo de los extractos producidos por las dos especies de Trichoderma sobre
la aparicion de sintomatologia correspondiente a tizon tardio. Como muestra la Figura 19, existe
una variacion del 40% en el tercio 3 (zona baja) entre los tratamientos T1 (10% T. harzianum) y
T4 (10% T. viride). Sin embargo no existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos aplicados a comparacion del tratamiento quimico que durante el dia 2 hasta el dia 8

ejerce control preventivo similar al de los tratamientos con los extractos de Trichoderma.

De la misma manera se logra apreciar como la infeccion en la parte aérea de las plantas de
papa ocurre desde la parte inferior, siendo esta seccion la parte méas afectada por P. infestans por
su cercania al suelo donde los esporangios del hongo patégeno permanecen estaticos hasta

proporcionar las condiciones adecuadas para la infeccion (INTAGRI, 2018).
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DIA | 10% v/v T. harzianum (T1) 10% v/v T. viride (T4) TRATAMIENTO QUIMICO TESTIGO ABSOLUTO

Figura 19. Control de la infeccion de P. infestans en plantas de papa en los dias 5, 7 y 9 de los tratamientos T1 (10% T. harzianum) y
T4 (10% T. viride), donde se aprecia el efecto preventivo ante la infeccion de P. infestans.
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Como muestra la Figura 20, existe una variacion entre cada uno de los tercios donde se
tiene que la infeccion mas elevada se da en el tercio 3, el cual corresponde a la zona baja de la
planta. La infeccion es mucho mas rapida debido a el hongo fitopatdgeno es un hospedero del
suelo y su epidemiologia se vera reflejada en las zonas aproximas a este. Sin embargo, del dia 2 al
dia 8 se cumple que los tratamientos mas efectivos frente al patdégeno fueron T1 (10% T.
harzianum) y T4 (10% T. viride), manteniendo sano el tercio 1 y tercio 2 correspondiente a la zona

media y alta de la planta respectivamente.
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Figura 20. Severidad evaluada en las plantas de papa por cada tercio de la parte aérea en el dia
10, (tercio 1 = zona alta (letras minusculas), tercio 2 = zona media (letras capitales), tercio 3 =
zona baja (letras capitales en cursiva).

Pérez y Forbes (2008), mencionan que en condiciones de humedad del 70 al 90 % los
esporangios que se encuentran en hojas y tallos son lavados y arrastrados hacia el suelo, donde
pueden producir zoosporas e infectar los tubérculos que se encuentran cerca de la superficie del
suelo. Al analizar de manera general el comportamiento de cada uno de los tratamientos, para cada
tercio se determind que TQ (tratamiento quimico) evito la infeccion durante los 8 primeros dias
después de su aplicacion. Sin embargo, a partir del dia 8 la enfermedad empez6 a presentar

sintomas de tizén tardio. Esto indica que la permanencia del quimico se ve reducida con el paso
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del tiempo a comparacion de los extractos T1 (10% T. harzianum) y T4 (10% T. viride), los cuales

hasta el dia 10 de experimentacion mantiene bajo porcentaje de severidad en las plantas de papa.

En base a los resultados obtenidos la aplicacién de los extractos producidos por T.
harzianum y T. viride, pueden posicionarse como un producto de innovacion, debido a que, por su
naturaleza estos no contienen compuestos quimicos que generan alta residualidad en plantas y
tubérculos después de su aplicacion, Ademas, su biomasa permite generar un valor agregado al
proceso de produccion de los extractos. La biomasa al ser constituida por microorganismos
benéficos y ser inoculado como fertilizante al suelo a largo plazo estos microorganismos pueden

contribuir a su regeneracion y devolver su fertilidad.

Los productos de sintesis quimica por su composicién controla el tizén tardio sin embargo
la aplicacién excesiva de estos productos deteriora los suelos, al ser especifico para tizén tardio
la microbiota natural de los suelos se ve afectada lo cual produce perdida de fertilidad y por ende
la disminucion de la produccion de los cultivos de papa convirtiéndolo en un cultivo no tan rentable

econémicamente.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se obtuvieron cultivos puros del hongo P. infestans a partir de hojas infectadas de papa en
medio de cultivo agar centeno y se estandarizaron las condiciones Optimas para su
crecimiento: Temperatura 20°C, Incubacion 14 dias y obscuridad total.

El medio de cultivo a base de papa enriquecido con sacarosa y forma de operacion de los
bioreactores permitieron el incremento de biomasa y la produccién del extracto con
actividad antifungica para el control de P. infestans.

Los ensayos in-vitro determinaron que la aplicacion de los extractos de T. harzianum vy
T. viride en concentracion del 10% v/v T. harzianum (T1) y 10% v/v T. viride (T4) inhiben
el crecimiento micelar de P. infestans, por lo que dichos extractos representarian una
alternativa agroecolodgica en el control del tizén tardio.

Los extractos de T. harzianum y T. viride diluidos en agua estéril y aplicados directamente
en las plantas redujeron la severidad de los sintomas de tizon tardio, obteniendo un

comportamiento similar al del producto comercial de sintesis quimica.
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5.2 Recomendaciones

e La identificacion de P. infestans, debe realizarse mediante técnicas moleculares como:
Polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLPs) (Van der Lee et al.,
1997), Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPDs) (Mahuko et al., 2000),
Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLPs) (Jaramillo, 2003), ademas de
la PCR con marcadores especificos para analisis de regiones espaciadoras transcritas o ITS
(Silva et al., 2009) y microsatélites (Knopova et al., 2002, Lees et al., 2006), para
comprobar la informacion obtenida por microbiologia convencional.

e Realizar la cuantificacion de la biomasa mediante la técnica de pesado de materia seca para
determinar la cinética de crecimiento y rendimiento de las dos especies de Trichoderma
para comprender de mejor manera el comportamiento dentro de los biorreactores.

e En base a los resultados obtenidos, se recomienda la aplicacion de los extractos producidos
por Trichoderma en parcelas, abarcando un mayor nimero de unidades experimentales y
condiciones ambientales menos controladas y apegadas las condiciones externas que
corroboren los resultados obtenidos en la investigacion.

e Realizar ensayos in-vitro para determinar la concentracion minima inhibitoria de los
extractos, para conocer la cantidad de extracto para obtener un control positivo del Tizon
Tardio.

e Realizar ensayos de compatibilidad, mediante cultivos de dualidad entre diferentes
especies de Trichoderma para determinar estrategias de tratamiento preventivo para el
control de diferentes enfermedades fungicas principalmente aquellas de mayor impacto en
los cultivos de papa.

e Realizar cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), cromatografia de capa fina (TLC)
ademas de pruebas bioquimicas que ayuden a la identificacion de los compuestos presentes
en los extractos producidos por Trichoderma en los bioreactores para determinar

los compuestos involucrados en el control de P. infestans.
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ANEXOS

Anexo 1. Solicitud para acceder al cultivo de papa a realizar el muestreo de tejido
vegetal infectado

/

SOLICITUD
San Gabriel, 02 de diciembre del 2019

Sefior.

a—(’lﬂ\’ (Tmm;

PROPIETARIO DEL CULTIVO DE PAPA

De mi consideracién:

El motivo de la presente es solicitar el permiso correspondiente para realizar la toma de
muestras de plantas que presenten sintomas de “lancha” enfermedad causada por el
hongo fitopatégeno Phytophthora infestans, Con el objetivo de llevar a cabo la ejecucién
de la tesis titulada “EVALUACION DE LA INFLUENCIA DE Trichoderma spp. EN EL
CONTROL DE Phytophthora infestans”.

Agradezco de antemano por la atencidn recibida a la presente.

Atentamente,
rn fa Beddn
C.l. 040186452-5

TELF: 0998229463
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Anexo 2. Autorizacion para tomar muestras de tejido vegetal que sea necesario

/

AUTORIZACION

San Gabriel, 02 de diciembre del 2019

Yo . J 2.4 8.ttt , con Cl. 24.26.4.3.4 S propietario del cultivo de papa, por
este medié! autorizo formalmente a Galo Fernando Garcfa Bedén, con Cl. 0401864525, a
realizar la toma muestras necesarias que permitan el aislamiento e identificacién del
hongo fitopatdgeno Phytophthora infestans, para la realizacion de la tesis titulada
“EVALUACION DE LA INFLUENCIA DE Trichoderma spp. EN EL CONTROL DE
Phytophthora infestans”.

ATENTAMENTE:

7y

CLoULQbIE 58S
TELF: 2.4.8.9.433 €00
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Anexo 3. Solicitud al Ministerio del Ambiente para la realizacion de investigacion
cientifica

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

f'.‘:‘ ! FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y
i i AMBIENTALES

: .§ ‘-‘ UNIVERSIDAD ACREDITADA RESOLUCION Nro, 001-073-CEAACES-2013-13

- Ibarra=~Ecuador

o Welde

Ibarra, 26 de septiembre del 2019

Abogado
ALVARO CADENA
DIRECTOR PROVINCIAL DEL AMBIENTE DE IMBABURA

De mi consideracion:

El motivo de la presente es solicitar el permiso de investigacion cientifica para el
proyecto titulado “EVALUACION DE LA INFLUENCIA DE Trichoderma spp.
EN EL CONTROL DE Phytophthora infestans” Con el objetivo de analizar la
capacidad antifingica del hongo Trichoderma viride encontrado en el bosque
nublado de la Reserva Sabia Esperanza, mismo que fue obtenido como resultado del
proyecto titulado “ANALISIS DE CAPACIDAD LIGNINOLITICA DE
HONGOS BASIDIOMICETOS PROCEDENTES DE LA RESERVA SABIA
ESPERANZA PARA LA DEGRADACION DE BAGAZO DE CANA”.

La investigacion seré realizada por el equipo de investigadores conformado por las

siguientes personas:
NOMBRES IDENTIFICACION FUNCION INSTITUCION
UNIVERSIDAD
Ing. GABRIEL DIRECTOR DE )
CHIMBO MSe. 172144419 PROYECTO TECNICA DEL
2 NORTE
Ing. MARIA UNIVERSIDAD
CRISTINA | 1717917189 INVESTIGADOR | TECNICA DEL
ECHEVERRIA PhD. NORTE
UNIVERSIDAD
SANELA) 1718974841 | INVESTIGADOR | TECNICA DEL
ZARATE MSC.
NORTE
UNIVERSIDAD
GALO GARCIA 0401864525 TESISTA TECNICA DEL
NORTE
Atentamente, o ) Aﬂ
Y M A
- go\
- PG,
S5 aat
O Mse. 1

DIRECTOR DE PROYECTO
UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

Mision Institucional:
Contribui 1

al d llo eds

cientifico, tecnoldgico, socioecondmico v cultural de la regién norte del pafs. Formar

Anexo 4. Permiso de investigacion cientifica por parte del ministerio del ambiente
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B
: T

n

MNIETER) AMBIENTE

Oficlo Nro, MAE-CGZ1-DPAL-2019-1431-0
Ibarra, 10 de octubre de 2019

Asunto: PERMISO DE INVESTIGACION

Sedor
Gabnel Alejandro Chimbo Yépez
En su Despacho

De mi consideracién:

Reciba un cordial saludo de quienes trabajamos en al Direccién Provincial del Ambiente
de Imbabura, a la vez le deseamos éxitos en sus labores diarias.

En respuesta a lo solicitado con fecha 26 de septiembre de 2019, auterizacién para
e S = ; : ; 7

i spp. T ytophthora i . Con el objetivo de analizar la
capacidad antifiingica del hongo Trichoderma viride, encontrado en el bosque nublado de
I Reserva Sabia Esperanza. Esta Direccitn le hace llegar el documento para que realice
¢l trabajo con el nimero No. 023-2019-1C-FAU-FLO-DPA/MAE.

Con sentimientos de distinguida consideracién.

Atentamente,

e e et A
> N, ,)'_)l & Previncial de!
s '(’ S AmUiente de Imtabura |
7__.,. e DIRECTOR Y
L lA 5 ey

Abg. Alyaro Andrés Cadena Cabezas™

COORDINADOR GENERAL ZONAL - ZONA 1 (ESMERALDAS, CARCHI,
IMBABURA Y SUCUMB{0S) 4 DIRECTOR PROVINCIAL DEL AMBIENTE DE
IMBABURA

Referencias:
- MAE-CGZ1-DPAI-2019-1942-E

Anexos:
- 1942-1027028 1001569529426 pdf
- 1942-e0960173001569529425 pdf
. untsuglcnénevalaucxbn_dc_mﬂuemii_de_uichod«ma_xpp..dw

de Imbabura e Cédigo Postal 100101 / Ibarra - Ecuador » Teléfono: (593 6) 2601862 - 2609404 - 2954906 - 2952511

Direccién: Fray Bantolomé de las Casas 640 y Av. José Tobar y Tobar
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Anexo 5. Autorizacion para realizar investigacion cientifica por parte del ministerio del
ambiente

MNISTERIO 2L AMBIENTE

AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA
No. 023-2019-IC-FAU-FLO-DPAI/MAE
FLORA X FAUNA

=l Ministerio del Ambiente, a través de la Direccion Provincial del Ambiente de Imbabura en uso de las atribuciones que le confiere el Cédigc
Organico Ambiental (COA), y las normas y leyes ambi i iza a:

S

Investigadores/ Principales
Investigadores Nacionalidad Cedula/Pasaporte Titulo Registro Funcién dentro de la Investigacion
SENECYT

Gabriel Alejandro Chimbo Ecuatoriana 1721444196 Ing. MSc. Director del Proyecto

Yépez

Maria Cristina Echeverria Ecuatori 71791718 Ing. PhD. nvestigador
_Santiago Zarate Baca Ecuatonana 71897484 Ing. MSc. nvestigador

Galo F Garcia Bedon Ec i 040186452 Estudi 9
ara que lleve a cabo fa i cientifica *Evaluacion de la Influencia de Tri spp. En el control de Phy infe " de do a las

siguientes especificaciones:

1.- Solicitud de la: Ing. Gabriel Alejandro Chimbo Yépez MSc. Docente Director de Proyecto Universidad Técnica del Norte.

2. - Auspicio de Institucién Cientifico Nacional: Universidad Técnica del Norte

3.- Auspicio de Institucién Cientifica Internacional: No aplica

4.- Institucién que financia la Investigacién: No aplica

5.-C parte del Mii io del Unidad de Patri io Natural y R de Vida Silvestre.

5.- Inicio y final de investigacién: 07 de octubre de 2019 hasta el 07 de julio de 2020.

7.- Entrega de informe final: 07 de julio de 2020

3.- Valoracién técnica del proyecto: Ing. Marcelo Pantoja

3. - Esta Autorizacion NO_HABILITA EXPORTACION O MOVILIZACION DE FLORA / FAUNA O MICROORGANISMOS, sin el correspondiente permisc

“ompetencia de cada una de las direcciones provinciales del MAE, ¥ que debera gestionarse en cada dependencia.

0. - Las muestras no podran ser utilizadas en Iquit ivi biop i6n ni ACCESO A RECURSO GENETICO, la ia de Acceso a R

jenético es exclusiva del MAE, Unidad de Recursos Genéticos.

1. -De los que se de la i igacit
izacién del Ministerio del i

no podran ser utilizados para estudios posteriores de Acceso a Recurso Genéticos sin la previz

Complementos autorizados para llevar a cabo la Investigacién en campo
12.- Metodologia para realizar el estudio: i6n de la Infi ia de Tri spp. En el control de Phytophothora infestans”.
* Para inar la activi inhibitoria de Trich ii y Trichod viridae en el control de Ph h infe
dos yos los cuales istirdn en realizar la actividad inhibi de la bi y la activi inhibitoria de los 3
*  Se realizaran discos en papel de 0,6mm de didmetro que se obtendran a partir de g del g ( imi libre), y serar
sembrados en la superficie de la caja de Petri con medio selectivo PDA., a un centimetro del borde de la caja (Cundom, 2003). Después de 24
horas de i i6n a una de 28 grados de f infe seran b a 1cm del borde de la caja, er
posicién opuesta un disco de 0,6mm de di del i

pondis Tric harzi: y Trichod viride (Holmes
2004). En lo cual se observara el imi de F P infe y se medira el radio en milimetros durante 7 dias.

« D inar la efectividad de los ducidos por las dos ies de Tri spp. Se la ién de dos
tipo batch, mismos que i un p de que iniciara con un volumen de 50ml, 250ml, 500ml, hasta un volumen de 1000m!
los cuales prop ici i y i ios para el imi de Trich harzi; y Trich viride.

O del

13. - Entregar al Ministerio del i Direccién Provincial del Ambi de I (02) dos copias del informe final impreso en formato PDF, (incluyendo unz
sersion digital), de los dela izaci gada. (Solicitar formato Informe Final en la Direccién Provincial del Ambiente de Imbabura). Y adj elc
os certificados originales del depésito o recibo de las it por las instituci cientificas como i i d itarias de
Taterial biologico.

14. - Citar en las publicaciones cientificas, Tesis o informes técnicos cientificos el namero de A izacion de |
Ambiente, con el que se colecto el material bioldgico.

15.- Entregar (2) copias de las icaci a la Direccién Naci de Biodi
16.- Entregar copias del ial fi que puedan ser utilizados para difusion. (Se respetara los derechos de autoria).

17. - Lista ica de las ies de flora, i identificadas, objeto de la autorizacién de colecta con sus respectivas coordenadas. (Solicital
“ormato en la Di i6n del Ambi de

qa.- Los holotipos y ejemplares Gnicos sélo pueden llevarse fuera del pais en calidad de préstamo por un periodo de hasta 12 meses. (En caso de requerir mas
iempo se debera realizar la solicitud y gar inft limi ).
19.- Depositar Holotipos y ej unicos en una institucion iana depositaria de i gi
Sentros de Manejo que tengan i del Ministerio de! A con patente No aplica

5 yd i de lo i0, se deb ifragar los gastos que demanden Iz
Jreparacion del material para su ingreso a la coleccion correspondiente.

Cientifica ot da por el Ministerio de

hinlaai

Centros de Manejo y Tenencia de Vida Silvestre

20.- Las muestras de flora a ser depositadas deberan ser preservadas,

Del i de las obli en los 13, 14, 15, 16, 17. 18, 19, 20 y 21 se responsabilizan: Ing. Gabriel Alejandro Chimbc
Yépez MSc. Docente Director de Proyecto Universidad Técnica del Norte. s 1

<]
i
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MINISTERO DZLAMBIENTE 5%,

SE AUTORIZA LA INVESTIGACION EN LAS PROVINCIAS, CANTONES Y AREAS PROTEGIDAS:

[ Provincia [ C | Parroquias o sector
|_Imbabura | Ibarra | El Sagrario, Universidad Técnica del Norte
|= Areas Protegid.
| No aplica
SE AUTORIZA EL ESTUDIO DE MUESTRAS BIOLOGICAS CON EL PROPOSITO DE:
E:'; Describir los objetives que se en el plan de investigacién: “Evaluacion de la Influencia de Trichoderma spp. En el control de Phytophothora
‘nfestans”:
»  Evaluar la actividad fungicida de Trichodk harzi y Trichod viride en el control de Phytophthora infestans.
Aislar el agente causal del tizén tardio en cultivo de Sofanum tuberosum.
* Aislar la actividad inhibi de los producidos por los hongos Trichod harzi y Tricl viride en el control de
Phytophthora infestans.
*  Evaluar la efectividad fungicida de los mediante bi

g Y

SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE LOS SIGUIENTES MATERIALES Y/O EQUIPOS PARA LA REALIZACION DE ESTA INVESTIGACION.

Materiales/equip Materiales/Equip Materiales/Equipos Materiales/Equipos
jas Petn Camara de flujo laminar
Medio de cultivo Autoclave
Fermentadores Estufa
Etiq Incubad
Equipos de laboratorio

OBLIGACIONES Y CONDICIONES PARA LA VIGENCIA DE ESTA AUTORIZACION:

22.- LAS MUESTRAS PRODUCTO DE ESTA INVESTIGACION DEBERAN SER CATALOGADAS POR INDIVIDUO, DESDE EL NUMERO 001-023-19- IC-FAU-FLO-DPAUMAE HASTA
N\"-000-023-18-IC-FAU-FLO-DPDUMAE-NO APLICA

23.- ESTA AUTORIZACION FACULTA LA COLECCION/ MANIPULACION DE ESPECIMENES DE FLORA, MISMOS QUE NO PODRAN SER UTILIZADOS COMO MATERIAL
SARENTAL PARA MANEJO COMERCIAL-NO APLICA

24.- ESTA AUTORIZACION ES EMITIDA BAJO LOS TERMINOS EXPRESADOS EN LA PROPUESTA DE INVESTIGACION, EN TAL SENTIDO HABILITA EL MANEJO DE FLORA QUE
HAYAN ESTADO EXPRESADOS EN LA PROPUESTA TECNICA TANTO EN TAXONES COMO EN NUMERO DE INDIVIDUOS.

25.- LOS INVESTIGADORES DEBERAN REALIZAR SUS INTERVENCIONES EN CAMPO BAJO UN MANEJO RESPONSABLE Y ETICO CON LOS ESPECIMENES AS| COMO COA
-0S EQUIPOS Y MATERIALES UTILIZADOS DURANTE LA INVESTIGACION.

2.- PARA EL INGRESO A AREAS DE PROPIEDAD PARTICULAR LOS INVESTIGADORES DEBERAN CONTAR CON LA AUTORIZACION RESPECTIVA DEL PROPIETARIO O GAD-
2ROVINCIAL, MUNICIPAL O PARROQUIAL.

27.- PARA EL INGRESO A AREAS NATURALES PROTEGIDAS LOS INVESTIGADORES DEBERAN CONTAR CON LA AUTORIZACION DEL RESPONSABLE DE AREA Y
ACOMPANAMIENTO DE UN GUARDAPARQUE.

28.- NO SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE ARMAS DE FUEGO, EXPLOSIVOS O SUBSTANCIAS VENENOSAS COMO METODOLOGIA DE ESTA INVESTIGACION

29.- SE PROHIBE EL INGRESO A LAS AREAS NATURALES DEL ESTADO EN ESTADO ETILICO, PORTANDO ARMAS, EXPLOSIVOS, TOXICOS, CONTAMINANTES, MATERIAL
JEGETATIVO, ESPECIES ANIMALES Y EN GENERAL TODO AQUELLO QUE ATENTE A LA INTEGRIDAD DEL AREA.

30.- ESTA AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA PODRA SER RENOVADA PREVIO AL CUMPLIMIENTO DE LAS OBLIGACIONES CONTRAIDAS POR EL
NVESTIGADOR, ENTREGA Y APROBACION DE INFORMES PARCIALES O FINALES EN LAS FECHAS INDICADAS.

31.- SE SOLICITARA PRORROGA QUINCE DIAS ANTES DE LA FECHA DE VENCIMIENTO QUE INDICA ESTE DOCUMENTO.

32.- TODO USO INDEBIDO DE ESTA AUTORIZACION, ASi COMO EL INCUMPLIMIENTO DE ASPECTOS LEGALES, ADMINISTRATIVOS O TECNICOS ESTABLECIDOS EN LA
MISMA, SERAN SANCIONADOS DE ACUERDO AL CODIGO ORGANICO AMBIENTAL (COA), Y AL TEXTO UNIFICADO DE LA LEGISLACION AMBIENTAL SECUNDARIA Y DEMAS
NORMATIVAS PERTINENTES

33.- EL INCUMPLIMIENTO DE CUALQUIERA DE ESTAS DISPOSICIONES ASi COMO EL USO INDEBIDO DE ESTE DOCUMENTO, O EL INCUMPLIMIENTO DE LAS
JISPOSICIONES LEGALES, ADMINISTRATIVAS O TECNICAS ESTABLECIDAS EN LA MISMA, SERAN SANCIONADOS CONFORME AL CODIGO ORGANICO AMBIENTAL (COA), ¥
AL TEXTO UNIFICADO DE LA LEGISLACION AMBIENTAL SECUNDARIA Y CON LA SUSPENSION INMEDIATA DE LA PRESENTE AUTORIZACION

34.- TASA POR AUTORIZACION: 20 DOLARES NO REEMBOLSABLES DEPOSITADOS EN LA CUENTA 0010000785, CODIGO SUBLINEA 180499, DE BAN ECUADOR, DEPOSITC
No. 672016613, DE FECHA 26-0 9

L 38 Direccivn Provingial del
:‘9 Ambiente de imbabura \
- DIRECTOR .

dado Alvaro Cadena Cabazas
COORDINADOR ZONAL ZONA 1 /DIRECTOR PROVINCIAL DEL AMBIENTE DE IMBABURA
SP.

CC: Coordinadores de Patrimonio Natural

Responsables de Vida Silvestre: Ing. Marcelo Pantoja Fecha: 07-10-2019

Diractidn: Tighs b ired 12500 ¢ Avabiorsn o Confays Pstal 177¢ 0 e o Tidbles 0 20 Tha)

81



Anexo 6. Cultivo y toma de muestra de tejido vegetal infectado, en plantas papa
(Solanum tuberosum).

Anexo 7. Microscopia de muestras recolectadas (hojas) observacion de estructuras
fangicas.
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Anexo 9. Preparacion y esterilizacion de sustratos
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Anexo 11. Metodologia general para el aislamiento de Phytophthora infestans

Preparacion de medio de Primera siembra P.
cultivo agar centeno infestans 1

< " / > 7 ‘ ¥ /
Cuarta siembra P. Tercera siembra P. Segunda siembra P.
infestans infestans infestans

Anexo 12. Esquema de elaboracion de camara humeda en planta viva

T}

Preparacién del Seleccion de plantas Aislamiento de parte
inoculo 100% sanas inoculada por 24 horas

Signos y Sintomas Siembra para constatar si Aparicion de primeros
de la enfermedad es el hongo inoculado sintomas
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Anexo 13. Esquema de escalado y preparacion de soluciones de los extractos obtenidos
de cada uno de los reactores de Trichoderma.

Reactores 100 ml
Trichoderma

Extrac_to obtenido de FiItrad_o de reactores Reactores 1000 ml
‘ Trichoderma \ Trichoderma Trichoderma

Anexo 14. Esquema del proceso para la evaluacion de la actividad antifungica de T.
harzianumy T. viride

> >
Ejecucidn de los Tratamientos
tratamientos desarrollados

Filtrados y preparacion
de soluciones

Medicién de halos Medicién de halos Incubacion de
dia 9 dias tratamientos
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Anexo 15. Esquema del proceso de siembra de papa hasta los dos meses de edad

Preparacién del
invernadero

Plantas de papa
con 60 dias.

Preparacion de
sustrato

Siembra de
plantas de papa

Fertilizacion de
plantas de papa

Aparicion de

plantulas de papa

Anexo 16. Esquema del proceso para la evaluacion de la actividad fangica.

Reactores de
Trichoderma

Aplicacion de
tratamientos

Dilucion de P.
infestans

Preparacion de
atomizadores
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Anexo 17. ANOVA, andlisis de la actividad inhibitoria de los extractos dia 10

FdV SC GL ™M F p significancia
Total 264,16 39

Repeticion 0,31 4 0,08 0,62 0,64954884
Tratamiento 260,37 7 37,20 299,28 1,3814E-24 *

Hongo 0,42 1 0,42 3,38 0,07665071 *
Concentracic 10,52 2 5,26 42,32 3,4381E-09 *

H*C 0,34 2 0,17 1,37 0,27115795 *
Adicionales 134,3 1 134,30 1080,57 6,5038E-24 *

Metalaxil vs 114,79 1 114,79 923,60 5,5258E-23 *

Error 3,48 28 0,12

Anexo 18. Prueba de Tukey, andlisis de la actividad inhibitoria de los extractos dia 10

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,7T72500
Error: 0,1242 gl: Z8
tratamiento Mediaz n E.E.
4 4,27 O,le A
4,75 O,le A
5,03 0,16
0,1le
0,16 D
0,1le C D
0,16 D
12,83 5 0,16 E

Medias cor uma letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

m mwm

o
-
[
=]
tnononofnoenonodn
(]

=] dn La ko=
i
-
[Ta]
[1=%

Anexo 19. ANOVA, analisis de la efectividad fungicida de los extractos dia 10

FdVv SC GL CM F p significancia
Total 38838,38 31

Repeticion 1046,43 3 348,81 2,26 0,11156273

Tratamiento 34545,45 7 4935,06 31,92 8,2358E-10 *

Hongo 126,68 1 126,68 0,82 0,37561576
Concentracic 27552,14 2 13776,07 89,11  5,499E-11 *

H*C 30,58 2 15,29 0,10 0,90624958
Adicionales» 5761,2 1 5761,20 37,27 4,6669E-06 *

Metalaxil vs 1074,86 1 1074,86 6,95 0,01541864

Error 3246,5 21 154,60
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Anexo 20. Prueba de Tukey, anélisis de la efectividad fungicida de los extractos dia 10

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=55,20531
Error: Bh5,£681&6 gl: 24
tratamiento Mediaz n E.E.

4 0,00 4 11,79 &R

1 0,00 4 11,79 A

8 33,31 4 11,79 A B

5 34,17 4 11,79 A B

2 40,10 4 11,79 A B C

& 69,23 4 11,79 E C D

3 92,681 4 11,789 cC D

T 98,44 4 11,798 D

Modizs con una letra comin no son significabtivamente dif

Anexo 21. Prueba de Tukey, analisis de la severidad en el tercio 1 de la planta del dia 10

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=29 48932
Error: 154,50851 gl: 21

tratamiento Medias n E.E.

4 S,0e 4 6,22 A

1 12,18 4 6,22 A

5 67,32 4 6,22 B

2 70,20 4 6,22 B C

8 76,15 4 6,22 B C

& 87,05 4 g,22 B C

3 54,88 4 &,22 B C

7 559,37 4 g,22 C

Medias conr upa letra comin meo son significativamente diferentes (p > 0,.05)

Anexo 221. Prueba de Tukey, analisis de la severidad en el tercio 2 de la planta del dia
10

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=34,92777
Error: Z222,4408 gl: 24
tratamiento Mediasz n E.E.

1 12,24 4 7,46 A

4 12,33 4 7,46 B

g 53,862 4 7,48 =

2 75,31 4 7,46 2 C
5 24,66 4 7,46 E C
3 92,71 4 7,46 C
7 100,00 4 7,46 C
& 100,00 4 7,46 C

Medizs con una letra comin no son significativame

88



Anexo 232. Prueba de Tukey, analisis de la severidad en el tercio 3 de la planta del dia
10

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=31,70546&
Error: 183,2807 gl: =24
tratamiento Medias n E.E.

4 12,90 4 6,77 A

1 24,08 4 6,77 B

8 §8,15 4 &,77 B

5 81,46 4 &,77 E C
2 87,35 4 6,77 B C
3 99,19 4 §,77 B C
7 100,00 4 6,77 -
& 100,00 4 6,77 -

Medizs con una letrs comin ne son significativament
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Anexo 24. Entrega de informe de las actividades realizadas durante el periodo de
investigacion

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

g FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y
 Cver AMBIENTALES
X ‘::A;v/ / UNIVERSIDAD ACREDITADA RESOLUCION Nro. 001-073-CEAACES-2013-13

Ibarra-Ecuador

Ibarra, 25 de agosto del 2020

Abogado
ALVARO CADENA
DIRECTOR PROVINCIAL DEL AMBIENTE DE IMBABURA

De mi consideracion:

El motivo de la presente presentar el informe con los avances obtenidos en la
investigacion cientifica con autorizacién No. 023-2019-IC-FAU-PLO-DPAI/MAE
autorizacion emitida el 07 de octubre del 2019 para el proyecto “EVALUACION DE
LA INFLUENCIA DE Trichoderma spp. EN EL CONTROL DE Phytophthora
infestans” Con el objetivo de analizar la capacidad antifiingica del hongo
Trichoderma viride encontrado en el bosque nublado de la Reserva Sabia Esperanza,
Debido a la situacion nacional de la pandemia, las instalaciones de la Universidad
Técnica del Norte, han permanecido cerradas, no se ha podido llevar a cabo las
actividades planificadas para la investigacion.

Atentamente,

—Ing: RIEL CHIMBO MSc.
DOCENTE
DIRECTOR DE PROYECTO
UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

Mision Institucional:
Contribuir al desarrollo educativo, cientifico, tecnoldgico, socioecondmico y cultural de la region norte del pais. Formar
profesionales criticos, b istas y éticos comp dos con el cambio social.
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Anexo 25. Informe de analisis del sustrato para elaborar el plan de fertilizacion

Agrarprojekt S.A.

Urb. El Condado, Calle V #941 y Av. A, Quito

O] E K’r Tel: 02-2490575/02-2492148/0984-034148
& info@agrarprojekt.com

S www.agrarprojekt.com

A
agraff PROJ
Laboratory Services

Trabajamos bajo la Norma I1SO 17025

INFORME: ANALISIS DE SUSTRATO

PT0901.REVO1 Pag1/2
Cédigo Agrarprojekt: UTN-080421 Informe de Ensayo N° 500
Fecha de Recepcién: 08-04-21 Fecha de Informe: 16-04-21
DATOS DEL CLIENTE
Cliente: Galo Fernando Garcia Bedén
Solicitado por: Galo Fernando Garcia Bedén
Ubicacién: Ibarra Teléfono: |0998229463
PROCESO DE ANALISIS
Método utilizado para la preparacién de la muestra y elaboracién de extractos:
Elaboracion del extracto segtin el método Volumen 1:1% (Método especifico para cultivos hidropdnicos en sustrato de fibra de
coco o en sustratos con caracteristicas fisicas similares - Método A.V.S. -Adviessysteem Venige Sustraten)
METODOS DE REFERENCIA UTILIZADOS
PARAMETROS METODO
pH EPA 9045 D
Conductividad (C.E.) SM 2510 B
Nitrato (NO3) 1SO 7890-1
Amonio (NH,) SM 4500-NH; D
Fosfato (PO,) SM 4500-P C
Potasio (K) SM 3500-K B
Magnesio (Mg) EPA 7000 B
Calcio (Ca) EPA 7000 B
Sulfato (50,) SM 4500-S0, E
Sodio (Na) SM 3500-Na B
Cloruro (CI") SM 4500-CI G
Hierro (Fe) EPA 7000 B
Manganeso (Mn) EPA 7000 B
Cobre (Cu) EPA 7000 B
Zinc (Zn) EPA 7000 B
Boro (B) EPA 7000 B
Molibdeno (Mo) EPA 7010
silicio (Si) EPA 7010
Aluminio (Al) EPA 7010
Bicarbonatos (HCO;) SM 2320 B
Materia Orgénica AOAC 967.05 / DIN 19684-3
Capacidad de Intercambio Catidnico (CIC) EPA 9081
% Saturacion de Bases EPA 9081
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agrafzf("

atc

Trabajamos bajo la Norma ISO 17025

Cédigo Agrarprojekt:

ROJEKT

sltanc

UTN-080421

RESULTADOS

Agrarprojekt S.A.

Urb. El Condado, Calle V #941 y Av. A, Quito
Tel: 02-2490575/02-2492148/0984-034148
info @agrarprojekt.com
www.agrarprojekt.com

Pag 2/2

INFORMACION DE LA MUESTRA
Tipo de Muestra: Sustrato
Cultivo: Papas
Numero de Muestra: #1
Informacién Proporcionada por el Cliente: S#1
Contenido de macro- y micronutrientes en mg / litro (r e ppm) en la sol del extracto Volumen 1:1%
. Snda 2
Anilisis Unidades | Cutive Hidroponico en fibra ge Coco (o " Resultado
Valor Optimo
pH - 5,8 5,3
Conductividad (CE) mS/cm 1,4 0,37
Nitrato (NO;) ppm 370 116
Amonio (NH,) ppm <7.2 1,2
Fosfato (PO,) ppm 78 2,5
Potasio (K) ppm 126 38,6
Magnesio (Mg) ppm 38 6,0
Calcio (Ca) ppm 115 17,8
Sulfato (SO,) ppm 163 19,0
Sodio (Na) ppm <69 20,0
Cloruro (CI7) ppm <106 16,5
Hierro (Fe) ppm 0,70 0,359
Manganeso ( Mn) ppm 0,05 0,094
Cobre (Cu) ppm 0,06 0,015
Zinc (Zn) ppm 0,09 0,022
Boro (B) ppm 0,110 0,109
* Fuente: C. Sonneveld & W. Voogt. 2009. Plant nutrition of greenhouse crops. Heidelberg, London & New York. 431 pp.
-=No Aplica
Nota: - Los datosy resultados estén basados en la informacién y muestras entregadas por el cliente para quien

se ha realizado este informe de manera exclusiva y confidencial.

- La fecha de ensayo y los métodos utilizados estan a disposicion del cliente cuando lo requiera.
- El Laboratorio no realizo el muestreo por lo tanto no certifica el origen de las muestras.

- Prohibida la reproduccién total o parcial de los resultados. No procede copia.

Kol WLlA Gy

Agrarprojekt S.A.
Dr. Karl Sponagel
Director del Laboratorio
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Anexo 26. Plantilla de control del cultivo de papa en el invernadero

CONTROL DEL CULTIVO DE PAPA

FECHA ACTIVIDAD OBSERVACIONES | TEMP
1/ oo/ 21 Qommdnk A sulato Y macfing S Jibrar syl Lonocetn |22
Yoo/ ¢l ”ﬁbld (U popas. S cdoco 2 pagys | mace 749
slool 4 OL”CQO g Reuifign 6%41, D i rA
ofoe/ 2t | Piog o Rowiipe //n 7 =Lvelr 23

2/os/ 21 S . e - Oiction 8. aldble
3s/06/ U 6’\10: - Recising A p/“/! / 6(»//)74[»’ I ], 72
47/05/ Li I\N(m /&quh}“ 15 }9////!/2/ ﬂ//mllff/b & ): Zq
olople | e 3 ﬂu.u o ol Plialtu Ol pacely " L 25
oglo/ e | Ao o Puasliiny ob Pluntzs oachh U ) 74
o3 oM ti | R v Regiyioe b Ploptos Cpyceln —apoiaw 2% | 24
0y o3/ rerfilicoaor y Revision b Plunfoly, Foh L zauion HauilcsTe 24
13/03/2t |Brego 4 Cevision B Plopkyc G Lho; [32p/0nnf3T |24
903 ] 1 |Rieye v dewsior & Fenter Clikw /)39 pleltzs 25
bs/os ] e | Vownun  tor £ Plontes biok & I Bena 24
o)fos/ 21 Weqgo o Recipion o 7/1./7/!/ G Lihos [ 3¢ plantus 23
03/0¥ U (Wn 4 Reqston of [ontur 6 LAve [31 Pank [poe%5e | 22
Q}/()J'/ Z2) J\ﬂwu 'LM,)IU\)F A"] ﬂ\z GZ«Arbf /7ip//1/{//})f? :‘2/’1"” 2
79/011 &) |Riew 1 Revcios Yihemhe ¢/n p@ [ 2stus 3cm )
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o/ 09/ i/ |0, c/on (/1 p/ wPuL L4 44 /74/"/4/
ovosf ¢/ | Qovion B Mok / Pioay cl/ 19 oliotur
Weoof o | oucisn 8 Dlyphy [ Bigd 61 [ 79 plettts
IS'/O‘)/ 2/ "J’.ng'u; l%'hn’ﬂﬂ’ﬂ‘l‘/ﬁr 7’!"-’}11)0;(}1]7‘(] 75'117’/ / plontn 4

bloal 9/ olicerie b la slvagn b @ jolicanc sopl ool J'Jﬁ?,’/m

2 JoY 2 m»m}m" 4 (—’r!lllr n/;u/,*}h P J"l \or fnﬁd‘&(/ﬂr
/9 [0V v ol apifong rQ alentac 2iancedd mL’rum oad gon_d gumage Poias
j8 Jo%/¢/ Monn oo (L 0lunkar [aiance cl m#r( {pn Dﬂjrm”/v/('fp Y, }v v
2 |03/ Maonoien ) olootas [ auance A goftion AZmedad e lu Za0e Pgac
¢) joo)2) Blenkoo ) Oonbie [ gianio A 11 cions Onltimada & 2000 %mn .
2L |99/ 9¢ ‘uaor_u}m & Vb | a arce i Jo_inkridon. Womollad b zona m
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2"’/0‘5/1"/ Hz_fnb,’?o 4 P/m/w /”vol’m ,(/ /f)/wr/('/’ CZ/J'I" /m/(“/”'
isly 9/t/ N //ﬂ')}[l’ /um 1” //)»/’tu o4 G Litver / 9% /)U("hf
V6 [0 Y 2t |Medivion b olhimy apiomedo /[—Z/Zan pas Soscenciy A} alonbar infctodcc
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Anexo 27. Registro de asistencia de las actividades realizadas en el invernadero

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE lngenlena en’
FACULTAD DE INGENIER(A EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y AMBIEN [l b nor vy '
UNIVERSIDAD ACREDITADA RESOLUCIGN NRO. 001-073-CEAACES-2013 iA
“Ibarra - Ecuador

REGISTRO DE ASISTENCIA TESISTAS
LABORATORIO DE morncn:omcm APLICADA
FIRMA | FIRMA |
NOMBRE | FECHA ACTIVIDAD ENTRADA | SALIDA | TESISTA | TECNICO
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UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

2 Ingenierfaen”
FACULTAD DE INGENIER[A EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y AMBIEN
UNIVERSIDAD ACREDITADA RESOLUCION NRO. 001-073-CEAACES-2013 BIOTECNOLOGIA
“Ibarra - Ecuador
REGISTRO DE ASISTENCIA TESISTAS
LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA APLICADA
FIRMA FIRMA
NOMBRE FECHA ACTIVIDAD ENTRADA | SALIDA | TESISTA [ TECNICO
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