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Elementos para el disefio de un manejo integrado del nematodo
fitoparasito Globodera pallida (Stone) en el cultivo de papa

RESUMEN

Esta investigacion de tesis se desarrollé6 en San Juan de Chicua de Oreamuno, provincia de
Cartago, a una altitud de 2.800 msnm, suelo de origen volcanico del orden Andisol y
temperatura, precipitacion y humedad relativa promedio anual de 15° C, 2.100 mm y 85 %,
respectivamente. La ubicacion es de 9°57.08.87 latitud norte 83°51.29.80" longitud oeste en
la misma localidad. Las investigaciones se iniciaron en mes de junio del 2007 y finalizaron
en el afio 2009. El objetivo de la investigacion fue establecer elementos de manejo integrado
de la plaga Globodera pallida que permita al productor del cultivo de papa (Solanum
tuberosum) mantener una produccién sostenible para semilla y consumo humano. Se utilizd
la variedad Floresta y clones diferenciales de papa. La extraccion de quistes se efectué por
el método de Fenwick Modificado. Para la actividad de umbrales o niveles de dafio se
inocularon de 5 a 45 quistes en macetas. Se determiné que con cantidades de 35, 40 y 45
guistes inoculados se presentaron sintomas de quistes en la raiz. Los potes inoculados con
35, 40 y 45 quistes mostraron un promedio de 13,00, 14,86 y 16,71 huevos y larvas de
Globodera pallida por g (gramo) de suelo y esto evidencié una disminucién de peso en g. de
los tubérculos de 21,43; 30,93 y 42,86 % respectivamente. La identificacion de los patotipos
se hizo basado en la tasa de reproduccion de las distintas poblaciones en una serie
estandar de clones de Solanum spp. Con una viabilidad de 260 huevos o larvas por quiste,
inoculados y sembrados en macetas en cada diferencial y con un nimero de 35, 40 y 45
guistes para cada tratamiento. Los clones de papa o diferenciales utilizados fueron: Floresta
(Solanum tuberosum), 800286 (Multidissectum hibrido P55/ 7(H,), 800289 (KTT, 60.21.19),
800290 (GLK 58.1642.4), 800291(VTn 62.33.3), 800944 (65.346.19). Se observo que los
clones positivos presentaron reacciones que identificaron la raza P3A de Globodera pallida.
Finalmente se realizé otra investigacién de control biolégico contra la plaga y se utilizé un
disefio irrestricto al azar con 6 tratamientos y 4 repeticiones. Los tratamientos fueron:
Beauveria sp (JV), Paecilomyces lilacinus (CFl), Pochonia spp (Mog 08H), Lecanicillium
lecanii, (BOS), Trichoderma sp (hongo nativo de la estacién Carlos Duran) y un testigo
absoluto. En los tratamientos mostraron diferencias estadisticas los hongos Beauveria sp
(JV), Paecilomyces lilacinus (CFI), y Trichoderma sp en variable de recuperacién de quistes
en el suelo; pero Trichoderma sp fue el mejor tanto en recuperaciéon de quistes del suelo,
como en el peso de tubérculos de papa al final del estudio. Los elementos de manejo de la
plaga encontrados en esta investigaciébn son de gran importancia para tomar decisiones
como aplicaciones de tratamientos quimicos o naturales en fincas positivas de acuerdo al
nivel critico de dafio establecido, la identificacion de la raza o patotipo P3A inici6 un
programa de mejoramiento genético de clones en la resistencia o tolerancia al nematodo de
Globodera pallida y otro elemento importante es la alternativa de utilizarTrichoderma sp
como biocontrolador de esta plaga cuarentenaria en el cultivo de papa en Costa Rica .

Palabras claves: Nematodos, biotipos, quistes, umbral de dafio, control biolégico.
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Elements for the design of an integrated management to nematode
Globodera pallida (Stone) in the potato crop

ABSTRACT

This research was conducted in San Juan de Chicua of Oreamuno, in Cartago province, with
an altitude of 2,800 m, dominated by mountain wet forest, with a volcanic soil origin Andisol
and temperature, precipitation and relative humidity annual average is 15° C; 2,100 mm and
85 % respectively. The investigations began in June 2007 and completed in 2009. The
greenhouse was located 90 'north latitude 83051.1316; 56.9871' west longitude in the same
locality. Used varieties of potatoes Floresta research were conducted to determine the
threshold of the nematode affected the potato crop damage. Cysties extraction was carried
out by the method of Fenwick modified. They were inoculation of 5 to 45 cysts. We were
found that the quantities of 35, 40 and 45 cysts inoculated as presented cysts symptoms in
the root., Pots inoculated with 35, 40 and 45 cysts showed an average of 13.0,14,86 and
16,71 eggs and larvae of Globodera pallida, respectively and this was a decrease of weight
in grams of tubers of 21.43, 30,93 and 42,86 % respectively. Other research was used
differential or clones of potatoes. The research to determine the nematode breeds Globodera
pallida in cultivation identified of the pathotypes became based in different populations in a
standard of Solanum clones series reproduction Solanum spp. With a feasibility 260 eggs or
larvae by cyst was inoculated each differential, with a number of 35, 40 and 45 cysts by pot.
It was take the temperature and soil moisture. The clones or differential use were: Floresta
(Solanum tuberosum), 800286 (hybrid Multidissectum P55/7 (H2), 800289 (KTT, 60.21.19),
(800290 (GLK 58.1642.4), 800291(VTn_62.33.3), 800944 (65.346.19), 800944 (65.346.19).))
It was noted that positive clones presented important reactions to the P3A breed of
Globodera pallida (Stone). The differentials or clones 800289 Solanun kurtzianum, KTT
60.21.19, 800290 Solanum Vernei GLKS and 800 291 showed some resistance to the pest.
Finally use an unrestricted design randomly with 6 treatments and 4 repetitions, treatments
were: Beauveria sp (JV), Paecilomyces lilacinus (IFC), Pochonia spp. (Mog 08 H),
Lecanicillium lecanii, (BOS), Trichoderma spp (native fungus Carlos Duran Station) and an
absolute witness without treatment. It was take temperature soil. Were used it 700 g of
sterilized ground in each treatment and an average infection viability of 180 larvae and eggs
by cyst used mesh in each treatment to determine the cysts with recovery of soil at the end
of the research multiplication. The study aimed to assess the effectiveness of treatments.
Statistical analysis showed differences between treatments, Trichoderma spp and Beauveria
spp (JV), the fungus Lecanicillium lecanii (BOS) and absolute control in variable recovery of
cysts on the soil, but the treatment Trichoderma spp was the best, both in the recovery of
cysts from soil as a greater weight of potato tubers. The elements of management of the
pest found in these investigations are of great importance as: applications of chemical
treatments or natural farm-positive according to the established critical level of damage, the
identification of race or pathotype P3A breeding program of clones in the resistance or
tolerance to nematode Globodera pallida and an important element of an alternative
biocontrol Trichoderma sp like biocontrol pest in the potato crop in Costa Rica.

Keywords: Nematode biotypes, cysts, damage threshold, biological control
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1. INTRODUCCION

Segun Hawkes (1978), citado por Franco (1986), la papa (Solanum tuberosum L.),
es cultivada en la region andina desde hace 8000 afios. De acuerdo con Romani
(1995) en paises como Perq, la papa es cultivada en una diversidad de climas y
suelos, ubicados desde el nivel del mar hasta los 4200 msnm y al igual que otros
cultivos, la papa no escapa al atague de plagas y enfermedades como los hongos,
bacterias, virus y nematodos fitoparasitos. Algunos de éstos reducen los
rendimientos ocasionando en algunos casos pérdidas que alcanzan el 100 %. Por
tal razén, el control de plagas es uno de los problemas prioritarios a resolver en el

cultivo de la papa, para lograr una produccién competitiva.

Informacién recopilada y editada en Ecuador por Pumisacho y Sherwood (2002)
describen en el origen e importancia del cultivo de papa varios aspectos relevantes
en el mundo agricola. Entre varios puntos se afirma; que: la mayor diversidad
genética de papa (Solanum tuberosum L.) cultivada y silvestre se encuentra en las
tierras altas de los Andes de América del Sur. La primera cronica conocida que
menciona la papa fue escrita por Pedro Cieza de Leon en 1538. Cieza encontro
tubérculos que los indigenas llamaban “papas”, primero en la parte alta del valle del

Cuzco, Pera y posteriormente en Quito, Ecuador.

El centro de domesticacion del cultivo se encuentra en los alrededores del Lago
Titicaca, cerca de la frontera actual entre Perl y Bolivia. Existe evidencia
arqueoldgica que prueba que varias culturas antiguas, como la Inca, la Tiahuanaco,
la Nazca y la Mochica, cultivaron la papa. Aparentemente la evolucion de las
especies de papa cultivada se originé a partir del nivel diploide (dos pares de
cromosomas). Por ejemplo, la especie diploide Solanum phureja se encontraba
distribuida en tiempos prehispanicos desde el centro del Peru hasta Ecuador,
Colombia y Venezuela. La diversificacion posterior del cultivo ocurrié a traves de la
hibridacién intra e interespecifica. De aproximadamente 2.000 especies conocidas
dentro del género Solanum, entre 160 y 180 forman tubérculos; pero de éstos, soélo

ocho son especies comestibles cultivadas (Pumisacho y Sherwood, 2002).



Existen cerca de 5.000 cultivares de papa, de los cuales hoy en dia se cultivan en
los Andes menos de 500. En 1994, el Instituto Nacional Autonomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) realizé una coleccion de papas cultivadas en
el Ecuador, y encontr6 mas de 400 diferentes tipos entre especies andigena y
phureja. Sin embargo, en el pais sélo comunmente se siembran 30 cultivares, de los
cuales las variedades INIAPGabriela y Superchola representan més de la mitad del
area sembrada. A mediados del siglo XVI los espafoles introdujeron la papa a
Europa. Durante los siguientes dos siglos la papa fue sélo una curiosidad, siendo
cultivada en areas pequefias y mantenida principalmente por propositos botanicos.
En el siglo XVII se introdujo el cultivo en América del Norte, probablemente a traves
de Europa. A través del tiempo, la papa evoluciond hasta ser un alimento basico de
alto valor nutritivo. Entre 1995 y 1997, los productores de los paises en vias de
desarrollo cosecharon 439 millones de toneladas métricas de las principales raices y
tubérculos (yuca, papa, camote y fiame), con un valor anual estimado en 41 mil
millones de ddlares, equivalente a la cuarta parte del valor de los cereales trigo,
arroz y maiz. De la produccion de raices y tubérculos, la papa representa el cultivo

de mayor valor econémico ($ 16.5 billones). (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Al nivel mundial, los paises con mayor extension dedicada al cultivo son China (3.5
millones ha), la Federacion Rusa (3.4 millones ha), Ucrania (1.6 millones ha),
Polonia (1.4 millones ha) y la India (1.1 millones ha). En América Latina, a pesar de
ser su centro de origen, solo se cultivan alrededor de 1.1 millones de hectéreas de
papa cada afio, de las cuales el Ecuador cultiva 66.000 ha. Los paises con mayor
produccion de papa por area cultivada son Holanda (44t/ha), Estados Unidos (39
t/ha), Bélgica y Luxemburgo (38 t/ha) y Canada (27 t/ha). En América Latina,
Argentina alcanza la mayor produccion por area (22 t/ha), seguida por Chile y Brasil
(15 t/ha). En los Andes, Colombia y Venezuela producen los rendimientos mas altos
(16 t/ha). Los rendimientos mas bajos se observan en Bolivia y Ecuador (6 y 7 t/ha),
respectivamente. La tasa proyectada de crecimiento de la produccién de papa en los

paises en vias de desarrollo es del 2.7 % al afio, la cual es méas alta que aquella



para maiz, trigo y arroz. EI mayor crecimiento ocurrird en Asia, seguido por Africa y
Latinoamérica (Pumisacho y Sherwood, 2002).

En los ultimos 30 afios América Latina ha experimentado un aumento en la
produccion por area en lugar de un incremento de superficie dedicada al cultivo de
papa. El crecimiento de la produccion regional durante este periodo fue
aproximadamente, del 2%. En Ecuador, el nimero de familias dedicadas a la
produccién de papa es de aproximadamente 42.000, nimero igual al de familias que
cultivan maiz suave. No hay un consenso sobre la productividad en el pais. De las
66.000 hectareas dedicadas a la papa, el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos
(INEN) reporta una produccién promedio de 480.000 toneladas y un rendimiento por
hectarea de 7.7 toneladas. Sin embargo, estudios realizados por el INIAP revelan un
rendimiento promedio de 14 t/ha, con un valor total bruto de 60 millones de ddlares
anuales, la papa es una importante fuente de ingresos para las comunidades rurales
y un componente fundamental de la economia Ecuatoriana (Pumisacho y Sherwood,
2002).

Los agricultores han reconocido el valor de las raices y tubérculos en términos de
produccién de energia cosechada por hectarea por dia, de los cuales la papa es el
mas eficiente entre los cultivos comestibles comunes. La calidad y cantidad de las
sustancias nutritivas del tubérculo varian por variedad de papa y condiciones de
campo. El contenido de agua en un tubérculo fresco varia entre 63% a 87%; de
hidratos de carbono, 13% a 30% (incluyendo el contenido de fibra 0.17% a 3.48%),
de proteinas 0.7% a 4.6%; de grasas entre 0.02% a 0.96%; y de cenizas, 0.44% a
1.9%. Los otros constituyentes basicos son: azucares, acido ascorbico y vitaminas.
La papa es la principal fuente de alimento para los habitantes de las zonas altas de
muchos paises, con un consumo anual per capita que fluctia segun las ciudades:
122 kg en Quito, 80 kg en Cuenca y 50 kg en Guayaquil. Los restaurantes de Quito y
Guayaquil consumen alrededor de 16.294 t/afio, principalmente de papa frita, a la
francesa. El 90% de la papa a nivel nacional se consume en estado fresco. Los

usos industriales son variados: como papas fritas en forma de “chips” a la francesa,



congeladas, prefritas y enlatadas. También se obtiene almidén, alcohol y celulosa
(Pumisacho y Sherwood, 2002).

En Costa Rica, el cultivo de papa es una actividad a la cual pequefios y medianos
agricultores del pais se han dedicado durante muchos afios. Este tubérculo es de
mucha importancia tanto para consumo directo como para comercializacion
industrial, ocupa un papel preponderante en la canasta basica. La principal zona
productora de papa en Costa Rica se encuentra en la provincia de Cartago, donde
se cultivan alrededor de 2800 ha seguida por Zarcero que dedica a este cultivo cerca
de 300 has. El rendimiento varia de 12 a 25 toneladas. Anualmente la produccion
nacional oscila entre 60000 y 70000 toneladas anuales. La mayor parte de la
produccion se destina a consumo fresco, y solamente un 15 % se destina al uso

industrial, principalmente para la produccién de hojuelas y papas fritas (Arias, 2004)

Al igual que en otros cultivos, la papa (S. tuberosum) es muy susceptible al ataque
de nematodos fitoparasitos, los cuales en ocasiones causan considerables pérdidas
econOmicas. Entre los nematodos que afectan la papa, los que producen quistes
son un grupo muy importante, dentro de los que se encuentran Globodera pallida y
Globodera rostochiensis. Estas dos especies de nematodos tienen mucha
importancia debido a su virulencia por lo que se consider6 con estatus de
“Cuarentena”. (Franco et al., 1993). El quiste de Globodera spp, a través del tiempo
ha coevolucionado con sus hospedantes del género Solanum spp. Dentro de esas
limitantes de las plagas y enfermedades, el nematodo, constituye uno de los
problemas mas importantes en el mundo ya que afecta el rendimiento, eleva los
costos de produccion, causa pérdidas econdmicas Yy en consecuencia ocasiona

escasez del tubérculo el cual es de vital importancia en la alimentaciéon humana.

Segun Franco (1986) La presencia del nematodo en cualquier region o pais, el
nematodo de quiste de Papa (Globodera spp) tiene varias consecuencias tales
como:

e Reducciéon de rendimiento productivo en funcién de la poblacion del nematodo,



e Problemas comerciales entre paises, tanto de papa comercial como de semilla
certificada y registrada,

e Diseminacibn a otras localidades de produccion por falta de controles
fitosanitarios debido al comercio de semilla entre fincas, lo cual favorece que la
plaga se propague.

e Los productores compran la semillas de papa con una calidad desconocida y en
algunos casos semilla ha sido sucesivamente sembrada lo que provoca la

degradacion de la calidad de ésta y hace que sea mas susceptible al nematodo

En el afio 2005, por medio del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Costa Rica
(MAG), y el Servicio Fitosanitario del Estado (SFE), se hicieron las gestiones para
el diagnéstico de la plaga Globodera pallida; asi como la ubicacion exacta de las
plantaciones afectadas. El resultado positivo alerté en gran escala a los productores
por su condicién de plaga cuarentenaria y de gran impacto en la produccion de
papa; lo cual es de gran interés para el gobierno de Costa Rica y los productores de

este tubérculo.

El nematodo fue identificado en el Laboratorio de Nematologia de la Universidad de
Costa Rica, en raices de plantas de la variedad “Floresta” las cuales provenian de
una finca ubicada en San Juan de Chicua, Cartago (SFE, 2005). La cuarentena de
fincas con presencia del nematodo Globodera pallida, provocé una pérdida para los
productores de semilla de papa en Costa Rica, por la no comercializacion. Por otro
lado, no existian estudios de la plaga en el pais y se exigié que las areas que iban a

ser cultivadas estuvieran libres de la presencia del nematodo.

Para evitar que la plaga se extendiera hacia otras areas del territorio nacional, el
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) inici0 una serie de medidas
fitosanitarias tales como: destruccion de semilla contaminada, sefialé lotes de la
semilla afectada en cuarentena, instruyd la no movilizacién de maquinaria agricola
de fincas enfermas a sanas, uso de semilla certificada e instruyé a los productores

sobre medidas para evitar contagio mediante la programacion de charlas en
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Pacayas, Tierra Blanca y Llano Grande de Cartago asi como en Zarcero de Alfaro

Ruiz, Alajuela.

En las fincas en las cuales se detecto la presencia de la plaga se destruyo la semilla
contaminada enterrada en hoyos profundos (Figura 1). Esta accion origind grandes
pérdidas econdmicas a los agricultores de la zona (SFE, 2005).

Figura 1. Destruccion de
semilla  de papa con
presencia de  Globodera
pallida.Fuente: SFE, 2005

Las plagas agricolas como Globodera spp, han tratado de ser controladas durante
afios mediante el uso de plaguicidas quimicos de fuerte impacto negativo sobre los
organismos benéficos presentes en el suelo. Hoy dia se conoce algunas alternativas
como el uso de hongos y bacterias nematéfagos. Otra alternativa para el manejo y
control de nematodos fitoparasitos es el uso de variedades tolerantes, rotacion de
cultivos, manejo adecuado de suelos. Lo anterior ayuda al manejo y convivencia con

la plaga sin descuidar la productividad de los cultivos (Crozzoli, 1994).

Tanto G. rostochiensis como G. pallida, en la evolucién con su hospedante preferido
de Solanum tuberosum sub sp. tuberosa y Solanum tuberosum sub indigena, el
nematodo produce una generacion por cada ciclo del cultivo de la papa. En su ciclo
de vida del nematodo comienza con la presencia de los exudados radiculares del

hospedero, que permiten la emergencia de los segundos estados juveniles (JII), los
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cuales invaden las raices y formaron el sincitio (alteracién de células). La adherencia
de las hembras en las raices permite su observacion a simple vista como perlitas
blancas, que van cambiando de color blanco claro a marrén (Stone, 1985 y Franco
et al.1993).

Una vez que la hembra muere, se convierte en un quiste de color marréon, (Mulder y
Vanderwal, 1997), los que se desprenden de la raiz quedando en el suelo y siendo
viables por mas de 20 afios, y conteniendo en su interior los huevos con estados
larvales que permiten un nuevo ciclo en el momento de que existan las condiciones
para su desarrollo. El pequefio tamafio de los quistes facilita la diseminacién del
nematodo, ya que estos son facilmente llevados de un lugar a otro con la tierra
adherida a los tubérculos, a la maquinaria e implementos agricolas, a los envases y
por cualquier otro medio que pueda transportar suelo infestado (Hooker, 1980 y
Scurrah, 1981).

El nematodo del quiste, al hacer lesiones en raices, permite la entrada del hongo
Verticilium spp y también incrementa la marchitez bacteriana provocada por Ralstonia
solanacearum y aunque existen muchas solanaceas que pueden ser hospederos del
nematodo, la papa, el tomate y la berenjena son los principales cultivos comerciales
afectados por esta plaga. G. rostochiensis como G. pallida se encuentran como
nematodos plaga presentes en Sudamérica y Europa. Globodera pallida se
encuentra en varios paises como Colombia, Ecuador, Pert, Bolivia, Chile,

Venezuela, Panama y México. (Franco, 1986).

En las caracteristicas del nematodo, es importante conocer con detalle aspectos
como el conocimiento de los biotipos o razas; esto ayuda a trabajar con clones o
variedades de papa con tolerancia hacia el nematodo. La susceptibilidad de variedades
al nematodo y el conocimiento de biotipos o razas se determinan mediante el umbral
de dafio por medio del conteo de huevos o larvas por gramo de suelo e indica la
pérdida o reduccion en la produccion de tubérculos de papa. (Franco, 1986).



Las experiencias en el manejo integrado de cultivos (MIC) en el control de
nematodos fitoparasitos han mostrado una eficiente y clara perspectiva, que se
puede producir conviviendo con la plaga, sin utilizar medidas drasticas que afectan
al ser humano y al ambiente y un ejemplo de estas practicas es la sustitucion del uso
de quimicos para su combate. En algunos casos paises como Cuba usan
variedades tolerantes, control bioldgico, rotacion de cultivos y otras practicas que
han hecho del cultivo de papa una actividad sostenible manteniendo la produccion
(FAO, 2005).

1.1 JUSTIFICACION

La sociedad de hoy exige una producciéon de alimentos con la minima degradacion
de los recursos naturales. Entre esos se destacan los portadores de sellos que
garantizan la no utilizacion de pesticidas en el proceso productivo. En tal sentido se
han desarrollado sistemas de cultivo sustentables y, por lo tanto, menos
dependientes del uso de pesticidas. El concepto agricultura sustentable envuelve el
manejo adecuado de los recursos naturales, evita la degradacion del ambiente de
forma que permita la satisfaccion de las necesidades humanas de las generaciones
actuales. Los cultivos como papa estan amenazados por plagas que afectan el
sistema radicular y el follaje. Dentro de las plagas que dafian las raices se
encuentran los nematodos fitoparasitos y dentro del conocimiento de control se
derivan una serie de medidas de manejo poco efectivas y que en algunos casos
potencian la problematica al favorecer el aumento de las poblaciones por el mal

manejo de cultivos (Rivas, 2002).

Este enfoque actual busca en las nuevas investigaciones agricolas dirigido a
prioridades de los sistemas convencionales de agricultura en relacion con el uso de
fuentes no renovables, principalmente de energia, y cambia la vision sobre los
niveles adecuados del balance entre la produccion de alimentos y los impactos en el
ambiente. Las alteraciones implican la reduccion de la dependencia de productos
guimicos y otros insumos energéticos, y el mayor uso de procesos bioldgicos en los

sistemas agricolas (Bettiol y Ghini, 2003).



Uno de los problemas fitosanitarios en el mundo y en Costa Rica es la alta incidencia
de nematodos formadores de agallas, especialmente Meloidogyne incognita, que
provoca serias afectaciones en los rendimientos y la calidad de la cosecha de
cultivos de importancia econémica (Castillo, 1988). En este contexto, el desarrollo y
aplicacion de agentes de control biolégico adquiere una importancia relevante como
una alternativa ambientalmente segura para el manejo de plagas en los programas
de produccidn diversificada de alimentos y la reduccion de plaguicidas quimicos.

El manejo tradicional de nematodos se realiza con la utilizacion de nematicidas
guimicos como medios eficaces que contribuyen a bajar los niveles poblacionales de
estos microorganismos. Asi mismo para su control se conocen una amplia gama de
nematicidas, muchos de los cuales son biocidas de fuerte impacto negativo sobre los
organismos benéficos del suelo, las aguas subterraneas y la salud humana. La
implementacion de estos nematicida, quimicos muy toxicos, debe de tener un buen
control de las aplicaciones tanto en la cantidad y épocas de aplicacién, como el

estado fenolégico de la planta para evitar residuos en los tubérculos (MAG, 2004).

Una forma de minimizar los efectos de los nematodos fitoparasitos es mediante el
control bioldgico. Las poblaciones de nematodos tienden a aumentar o a disminuir a
través del tiempo y son afectados tanto en nUmero como en comportamiento por una
serie de factores. Entre los factores que afectan las poblaciones de nematodos
estan: las condiciones de clima y de suelo; la fisiologia de la planta; la presencia de
otros organismos y las variaciones patogénicas del nematodo. Numerosos
organismos del suelo atacan los nematodos, entre ellos los hongos y bacterias son
los mas conocidos, aunque también protozoos, insectos, acaros, virus y nematodos
depredadores ejercen regulacion bajo diferentes condiciones del ecosistema (Kerry y
Muller, 1980; Rodriguez-Cabana, 1984).

La aplicaciéon de elementos de manejo integrado, como control biolégico, son parte
de la lucha con el uso de agentes o enemigos naturales de nematodos fitoparasitos

y son considerados como la solucion Optima desde un punto de vista ecoldgico y



econdémico; pero presupone una serie de conocimientos sobre el efecto de la

biologia y ecologia de los microorganismos al ser empleados (Crozzoli, 1994).

Segun el Servicio Fitosanitario del Estado (SFE, 2005) en Costa Rica la presencia
de Globodera pallida ha impactado a los productores, es decir, que fincas con esta
plaga no pudieron comercializar la semilla entre sus vecinos, ni mucho menos

exportar a otros pal’ses.

La aparicion del nematodo se adiciona a esos problemas fitosanitarios; ya que esta
plaga es cuarentenaria y con varias consecuencias. En el cultivo de papa G. pallida
no causa sintomas especificos en la parte aérea de la planta, pero los dafios
causados en las raices hacen que la planta afectada muestre sintomas similares a
los provocados por deficiencia de agua o de elementos minerales. Dentro de esos
sintomas, se pueden observar generalmente parches de pobre crecimiento con
amarillamiento del follaje presentdndose bajo condiciones de sequia, una severa
marchitez del mismo. Una alta poblacion de nematodos detiene el desarrollo de la
planta y causa su muerte prematura, con una proliferacion de raices laterales (Mai et
al, 1980)

La propagaciéon del nematodo de quiste de papa (Globodera spp) al igual que otros
paises, se debi6 a practicas inadecuadas de manejo como la comercializacion de
semilla entre fincas, el agua (agua de drenaje), suelo, manejo del producto por el
personal de cosecha, lavado de los tubérculos, la limpieza del equipo y herramientas
de trabajo. Por otro lado los productores comerciales no tomaron medidas para
evitar su ingreso y posterior diseminacion en sus fincas y esto provoco que las casas
comerciales fomentaran el uso de grandes volimenes de nematicidas quimicos, sin
conocer su eficacia contra la plaga, lo cual gener6 una contaminacién ambiental y un

incremento de los costos de produccion ( Franco, et al.; 1993).

En general, las pérdidas de rendimiento causadas por estos fitoparasitos dependen

del grado de asociacion hospedante-nematodo, de la raza y densidad poblacional
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del nematodo, susceptibilidad del hospedante, calidad de la semilla, fertilidad del
suelo, época de siembra y condiciones ambientales (Pumisacho y Sherwood, 2002).

Al igual que otras estrategias contra patdgenos, el empleo y ejecucion del concepto
manejo integrado de plagas es de vital importancia para productores y consumidores
y es por tanto necesario, proveer a los agricultores de un manejo adecuado
aplicando la buenas préacticas al cultivo de forma mas sostenibles (Brenes et al.
2002). Por lo indicado, es necesario continuar con la evaluaciéon de otras alternativas
(micro-organismos promotores del crecimiento de plantas y/o supresores de
fitopatdogenos) y con la difusibn de aquellas practicas eficientes para que sean
adoptadas a nivel nacional con el apoyo institucional local e internacional y que en
un plazo relativamente corto de tiempo, los paises latinoamericanos, como Costa

Rica puedan beneficiarse de este esfuerzo.

Por otra parte, con el diagndstico positivo del nematodo en Costa Rica no se
conocian estudios como: niveles o umbrales de dafio del nematodo es decir; que
cantidades de huevos con larvas de esta plaga producen problemas en el
rendimiento en variedades de papa susceptibles como la variedad Floresta. De igual
manera no existian investigaciones como la identificacion de patotipos o razas de la
especie G. pallida o G. rostochiensis; para iniciar con clones o variedades un
programa de mejoramiento genético buscando tolerancia o resistencia al nematodo.
Tan poco se conocia de al menos, un biocontrolador o enemigo natural que tuviera
efecto contra la plaga. Por tal razén los elementos que aporta el siguiente estudio de
investigacion orientan a realizar practicas de manejo integrado de la plaga y puede
iniciar a implementar y desarrollar estudios futuros con medidas que los productores

del cultivo de papa puedan ejecutar en sus siembras bajo un concepto sostenible.

Las actividades de esta investigacién de tesis doctoral forman parte del proyecto
denominado “Prospeccion, caracterizaciéon y evaluacién de organismos
biologicos para el control de nematodos fitoparasitos en cultivos tropicales”

aprobado por el Consejo Nacional para Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas
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(CONICIT) del Fondo de Riesgo para la Investigacion (FORINVES) del gobierno de
Costa Rica como un instrumento de financiamiento destinado a dotar a los
investigadores nacionales de recursos que les permitan promover, fortalecer y
desarrollar la investigacion cientifica y tecnoldgica como factores que contribuyan al

desarrollo del pais.

1.2 OBJETIVO GENERAL

Establecer elementos de manejo integrado de Globodera pallida que ayude al
productor del cultivo de papa (S. tuberosum) mantener una produccién

sostenible para semilla y consumo.

1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el nivel critico o umbral de dafio de la plaga en la variedad de
papa Floresta

¢ Identificar los biotipos o razas de Globodera pallida con clones o diferenciales

de papa.

e Evaluar la eficacia biolégica de hongos nematéfagos para el combate del

nematodo Globodera pallida en papa.
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1.2.2 HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

Para esta investigacion se plantearon las siguientes hipétesis:

e Cuantas larvas y huevos por gramo de suelo de Globodera pallida inoculadas
en variedad Floresta de papa producen dafio a la planta

e (Qué razas de Globodera pallida se encuentran presentes en fincas con
mayor poblacién del nematodo?

e Existen algunos hongos controladores biolégicos que reduzcan poblaciones
de Globodera pallida y no depender solo del control quimico.
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2. MARCO CONCEPTUAL

2.1. ORIGEN Y CARACTERISTICAS GENERALES DEL CULTIVO DE LA PAPA
(Solanum tuberosum)

El origen del cultivo de papa es la region andina de Sudamérica, en las altas
mesetas de la cordillera de los Andes. Las primeras siembras estuvieron cercanas a
las orillas del lago Titicaca, entre las fronteras de Per( y Bolivia (Henkes y Dunn,
1981). A partir de Sudameérica se disemino la siembra a casi todo el mundo; en
Europa se introdujo en el afio de 1570 donde no fue muy bien aceptada en esa
época (Gudiel, 1987). Actualmente su consumo se ha popularizado y forma parte de
la dieta de muchos paises alrededor del mundo.

Este cultivo agricola es una planta anual herbacea, con hojas alternas, simples, sin
estipulas. La inflorescencia es una cima terminal, algunas veces se reduce en
ciertas variedades a inflorescencias en forma de umbelas y en otros a unas pocas

flores al extremo de un eje sencillo. (Ledn, 1987).

Las flores nacen en pedunculos delgados, que tienen al medio un plano de abscision
0 partes pequefas, por el que se desprenden (Figura 2). En una cima las primeras
flores en abrirse son las apicales; el periodo de floracién varia de pocos dias a
meses, segun el cultivar. El céliz se forma de cinco partes unidas; la corola de una
seccion inferior, tubular, que se expande arriba en cinco pétalos unidos, morados,
blancos, amarillos, rojos o azules, segun el cultivar. Los cinco estambres salen del
tubo de la corola y crecen adheridos a ella, alternando con los pétalos; las anteras
son por lo comun mas largas que los filamentos y se abren por dos poros terminales.
El pistilo se forma de ovario bicarpelar y estilo sencillo. El fruto, es una baya de dos
celdas, la forma es esférica u ovoide, contiene numerosas semillas adheridas a

placentas parietales (Leén, 1987).
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tubérculo madre N raices

Figura 2: Planta de papa y sus partes mas importantes. Fuente: Ledn, 1987

Debajo del suelo, a partir del extremo de un estolon se forman los tubérculos cargados de

almidon (Figura 3) (Jensen et al., 1979).
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Figura 3: Flores y frutos de la papa. Fuente Ledn, 1987
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2.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA PAPA (Johns, 1994)
Reino: Vegetal
Division:  Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Solanales
Familia: Solanaceas
Género: Solanum

Especie:  tuberosum

2.3 NEMATODO DEL QUISTE DE LA PAPA (Globodera rostochiensis y G.
pallida)

Los nematodos parasitos de las plantas se distinguen del resto porque presentan
una estructura parecida a una aguja hipodérmica llamada estilete, la cual usan para
perforar las células, tomar alimentos y secretar proteinas y metabolitos que le
facilitan el proceso de parasitismo. Ademas, tienen un sofisticado sistema nervioso y
organos sensoriales que les permiten encontrar la planta hospedante, localizar

células especificas, aparearse y reproducirse (Decraemer y Hunt, 2006).

El limite superior de la poblacion para cualquier especie de nematodo parasito de
plantas depende de su potencia reproductora, de la especie de planta huésped y del
tiempo en que estén en condiciones adecuadas para su reproduccidén. Los
endoparasitos especializados y parasitos superficiales tienen una mayor potencia de

reproduccion que los ectoparasitos (Canto y Scurrach, 1977)

Segun Agrios (2005), en el caso de nematodos fitoparasitos la disposicion de una
poblacién, es la forma en que sus individuos se ubican en el espacio, y se refiere al
patron de distribucion espacial de un suelo infectado. Este patron es un elemento
basico que permite explicar muchos de los comportamientos de los individuos. Los
patrones de disposicion espacial son tres: Primer patron al azar: cuando cada punto

del espacio tiene igual probabilidad de estar habitado por un individuo. Segundo
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Patron agregado o contagioso: cuando la presencia de un individuo en un sitio
aumenta la probabilidad de encontrar otros en su vecindad y Tercero patron
uniforme o regular: cuando la presencia de un individuo disminuye la probabilidad de
encontrar otros alli. La distribucion tipica sigue un patron agregado. Factores como
el tipo de deposicion de huevos, patogenicidad relativa, distribucion de raices,
respuesta al microclima y la interaccion entre enemigos naturales contribuyen al
proceso de agregacion (Agrios, 1998). Estos nematodos fitoparasitos que efectan al
cultivo se consideran unos setenta especies. Tiene caracteristicas como: son

pluricelulares y muy numerosos en los agroecosistemas (ICTA, 2002).

Dentro de esos nematodos que atacan al cultivo los formadores de quistes, son un
grupo importante de nematodos parasitos de las plantas y son de gran valor
econémico de importancia en muchos paises en todo el mundo, que causan
pérdidas en la produccién de muchos cultivos importantes, como los cereales, arroz,
patatas y soja, siendo las mas importantes Globodera ssp y Heterodera sp este
Ultima género contiene un mayor numero de especies aunque otras especies de
nematodos del quiste se han descrito en otros géneros. Los nematodos del quiste se
consideraron originalmente una plaga en gran parte de las zonas templadas, pero
muchas especies se producen en las regiones tropicales y subtropicales (Evans y
Rowe, 1998).

Es dificil evaluar las pérdidas econdmicas causadas por los nematodos del quiste a
través de sus efectos sobre el rendimiento, ya que estos se ven influidos por factores
bidticos y abiodticos dentro de muchos cultivos. Sin embargo, los nematodos quiste
de la papa (NQP) han sido bien estudiados; las pérdidas de la produccion de papa
en Europa y en otras regiones del mundo, se estiman en alrededor del 9%, y
cuando no se emplean las estrategias de control, pueden ocurrir pérdidas totales.
Este rango de pérdidas podria aplicarse igualmente a los principales cultivos que

son huéspedes a estos nematodos (Evans y Rowe, 1998).
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Todos los nematodos del quiste se alimentan dentro del sistema de la raiz y se
caracterizan por el bronceado y secado de la pared del cuerpo de la hembra adulta,
sedentaria después de la fertilizacion y la produccién de huevos embrionados. El
resultante quiste permite la generacion siguiente para sobrevivir durante largos
periodos hasta que encuentre un adecuado ambiente para su desarrollo del su ciclo
(Evans y Rowe, 1998).

En el caso de Globodera rostochiensis y Globodera pallida en poblaciones altas en
el cultivo de papa los quistes pueden ser visibles en las raices, con una coloracion
amarilla en la planta y un decrecimiento del tamafo del tubérculos; por lo cual es
importante tomar medidas preventivas de manejo como por ejemplo, utilizar semilla
sana para prevenir la propagacion del nematodo entre fincas y localidades a otras
(Agrios, 2005)

Los nematodos del quiste se clasificaron originalmente por una serie de los cinco
grupos en los que el Grupo 1 que incluye las especies que han sido clasificados en
el géneros Globodera, Punctodera y Dolichodera; grupo 2 las especie agrupados
como Cactodera y Betulodera; Grupo 3 Heterodera avenae muy complejo; Grupo 4

de la H. schachtii y el grupo 5 el grupo H. goettingiana (Evans y Rowe, 1998).

2.4 FAMILIA HETERODERIDAE

De esta familia se caracteriza por un dimorfismo sexual marcado, cuerpo vermiforme
con un segundo estado juvenil delgado, machos robustos y hembras hinchadas.
Estructura cefélica bien desarrollada y reducida en las hembras. Estilete robusto; el
ancho del cuerpo a la altura de los nédulos basales es un cuarto del largo total del
estilete. Abertura de la glandula esofagica dorsal hacia la base del estilete. Bulbo
medio usualmente largo, con valvula fuerte. Glandula esoféagica sobrepuesta ventral

al intestino y un poco lateral (Blanco, 2004).
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Segun Rowe y Evans, 2002, la familia Heteroderidae tanto en las hembras como en

los machos tiene las siguientes caracteristicas:

Hembras: Las hembras maduras son globosas e esféricas, sub-esféricas o en forma
de limon, debido a que el enorme desarrollo de los ovarios y a la produccion y
alojamiento de los huevos dentro de la cavidad del cuerpo. En algunos géneros,
juveniles del segundo estado se forman dentro de los huevos dentro del cuerpo de
las hembras y en otros se forma un saco de huevos fuera del cuerpo. La cuticula de
las hembras maduras en los géneros que no forman quistes puede ser anillada, y en
los géneros que si forman quiste la anulacién es restringida a la region de la cabeza.
El estilete y el eso6fago estan bien desarrollados, con prominente bulbo medio, el que
se encuentra en la regidén del cuello. El poro excretor se localiza en la base del
cuello. La vulva en la mayoria de los géneros de la familia Heteroderidae se localiza
en la parte terminal del cuerpo (con excepcién de Meloidodera). La abertura de la
vulva es una hendidura localizada transversalmente. La superficie del quiste esta
cubierta por un patron de lineas, derivados de la cuticula de la hembra. La delgada
cuticula alrededor de la vulva puede ser perdida, formandose una ventana que se
conoce como fenestra. La fenestracion presente o ausente y su forma es utilizada en

la diagnosis de los géneros.

Machos: Los machos son vermiformes con la region labial hemisférica y separada
del cuerpo por una constriccién. La cola es una caracteristica de la familia: es corta
(cerca de ¥ maximo el ancho del cuerpo), es redondeada y carece de bursa.
Posterior de ser muertos el cuerpo se tuerce 90° en el eje longitudinal y cerca de 2/3
posterior a la cabeza. La cuticula es anillada y el campo lateral termina antes del
término de la cola, frecuentemente continua alrededor de la cola. La morfologia del
extremo anterior es similar al segundo estado juvenil, pero el bulboesofagico
(metacorpus) es mas alargado y ocupa menos ancho del didmetro del cuerpo que
los J2. El testiculo se extiende de 1/3 a 2/3 la longitud del cuerpo y no tiene
dobleces. El par de espiculas son ligeramente curvadas y unidas constituyendo un

tubo; que al término tiene forma de punta o es bifida.
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El segundo estado juvenil (J2) es vermiforme, con la cabeza ligeramente separada
del cuerpo y con cola cénica terminada en punta o redondeada. Posteriormente de
ser muertos, el cuerpo toma la forma ligeramente de C, con la vista ventral hacia la
parte concava. La cuticula es regularmente anillada, con el campo lateral formado
con cuatro incisuras que corren de cerca de la cabeza hasta la cola; la reduccién en

numero de las incisuras se presenta al inicio al término del cuerpo.

También en los machos el esqueleto es, cefalico, el estilete y el eséfago estan bien
desarrollados y ocupan el primer tercio del cuerpo. El bulbo medio es redondeado
con valvula prominente. Las glandulas esofagicas se sobreponen al intestino ventral
0 subventralmente y ocupan el ancho del cuerpo o no; el nucleo de la glandula
dorsal es mas prominente que el de las glandulas subventrales. El poro excretor es
visible, localizado en la parte ventral a la altura de las glandulas esofégicas y con el
hemizonidio anterior a este. El ano es una pequefia abertura en la cuticula y la cola
tiene una porciéon hialina. Los fasmidios son visibles, en algunas especies son
pequefios puntos refractivos, localizados lateralmente en el area de la cola,
usualmente entre las incisuras del campo lateral. En algunos géneros no formadores
de quistes, los fasmidios tienen forma de lente debajo de la superficie de la cuticula,

lo que hace que el fasmidio sea prominente.

Hembras maduras con forma esférica, de pera o parecido a limén con un cuello
corto, que se tornan duras, fuertes, amarillentas, formando quistes de color claro a
un café oscuro o negro. Los quistes contienen huevos y estados juveniles, algunos
huevos se encuentran inmersos en una matriz gelatinosa. La superficie de la cuticula
posee un patron en zig-zag o parecido a un encaje. La vulva y ano se encuentran
cerca uno de otro, casi en la parte terminal, en un relieve vulval cénico o en uno
plano o concavo. Presente una fenestra vulval clara; Unicamente en Punctodera se
encuentra una fenestra anal. Los machos se desarrollan a través de metamorfosis,
poseen una region cefalica anillada, cuatro incisuras en la region lateral y una cola

semi-esférica muy corta, raramente la cola esta ausente. Bursa ausente. Los
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géneros mas importantes son: Afenestra, Dolichodera, Globodera, Cactodera,

Punctodera y Heterodera (Williams y Siddiqui, 1977).

Estudios recientes de Rowe y Evans (2002), describen las caracteristicas mas
importantes de géneros en la Sub-familia Heteroderinae de la siguiente forma:

A. Afenestrata. Cuerpo globoso con cuello muy corto y con pronunciado cono vulval,
labios vulvares atrofiados. Cuticula delgada y con anulacién en el cuello en forma
irregular y gruesa, y con patrén cuticular en forma de red en el resto del cuerpo.
Vulva terminal, labios vulvares y apertura vulvar hundidas,fenestra ausente en la
vulva y el ano. Ano subterminal. Machos con tubo cloacal bien desarrollado.

Segundo estadio juvenil con el fasmidio en forma de poro.

B. Cactodera. Cuerpo globoso, con cuello corto y con cono vulval presente. Cuticula
gruesa, con estrias irregulares interrumpidas. Vulva terminal, fenestra de tipo
circumfenestra; abertura vulvar >20 ym; ano sin fenestra. Macho sin tubo cloacal.

Segundo estadio juvenil con el fasmidio en forma de poro.

C. Dolichodera. Cuerpo elongado a ovoide, con cuello largo y sin cono vulval
terminal. Cuticula medianamente gruesa, con finas estrias. Vulva subterminal,
con fenestra de tipo circumfenestra, bulva presente. Ano sin fenestra. Machos

desconocidos. Segundo estadio juvenil con el fasmidio en forma de poro.

D. Punctodera. Cuerpo globoso, esférico o en forma de pera, con cuello corto y sin
cono vulvar presente. Cuticula gruesa con patron reticulado, subcuticula con
puntuaciones. Vulva terminal, abertura de la vulva <5 um, con circumfenestra
vulval y anal casi de igual tamafio. Machos sin tubo cloacal. Segundo estadio

juvenil con el fasmidio en forma de poro.

E. Heterodera. Cuerpo globoso, en forma de limén con cuello corto y cono vulval
presente. Cuticula gruesa con patron cuticular en forma de red. Vulva terminal,

abertura vulval de variable longitud, labios vulvares no proyectados. Fenestra de
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tipo ambi o bifenestrada. Sin fenestra anal. Macho sin tubo cloacal. Segundo

estadio juvenil con el fasmidio en forma de poro.

H. Globodera rostochiensis (Wollemweber, 1923) G. pallida (Behrens y Stone , 1975

) considerados estos dos especies como nematodos del quiste de la papa como

la plaga mas importante de este cultivo, en las areas de clima frié y templado.

2.5 NEMATODOS, SUB FAMILIA HETERODERINAE

Clasificacion taxondmicay géneros presentes: (Tacconi y Ambrogioni 1995)

Phyllum: Nematoda

Clase: Secernentea

Subclase: Diplogasteria

Orden: Tylenchida

Suborden: Tylenchina

Super familia: Heteroderoidea

Familia: Heteroderidae

Sub familia: Heteroderinae

Géneros: Afenestrata sp., Cactodera sp, Dolichodera sp.,Globodera sp.,
Heterodera sp. y Punctodera sp

Especies de Globodera: rostochiensis y pallida

23



Los nematodos formadores de quistes como Globodera rostochiensis y G. pallida
son considerados los més dafinos y afectan el rendimiento de este cultivo en la
mayoria de las zonas paperas del mundo (Greco, 1993). Debido a la coloracion
amarilla de las hembras, G. rostochiensis se conoce también como el neméatodo
dorado de la papa. Se considera que estos nematodos son originarios de los paises
andinos, especialmente Peru y Bolivia. Sin embargo, estudios recientes de ADN
ribosomal, hacen pensar que el centro de origen sea mas bien México (Ferris et al.,
1995). Es importante sefialar, que Globodera rostochiensis (Woll) fue detectado por
primavera vez en Alemania en el afio 1881 y descrito en 1923 por Wollenweber, a
partir de una poblacion colectada en Rostov (Kuhn, 1881).

Segun Kihn (1881), y citado por Thorne (1961), se reporta el ataque del nematodo
quiste de la papa (NQP) en Alemania. Wollenweber (1923) observo que los quistes
provenientes de papa tenian la forma de pera en lugar de limén y que la larva era
ligeramente mas corta que el nematodo del quiste de la remolacha. Por estas
razones lo separ6é y lo describi6 en forma breve a esta nueva especie
denominandola H. rostochiensis, en reconocimiento a la ciudad de Rostock,
Alemania, que fue el lugar donde se encontr6 dicho nematodo. Al transcurrir los
afos los descubrimientos de Wollenweber no fue considerada valida debido a la
escasez de fundamento de diagndéstico para diferenciar especies. En 1940 se
reconocio la validez de la especie y a su autor como Heterodera rostochiensis Woll
denominandola desde entonces como tal y Illamandola comidnmente como
"Nematodo del quiste de la papa". Posteriormente Chittwood y Feidmesser (1948) la
denomin6 con el nombre comdn de "Nematodo dorado de la papa" debido a la

coloracion amarilla que la hembra presenta cuando alcanza la madurez de su quiste.

El subgénero Globodera se caracteriz6 por la forma esférica del quiste por lo que fue
elevado al rango de género en 1976 por Mulvey y Stone quienes consideraron dos
especies: Globodera rostochiensis (Wollenweber 1923) Mulvey y Stone (1976) y
Globodera pallida (Stone) 1973. Actualmente Mulvey y Stone (1976) reconocieron a

las dos especies como Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923) y Globodera
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pallida (Stone, 1973). EI mismo Stone y Webley (1975) sugiri6 también que las
diferencias que se encontraron fueron evidencias de la distincion natural entre

ambos grupos sugiriendo la separacion de éstas.

Estudios realizados en Peru por Canto y Scurrah (1976) reportaron la existencia de
una linea de demarcacion entre las especies entre la latitud de 15,6 ° Sur. El Centro
Internacional de la Papa (CIP, 1986) reporto la presencia del Nematodo de Quiste de
papa (NQP) en el departamento de La Libertad, mientras que Franco (1977) report6

a la especie Globodera pallida.

2.6 CICLO BIOLOGICO DEL NEMATODO QUISTE DE LA PAPA

El ciclo de vida del Nematodo de Quiste de papa (NQP) consta de cinco estadios,
antes de ser un adulto en forma similar a otros nematodos (Chitwood y Feidmesser,
1948). EIl primer estadio larval se desarrolla en el huevo ocurriendo la primera muda
dentro de la membrana ovular de la cual hace el segundo estadio larval que emerge
libremente en el suelo y luego penetra en los tejidos vegetales. Este estadio es
considerado como infectivo usualmente contenido en los quistes maduros. Atraidos
por exudados radiculares, los nematodos en el segundo estadio juvenil punzan las
raices, penetran, se establecen en ellos y se alimentan durante dos mudas o
cambios adicionales, en ausencia de hospedante solo emergen algunas larvas que
posteriormente mueren. En el tercer estadio juvenil se hace algo cilindroide, durante
este periodo desarrolla el primordio genital, ain cuando los sexos no pueden ser
diferenciados. El sexo parece depender de las condiciones ambientales, reacciones
guimicas del hospedante, calidad de alimento que tengan los juveniles y densidad
de la poblacion (Ellenby, 1954).

En el tercer estadio ocurre en la tercera muda conduciendo a la formacion del cuarto
estadio en el cual puede identificar el sexo. Los machos y las hembras del cuarto
estadio permanecen enrollados dentro de la cuticula del tercer estadio, la hembra se
hace casi esférica y a medida que desarrolla rompe la cuticula de la raiz llegando a

ser visible fuera de ésta, aunque la cabeza y el cuello permanecen dentro del tejido.
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Los machos conservan su forma elongada como la de un gusano, abandonan la
raiz, localizan a las hembras que estan rompiendo la superficie radicular las

fecundan y tienen un periodo de vida activa de 10 a 12 dias (Canto y Scurrah, 1977).

Después de que la hembra muere, la cuticula de su cuerpo esférico cambia
guimicamente y se convierte en un quiste marrdon y duro, resistente a las
condiciones ambientales desfavorables. Los quistes se desprenden facilmente de las
raices. Cada quiste contiene y protege desde unos cuantos hasta mas de 1000
huevos, los cuales estan protegidos por su propia cascara y alcanzan a permanecer
viables por més de 20 afios, los cuales se pueden activar cuando hay presencia de

un hospedero y las condiciones ambientales son favorables (Canto y Scurrah, 1977).

El tipo de suelo, puede afectar el contenido de agua y el grado de aeracion de la
tierra, influyendo en la cantidad de oxigeno necesario para el desarrollo del
nematodo (Franco, 1977). La temperatura éptima para el desarrollo del NQP es de
10 a 25° C (Fenwick, 1951). Sin embargo, se puede determinar algunas variaciones
en su biologia dentro de este rango. G. pallida es sensitiva a temperaturas altas y
se multiplica rdpidamente de 13 a 14° C, en cambio G. rostochiensis, requiere

temperaturas sobre el éptimo para su mejor multiplicacién (Stone y Webley, 1975).

La densidad de juveniles que invaden las raices y la naturaleza resistente de
algunos cultivares juegan un rol importante en la determinacion del sexo del
nematodo quiste de la papa. Si la densidad es alta, se produce competencia por
alimentos y espacio, favoreciendo a la formacion de machos. De igual forma los
cultivares resistentes tienen la tendencia a disminuir la formaciéon de hembras
reduciendo la tasa de multiplicacibn y mayor proporcion de machos (Mugniery,
1978). Los nematodos G. rostochiensis y G. pallida son nematodos endoparasitos
sedentarios, que permanecen normalmente en el suelo por 5 - 6 afios y a veces
hasta mas de 20 afios. Cada quiste joven contiene 200 - 500 huevos. Después de

la siembra, las raices de la planta huésped, papa en este caso, producen exudados
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radicales que estimulan la eclosion de los huevos, de los cuales emergen los

juveniles de segundo estado (Greco y Moreno, 1992).

En la familia Heteroderidae a la cual pertenece el género Globodera, existe un
dimorfismo sexual muy marcado. Mientras el segundo estado juvenil es movil y
vermiforme, el tercero y cuarto estado juvenil, asi como las hembras adultas, son
inmoviles y abultados. Las hembras son esféricas y miden 500 - 600 ym diametro
(Figura 4). El tamafo es afectado por el huésped y por el nivel poblacional del
nematodo, siendo mas pequefias cuando la poblacion es elevada o el huésped se
encuentra fuertemente dafado. EI macho adulto es movil y vermiforme y mide
aproximadamente 1200 ym de largo y 28 um de ancho; sin embargo, a veces se
encuentran ejemplares que miden un poco mas de la mitad del largo normal (Stone,
1973). Cada huevo mide aproximadamente 40 x 80 um. En G. rostochiensis, la

hembra adulta adquiere una coloracion amarillenta, luego se transforma en quiste.

En comparacién con la hembra madura, el quiste tiene una cuticula mas gruesa y de
color castafio oscuro para proteger los huevos contenidos. Los quistes no se
alimentan se desprenden facilmente de las raices o de los tubérculos. Los huevos,
al final del desarrollo embrionario, aproximadamente después de 2 - 3 semanas,
contienen juveniles de segundo estado. En paises de clima templado, al final del
ciclo de la papa (otofio) la mayoria de los huevos permanecen en estado de latencia

y eclosionan en la primavera siguiente (Mugnery, 1978).

Figura 4. Raices de papa
infectadas con Globodera
spp. A: Hembras en
formacion y Quistes
formados (B).

Fuente: www.iicasaninet.net/pub/sanveg/html/globodera.html, 20 Setiembre 2007
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El periodo de tiempo que el nematodo necesita para cumplir una generacién, desde
la penetracion del juvenil de segundo estado hasta la formacién de quistes con
huevos, es de 45 - 60 dias, segun las condiciones ambientales. Si se considera una
temperatura de 10° C como la minima con la cual el nematodo puede comenzar su
desarrollo, una generacion puede durar 40 dias (Seinhorst, 1982). Las temperaturas
mas favorables se consideran entre 20 - 25° C y un pH de suelo de 2,6 — 4,0
(Mugnery, 1978).

Cuando las condiciones ambientales son desfavorables, como en casos de alta
temperatura (28° C) y sequias, cuando la planta se aproxima al final del ciclo o bien
las raices estdn muy dafiadas, las hembras se transforman temprano en quiste y el
ciclo se corta, mientras que cuando la temperatura del suelo es menor de 20° C, se
alarga. Estudios comparativos han demostrado que G. pallida se desarrolla mejor
gue G. rostochiensis a bajas temperaturas. Generalmente ocurre una sola
generacion por cada ciclo de cultivo de la papa. Una segunda generacién puede
empezar, pero dificilmente es completada; sin embargo, existen datos de que si es
posible. Algunas poblaciones de estos nematodos no atacan mucho a los
tubérculos, mientras que otras infectan y se desarrollan muy bien sobre ellos,
convirtiéndose, este medio de propagaciones, en un vehiculo efectivo de
diseminaciéon del patdgeno. G. rostochiensis y G. pallida tienen un rango de
huéspedes muy reducido. Ademas de la papa, que es el huésped mas susceptible,
afectan tomate (Lycopersicum esculentum Mill), berenjena (Solanum melongena) y

alguna otra solanacea (Greco et al., 1982).

2.7 DINAMICA POBLACIONAL Y DIFUSION DE Globodera spp

La dinamica y difusiébn de nematodos enquistadores como Globodera spp pueden
ser afectados o incrementada su poblacién por diversas acciones, ya sea clima o por
labores comunes del cultivo de papa. Araduras en ciertas épocas del afio, reducen
sensiblemente el nivel poblacional del parasito al exponer el suelo a temperaturas

directas del sol. La época de siembra también afecta la dindmica de los nematodos.
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Generalmente las siembras de primavera son las que favorecen su tasa de
reproduccion (poblacién final/ poblacion inicial), alcanzando valores de 40 - 65 por
cada ciclo de cultivo. En climas célidos, las siembras de verano y las que se
realizan hacia finales de otofio, ocasionan una menor tasa de reproduccion,
reduciéndose, por lo tanto, el efecto negativo sobre el proximo ciclo de cultivo (Greco
et al., 1993).

Cuando la cosecha se realiza al final del ciclo biolégico de la papa, todos los
nematodos que han penetrado en las raices han llegado al estado de quiste,
logrando un nivel poblacional muy alto. No ocurre asi cuando se cosecha temprano
la papa, de esta forma muchos nematodos se encuentran todavia en los estados
juveniles y el nivel poblacional en el suelo permanece bajo. El cultivar de papa juega
un papel importante sobre la dinamica de Globodera spp. Se conocen cultivares
susceptibles a ambas especies y cultivares resistentes o parcialmente resistentes a
una sola de ellas, que afectan la tasa de reproduccion de los nematodos presencia
de cultivares resistentes los juveniles de segundo estado salen del quiste, penetran
en las raices, pero no se desarrollan. A veces, la reduccién poblacional utilizando un
cultivar resistente, puede ser mayor que utilizando un cultivo no huésped o dejando

el suelo en barbecho (Canto y Scurrach, 1977).

El uso de cultivares resistentes ofrece una presion selectiva sobre el nematodo,
debido al hecho que no existen cultivares resistentes a ambas especies o a todos los
patotipos de la misma especie. Por otro lado, ambas especies o diferentes patotipos
de ellas pueden encontrarse en el mismo campo, de manera que el uso de un
cultivar resistente puede reducir la incidencia de una especie o patotipo, pero
favorece el desarrollo de la otra especie o de otro patotipo. Se ha determinado que
el uso continuo de un mismo cultivar resistente ocasiona la seleccion de patotipos
gue antes no eran importantes (Jensen et al., 1979). En un campo, el primer foco de
infeccion se manifiesta en una pequefa area circular que luego se agranda hasta
afectar toda la superficie. EI nematodo, por accion propia, puede moverse 1 - 2 m/

afio; sin embargo, el movimiento pasivo es mas rapido. El suelo adherido a los
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implementos agricolas, zapatos y patas de los animales, puede contener quistes,
favoreciendo la diseminacion de los nematodos dentro de la misma unidad de
produccion o a otras unidades.

Todo sistema de riego que favorezca la escorrentia del agua, asi como las
inundaciones pueden ser importantes en el contagio. Sin embargo, el comercio de la
papa, y especialmente los tubérculos utilizados como semilla, son la forma més
eficaz de diseminar los quistes entre estados, paises y continentes. La limpieza de la
maquinaria agricola, zapatos, uso de tubérculos-semilla sanos y medidas
cuarentenarias son muy eficaces para evitar la diseminacién de los nematodos
(Ferris et al., 1995).

La distribucion del NQP (Nematodo de Quiste de Papa) tanto G. pallida (Stone,
1973) y G. rostochiensis (Wollenweber, 1923) ha sido reportado ampliamente, ya
gue conjuntamente con los cultivares andinos y especies silvestres estuvieron
diseminados a lo largo de la Cordillera de los Andes (Scurrah, 1981).
Probablemente la papa fue introducida en Europa aproximadamente en 1570. Por
otra parte, se cree que el nematodo quiste de la papa fue introducido en 1850
conjuntamente con colecciones provenientes de papa de los Andes, con la finalidad

de ser utilizados en mejoramiento y resistencia contra el tizén tardio (P. infestans).

El NQP pasé desapercibido hasta 1881, fecha en que Kihn lo reportara por primera
vez en Alemania en el cultivo de papa, precisamente 30 6 40 afios después que se
introdujeran estas colecciones. Durante este tiempo las poblaciones del NQP,
podian haber iniciado su establecimiento hasta que alcanzd niveles perceptibles
(Kahn, 1881). Otro vehiculo de diseminacion fue del Perl hacia el Japon a través de
los sacos con guano de ave de las islas ampliamente utilizado en Europa. Sin
embargo, como el guano provenia de las islas que se hallaban en el litoral sur
peruano y ex-boliviano probablemente se contaminaron con quistes presentes en los
residuos de suelos, en sacos viejos o0 de las embarcaciones que lo transportaban a

Europa. (Inagaki y Kegasawa, 1973).
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Desde esa fecha los nematodos se han dispersado por casi todas las regiones
donde se siembra papa y 47 paises han reportado una o ambas especies. Se piensa
gue el nematodo dorado fue introducido a los Estados Unidos desde Europa en
equipo militar traido a Long Island New York, después de la primera guerra mundial,
pero este no fue reconocido hasta que se observaron los sintomas 20 afios después.
Sin embargo, aun cuando se determinaron estrictas medidas cuarentenarias para
evitar el traslado de cualquier material de Long Island, parece que el nematodo de
guiste se ha estado diseminando y su presencia ha sido reportada en campos de
cultivo de papa en otras localidades (Cannon, 1941). Al realizar un mapeo se
determinaron que las poblaciones andinas encontradas al Norte del lago Titicaca
pertenecieron a G. pallida y al Sur del lago se a presenté G. rostochiensis (Canto y
Scurrah, 1977).

Ellenby en (1954), encontr6 que G. rostochiensis se reprodujo mejor bajo
fotoperiodo largo. Sin embargo, en los Andes de Venezuela (fotoperiodo corto) G.
rostochiensis se reproduce, probablemente esto se deba a la ausencia de
competencia de G. pallida especie que no parece tener requerimientos tan limitados
de longitud de dia, lo cual sugiere que la habilidad de multiplicarse puede estar
influenciada por la longitud del dia, confirmando la idea de que la multiplicacion de
esta especie podria estar restringida en ciertas latitudes. Si la separacién entre las
especies a 15° - 16° Sur, no es debido al efecto de la longitud del dia, entonces
podria ser debido al producto de barreras naturales en estas areas, ya que solo
Ultimamente se ha establecido un puente para el comercio moderno y transporte,
gue seguramente antes delimité el movimiento de tubérculos y nematodos, v,
permiti6 que las dos especies se desarrollen genéticamente aisladas pero de un
ancestro comun. En el Peru se ha reportado la presencia de G. rostochiensis en la
zona central mientras que Llontop (1987) report6 la presencia de G. pallida y G.

rostochiensis en el departamento de la Libertad.
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2.8 MANEJO INTEGRADO DE PLAGAS (MIP)

Segun FAO ( 2005), se define el Manejo Integrado de Plagas (MIP) como todas las
técnicas disponibles en la integracion de medidas apropiadas que disminuyan el
desarrollo de poblaciones de organismos o plagas que mantengan el empleo o no de
plaguicidas con intervenciones a niveles econOmicamente justificados y que
reduzcan al minimo los riesgos para la salud humana y el ambiente. En el MIP se
integran métodos de lucha compatibles y con preferencia que no dafie el medio
ambiente y se adapten a las condiciones agroecolégicas y socioeconémicas de cada
situacién especifica.

En los ultimos 40 afios ha aumentado el uso del sistema manejo integrado de plagas
como método de lucha contra las plagas de ahi que la comunidad internacional lo
haya adoptado para lograr una agricultura sostenible que haga menos dafio al medio
ambiente y a la biodiversidad de las alternativas que existen para reducir la
utilizacibn de nematicidas quimicos es la utilizacibn de organismos vivos para
controlar nematodos fitoparasitos que afectan a los cultivos como la papa (S.
tuberosum). El manejo bioldégico es un componente esencial, tanto en el control
integrado de plagas, como en la Agricultura Ecolégica Sostenible (Carballo y
Guaharay, 2004).

Las pérdidas econOmicas que pueden causar las plagas son mercaderias
arruinadas, potenciales demandas por alimentos contaminados y los productos mal
utilizados para su control. A estos impactos economicos deben sumarse los dafios
en las estructuras fisicas del establecimiento, y por sobre todas las causas la
pérdida de imagen de la empresa. Las plagas mas comunes, como las moscas y los
roedores, son capaces de contaminar e inutilizar grandes cantidades de alimentos.
Como ejemplo, 20 ratas son capaces de contaminar 1.000 Kg de producto en 15
dias. De esta cantidad, solo la cuarta parte sera recuperable para su utilizacion. En
lo referente a las enfermedades, las plagas actian como vectores de las mismas. Es

decir, son capaces de llevar consigo agentes tales como bacterias, virus y
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protozoos. Estos son los auténticos responsables de un sin numero de afecciones,
tanto en el hombre como en los animales (INIA, 2008).

La papa (S. tuberosum spp) andigena es un cultivo ancestral y de gran riqueza
genética. Segun Alcazar (2000) la estrategia de control de las plagas en este cultivo
estd basada en el conocimiento de la biologia e identificacion de las principales
plagas, en el uso y combinacién de distintas practicas para disminuir la poblacion de
insectos y en la busqueda de alternativas de control con énfasis en medidas
culturales y medios mecénicos o fisicos que eviten el uso indiscriminado de

pesticidas téxicos.

El Manejo Integrado de Plagas (MIP) es un conjunto de medidas que involucran
el control cultural, mecénico fisico y en ultima instancia utilizar el control quimico a
lo largo del ciclo vegetativo del cultivo. EI MIP considera los principales problemas
fitosanitarios asi como las etapas de desarrollo del cultivo y las condiciones
climaticas que favorecen la incidencia de un patégeno o de una plaga.
Adicionalmente al conjunto de practicas agronémicas como medidas preventivas
de control, el empleo de productos naturales eficaces, propios de la
comunidad, podria reducir la utilizacion de productos quimicos, que con el tiempo
incidiran negativamente en la calidad de la produccion, la salud humana,
conservacion del medio ambiente y recursos del agricultor. Igualmente otras
practicas culturales como una rotacion de cultivos 6 un control de gorgojos en los
almacenes a través de las gallinas, entre otras, podrian considerarse en una
propuesta de MIP. (INIA, 2008).

2.9 MANEJO INTEGRADO DE PLAGAS EN EL CULTIVO DE PAPA

La estrategia de control de las plagas en el cultivo de papa estd basada en el
conocimiento de la biologia e identificacion de las principales plagas vy
enfermedades, en el uso y combinacion de distintas practicas para disminuir la

poblacién de insectos y en la busqueda de alternativas de control con énfasis en
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medidas culturales y medios mecanicos o fisicos que eviten el uso indiscriminado de

insecticidas toxicos (Alcazar ,2000)

La papa es un cultivo de alta tecnologia por los grandes recursos que se destinan a
su produccién anualmente, los cuales van desde semillas de alta calidad hasta la
adopcién de sistemas complejos de riego, fertilizacién quimica, gran utilizacién de
maquinaria agricola, plaguicidas quimicos de alta calidad que se aplican bajo

sistema de sefializacion y pronéstico (Pimentel et al., 1978).

Los métodos de monitoreo y sefalizacion de las plagas optimiza el uso de los
plaguicidas quimicos, pero maximiza la eficacia de las aplicaciones y no valora
integralmente los efectos nocivos consecutivos, como son la afectacion de los
enemigos naturales, la contaminacion del ambiente, las afectaciones a la salud
humana. Estos efectos nocivos han sido reconocidos a nivel mundial, y las pérdidas
de los cultivos antes de la cosecha, debidas a los insectos, se incrementaron del 7 al
13% en el periodo en que mas aumento el uso de los plaguicidas (Pimentel et al.,
1978).

En la actualidad se lucha por el alcance de una agricultura sostenible, la cual
presupone la utilizacion o6ptima de diversos métodos, técnicamente efectivos,

econdmicamente viables y compatibles con el ambiente (Fernandez, et al., 1996).

A escala mundial este cambio no se debe precisamente a los efectos adversos del
uso indiscriminado de plaguicidas, sino mas bien al fracaso cada vez mayor de los
insecticidas para lograr un control eficiente (Hansen, 1990). Por ello la aplicacion de
los sistemas de manejo integrado de plagas ha ido ganando cada vez mayor
aceptacion entre los productores, no soélo por los beneficios econémicos que aporta,
sino también por su impacto en el agroecosistema. La presencia y actividad de estos
insectos benéficos en las siembras paperas ha sido muy afectada por la influencia

negativa de varios factores relativos a la tecnologia del cultivo y a la toxicidad de los
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diversos plaguicidas quimicos utilizados en el combate de las plagas (Murguido,
1998).

El impacto de las tacticas de manejo integrado de plagas (MIP) puede ser valorado,
entre otras, a través de la reduccién de la carga quimica que recibe el cultivo y la
influencia que esto produce en la recuperacion de la actividad de los reguladores

biologicos o la manifestacion de nuevos enemigos naturales (Murguido, 1998).

2.10 CONTROL INTEGRADO DE Globodera spp

Para el control del nematodo de quiste de la papa es necesario conocer la especie,
el o los patotipos, la dinamica poblacional bajo diferentes condiciones ambientales,
la efectividad de cada medida de control y la relacion entre niveles poblacionales y el
dafio en el cultivo. Cuando las poblaciones son altas, ningin método de control
aplicado individualmente provee una proteccion adecuada ( Gonzales y Franco,
1997). Segun (Gonzéalez y Franco, 1997) algunas medidas preventivas son: uso de
semillas certificadas, evitar el monocultivo de papa o de cualquier otra hospedero del
nematodo, Uso de semilla sexual y limpieza de herramientas y drenaje de las
parcelas, esto Ultimo evita contaminar otros suelos al llevar quistes en estos
materiales de trabajo. Otras medidas curativas como acortamiento del ciclo
vegetativo y esto hace que cuando se utilizan cultivares de papa de ciclo corto o se
cosecha antes de completar el ciclo, una gran cantidad de nematodos que se
encuentran en la raices no logran alcanzar el estado de quiste y por tanto a la
cosecha el nivel poblacional en el suelo serA menor en comparacion con cultivares

de ciclo largo (Greco y Crozzoli, 1995).

La rotacion y el descanso sembrados con cultivos no hospedantes hace que el
nematodo del quiste tiene un rango muy limitado. Si las poblaciones son bajas se
pueden implementar rotaciones de cultivo por cuatro o siete afos (Montessoro,
1994). En terrenos donde se practica la agricultura intensiva es importante la

rotacion de cultivos con leguminosas (haba), cereales (trigo, cebada y maiz, ulluco
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(Ullucus tuberosus), pastos y quinua (Gonzalez y Franco,1997; Pumisascho y
Sherwood, 2002) ya que reducen la poblacion del nematodo en 30%-40%, mientras
gue el chocho o tarwi (Lupinus mutabalis) y la zanahoria entre 40%-80%, porque

ayudan a bajar las poblaciones y mejoran los rendimientos de cultivos de papa.

Una préctica que se utiliza en Ecuador que reduce un 70% los niveles poblacionales
de G. pallida es incorporar residuos de vegetacion verde en la capa superior del
suelo un mes antes de la plantacion, esto también sirve como fertilizante
(Pumisascho y Sherwood, 2002). También es util la incorporacion de estiércol al
suelo (Ortufio, et al, 1994). La rotacion del cultivo con haba redujo de un 30% a 41%,
la poblacién inicial de Globodera spp. (Iriarte et al., 1998/1999 y Pacajes et al.,
2002). La utilizacion de abono verde al voleo en niveles de 5-10 t/ha mejoran los
rendimientos, pero en cantidades superiores se observé efecto fitotoxico alelopatico
(Iriarte et al., 1998/1999).

La preparacion del suelo en paises con clima célido, la superficie del suelo, en el
periodo seco, se calienta mucho y los nematodos que se encuentran en los primeros
5-10 cm mueren naturalmente. Por lo tanto araduras en esta época del afio, reducen
sensiblemente el nivel poblacional del parasito (Greco y Crozzoli, 1995). Otra
medida importante es la época de plantacion. En los paises donde se puede plantar
papa en distintas épocas del afio, la eleccibn de la fecha de plantacion es
importante, tanto para limitar la reproduccion del nematodo como las pérdidas de
produccion. Generalmente la plantacion en primavera en los paises de clima
templado, es la que mas favorece la reproduccion del nematodo y ocasiona el dafio
mas grave (Greco y Crozzoli, 1995).

La aplicaciébn de enmiendas organicas ha dado resultados, por ejemplo un estudio
de la aplicacién de seis enmiendas sobre el desarrollo del cultivar DIACOL Capiro en
el Paramo El Rosal, estado Tachira, Venezuela, demostro que las menores tasas de
multiplicacion se encontraron con el uso de gallinaza (1,51) materia verde
compuesta por hojas de zanahoria y pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum (1,53),

y por la aplicacién de humus de lombriz californiana (1,82) en comparacion con el
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testigo (0,86), en éste ultimo caso dada la relacion directa con el nivel nutritivo de su
hospedero. Los mayores rendimientos se obtuvieron en los tratamientos de gallinaza
(12.9 t/ha) y humus de lombriz californiana (12,4 t/ha) (Cordero y Acevedo, 2001).

La fertilizacion inorganica como urea y sulfato de amonio proporcionan a la planta un
efecto de tolerancia inducida que permite un mayor desarrollo radical, eleva los
rendimientos y favorece la multiplicacion del nematodo en los cultivares resistentes,
la aplicacion adicional de los niveles de NPK tiene efecto parecido al mencionado

para las enmiendas orgénicas (Gonzéalez y Franco, 1997).

El método fisico de solarizacion se basa en combatir las poblaciones de nematodos
mediante un incremento de la temperatura utilizando la energia solar. El sistema se
basa en la preparacion del suelo, la aplicacién de riego y luego se cubre con plastico
transparente de 30-50 um de espesor y se deja por 4-8 semanas para conseguir un
efecto invernadero en la interfase suelo-aire. Para conseguirlo, los bordes de la
lamina de plastico deben estar perfectamente insertada en el suelo sin dejar pasar la
mas minima corriente de aire. En los paises de clima célido se logra una mortalidad
de 100% hasta 10 cm de profundidad y un poco menos a profundidades mayores.
Esta es una practica costosa y requiere que el terreno esté libre durante los meses
de mayor insolacién donde las temperaturas sean muy elevadas. En zonas de bajas
temperaturas o de poca radiacion este método no es factible porque el suelo no
alcanza la temperatura requerida para eliminar los nematodos (Greco y Crozzoli,
1995).

2.11 NIVELES CRITICOS O UMBRALES DE DARO POR Globodera spp

Los nematodos de quiste causan dafios que en muchas ocasiones son
enmascarados o sea sus sintomas pueden ser confundidas con otras enfermedades
o deficiencias nutricionales en el cultivo de papa. En las células de las plantas se
dan muchas de las funciones fisiologicas que producen nutrientes que son
aprovechados por los nematodos fitoparasitos cuando estos invaden sus tejidos de

la raiz. La infeccién del nematodo produce que la planta produzca células gigantes y
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sincitios de alta actividad metabdlica para su alimentacion, de igual manera la
invasion altera los genes mitocondriales y ribosomales que codifican componentes
de la via del proteasoma para el movimiento de las proteinas y el metabolismo de

los hidratos de carbono (Gheysen y Fenoll, 2002).

Entre las limitantes del cultivo de papa en la region Andina de Latinoamérica,
Globodera rostochiensis, G. pallida y Nacobbus aberrans son importantes por su
amplia distribucién, por su dafio directo y en interaccion con otros patdégenos, la
existencia de razas patogénicas, complejidad de hospedantes, medios de
diseminacion, dificil diagnéstico y las pérdidas econémicas que causan; algunos
ejemplos del dafio en suramérica en cuanto a pérdidas econdmicas son: en Bolivia
para N. aberrans y Globodera spp. alcanzan US$ 53,000,000 y 13,000,000,
respectivamente. En el Peru, para G. pallida se estiman en US$ 128,000,000. Para
implementar un anejo Integrado de estos nematodos y reducir sus pérdidas
econdmicas se han empleado algunas medidas tanto quimicas como naturales; sin
embargo, aun cuando por varios afios se han venido difundiendo estas alternativas,
no todas han alcanzado el éxito esperado en su efectividad y adopcion por parte de

los agricultores (Franco,2008)

El dafio y sintomas por nematodos fitoparasitos se producen tanto en las raices
como en los érganos aéreos de las plantas. Los sintomas de la raiz aparecen en
forma de nudos, agallas o lesiones, ramificacion excesiva de la raiz, puntas dafiadas
y pudriciones de la raiz cuando las infecciones por nematodos van acompafiadas
por bacterias y hongos saprofitos o fitopatbgenos. Estos sintomas en la raiz con
frecuencia van acomparfados por sintomas no caracteristicos en los 6rganos aéreos
de las plantas y que aparecen principalmente en forma de un menor crecimiento,
sintomas de deficiencias en nutrientes como el amarillamiento del follaje, el
marchitamiento excesivo en clima céalido o seco, una menor produccién de las

plantas y una baja calidad de sus productos (Agrios, 2005).
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La mayoria de los dafios que causan los nematodos parecen ser ocasionados por
una secrecion de saliva que el nematodo inyecta a la planta al alimentarse. La
rapidez de la alimentacion es apreciable en algunas especies. En algunas otras la
alimentacion es mas lenta y pueden permanecer por horas o dias en la misma
posicion; estas especies asi como las hembras que se establecen dentro o sobre las

raices, son las que causan mayores dafios (Agrios, 1988).

La alimentacion de los nematodos provoca que las células reaccionen causando la
muerte o el debilitamiento de las yemas y puntas de la raiz, la formacion de lesiones
y la degradacion de los tejidos, hinchamientos y agallas de varias clases, tallos y
follaje retorcido y deformado. Estos sintomas pueden deberse tanto a la disolucién
de los tejidos como la reaccion de las enzimas, lo que produce la muerte de células
y la su desintegracion de los tejidos o el alargamiento anormal de las células
(hipertrofia), cese de la division celular o la estimulacion de ella que se efectta en
una forma controlada (Ferris et al., 1995), dando como resultado la formacion de
agallas o de una gran cantidad de raices laterales en o cerca de los puntos de
infeccion. En algunos casos, son las interacciones bioquimicas entre la planta y el
nematodo las que afectan negativamente la fisiologia total de las plantas. Por otra
parte, los nematodos pueden producir puntos de entrada para otros patdégenos

como hongos y bacterias (Agrios, 1988).

Para el caso de Globodera spp y observando la Figura 5, al penetrar el nematodo a
la raiz, de 3 a 10 células alrededor de la cabeza se funden, la pared celular engrosa,
el citoplasma se torna denso y se origina el sincitio multinucleado de alta actividad
metabdlica, el cual es indispensable para la alimentacion del nematodo (Noling,
2001). La formacion del sincitio ocasiona una interrupcion de los vasos cribosos y
lefiosos, presentan crecimiento de células anormales, la senectud se anticipa y, a
veces, en suelos muy infestados, el follaje presenta un ligero amarillamiento (CIP,
1986).
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Figura 5. Penetracion de sincito
Globodera spp a nivel
histolégico:  Fuente

CIP, 1986.

—— corteza

hembra

De acuerdo con Noling (2000), tomando como referencia que la resistencia en
nematodos fitoparasitos es cuando el microorganismo no penetra las raices con su
estilete 0 sea que no produce infeccidén y la tolerancia cuando hay penetracion y
reproduccion, pero que las poblaciones no producen efecto en rendimiento a la
planta y esta reaccion sucede de igual manera con nematodos enquistadores en
cultivos como la soja, el algodén y la papa. De igual manera los genes de resistencia
pueden estar presentes en plantas de cultivo de especies silvestres emparentadas.
La desventaja es que las resistencias a menudo es muy especifico (por ejemplo,
resistencia en el tabaco a Meloidogyne incognita). Aunque la poblacién de
nematodos no se incrementa tan rapidamente como sucede con los hongos o
bacterias patdégenos de la papa, una vez que se encuentre bien establecida en las
areas de cultivo no se pueden erradicar y las condiciones ambientales que aseguran
el éxito del un cultivo comercial de papa, proporcionan también las condiciones

Optimas para la multiplicacion y supervivencia de estos parasitos (Mai et al., 1980).

Las larvas de los nematodos de quiste de papa, se vuelven activas a 10° C y la
maxima invasion de las raices se realiza a 16° C. Temperaturas del suelo de 26° C
por periodos prolongados limitan el desarrollo del nematodo y reducen su
proporcién. El efecto sobre el rendimiento varia de acuerdo a la densidad de
individuos presentes en el suelo, de ser alta puede ser la causa de un completo
fracaso en el cultivo. Puede también incrementar la susceptibilidad a la marchitez
causada por Verticilllum alboatrum y la maya causada por Ralstonia solanacearum.
(Mai et al., 1980).
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El dafio causado, principalmente referido al peso de los tubérculos, esta muy
relacionado al numero de huevos de nematodo por unidad de suelo; se estima que
aproximadamente 2 t/ ha de papa se pierden por cada 20 huevos/ g de suelo, arriba
del 80 % de pérdida del cultivo se puede alcanzar cuando la poblacién de

nematodos alcanzan niveles altos en cultivos sin rotacion (Smith et al., 1997).

En el Reino Unido, donde las pérdidas en areas infestadas han sido limitadas por la
rotacion de cultivos, aproximadamente 9 % de la cosecha de papa se pierde
anualmente a causa de los nematodos del quiste. (Evans y Stone, 1977). En
Bielorrusia un umbral de mayor a 1000 huevos y larvas/ 100 cm® de suelo, el
rendimiento de variedades susceptibles se redujo de 17 - 20 % y a niveles de 25000
huevos y larvas/ 100 cm? se redujo a 74 % (Gladkaya, 1985).

2.12 IDENTIFICACION DE RAZAS O BIOTIPOS DE Globodera spp

Segun Cook, y Rivoal (1998) los nematodos formadores de quistes con sus seis
géneros y unas cien especies han mostrado una evolucién en adaptacién a climas
subtropicales y tropicales tanto para G. rostochiensis y G.pallida. Esa tendencia en
la adaptacion hace que las dos especies (pallida y rostochienis) tienden a
comportarse a tener una resistencia o una susceptibilidad a diferentes genotipos de
cultivos como la papa. Esa resistencia o susceptibilidad puede definir en el estudio
de los patotipos o razas a un programa de mejoramiento genético e incorporarlo a un

plan de manejo integrado

El dafio y multiplicacién de G. pallida estda muy ligada a las caracteristicas en los
biotipos o0 razas del nematodo, aun cuando se reconocen ciertos cultivares con
resistencia parcial a diversos patotipos de G. pallida, la identificacion e incorporacion
de resistencia es mas dificil como consecuencia de su naturaleza poligénica y por la
existencia de poblaciones genéticamente complejas o0 no homogéneas (Gonzalez y
Franco, 1997). Wollenweber (1923) observé que los quistes presentaban dos formas
similares, una la de limon y otra la de pera. Guille (1970) informd la presencia de
diferentes razas patogénicas con diferencias en la secuencia de coloracion de las

hembras de estas razas, identificando dos tipos de secuencia de coloracion, una que
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cuenta con una fase de coloracion amarilla y otra que, permanece blanca o crema

durante todo su periodo de vida, hasta convertirse en quiste.

Segun Stone (1973) el hospedante pudo influenciar los patrones protéicos
obtenidos por las hembras, solo algunos caracteres del patron vulvar de los quistes
son utiles para distinguir especies. Estudios de Stone (1973) identificaron la
existencia de poblaciones del nematodo cuyas hembras no presentaban la
coloracion amarilla y basandose en caracteristicas morfométricas de los estados
juveniles y la cromo génesis de las hembras, describié a ésta y la separé como
Globodera pallida, nueva especie de nematodo quiste de la papa. Posteriormente
otro estudio corrobor6 la diferencias de las dos especies, G. rostochiensis y G.
pallida (Figura 6) y el mismo estudio revelé6 que los nematodos formadores de
quistes fueron agrupados en seis géneros incluyendo en el género Globodera spp
con caracteristicas de quistes esféricos como eran G. rostochiensis y G. pallida
(Nifio y Flores, 1994).

En 1976 el subgénero Globodera fue elevado a la categoria de género separandolo
del género Heterodera dentro de la cual estaba ubicado (Mulvey y Stone, 1976). De
esta forma, el nematodo del quiste de la papa y sus dos especies reconocidas (G.
pallida y G. rostochiensis) pasaron a formar parte del nuevo género Globodera.

A B

Figura 6. Cortes perineales de quistes de Globodera pallida (A) y G. rostochiensis
(B) numero de estrias entre vulva (v) y el ano (a) mas de 20 en G.
rostociensis, menos de 12 de G. pallida. Fuente:
www.iicasaninet.net/pub/sanveg/html/globodera.html, 20 setiembre 2007.

42


http://www.iicasaninet.net/pub/sanveg/html/globodera.html,%2020

Reiterar que como consecuencia de estos descubrimientos se propuso la existencia
de Heterodera rostochiensis, de larga fase amarilla o dorada y una especie nueva de
larga fase blanca o crema Heterodera pallida (Figura 7, Ay B). Esta propuesta fue
reforzada al encontrarse diferencias en los patrones proteicos obtenidos de la
hembra, en el patron vulvar y en las caracteristicas morfométricas de hembras
machos y larvas (Stone, 1973). De igual manera CABI (2000) hace referencia a las
diferencias entre los dos especies de Globodera en su fase de formacion de quistes

donde su coloracion es diferente.

Figura 7. Globodera rostochiensis (A) y Globodera pallida (B). Fuente: CABI, 2000
Nigel Cattlin/Holt Studios Crown Copyright courtesy of CSL.

Desde Alemania, el nematodo se dispersé a los otros paises europeos y a otros
continentes, incluyendo América Latina, probablemente con el comercio de
tubérculos de papa para semilla (Salguero, 2003). Dunnett (1964) propuso una
nomenclatura basada en genes mayores, similar a la que se usa para el hongo de la
papa Phytophthora infestans; pero el conocimiento de los genes con resistencia
controlada y los genes complementarios fue estudiado después. Canto y Scurrah
(1977) propusieron un sistema basado en clones diferenciales de Europa,
clasificando Globodera rostochiensis. Mulvey y Stone (1976) lo hicieron con

Globodera pallida.

Esta clasificacion mdultiple fue innecesaria en la division entre razas y sub razas
porque estaban basadas en una atencién arbitraria y jerarquica de clones resistentes

y que no reflejé fundamentalmente la relacion estrecha, en contraste a las tablas de
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clasificacion Britanica y Holandesa con pruebas simples de clasificacién, que no
requiere de un conocimiento detallado de los genes de hospedantes y parasitos.
Similares pruebas simples fueron usadas para patotipos de Heterodera avenae
(Cook y Williams, 1972).

En Europa se propuso un esquema internacional de clasificacion para el nematodo
de quiste de papa (NQP), basado en la multiplicacion de siete clones diferenciales
con diferentes genes de resistencia (Kort et al., 1977). Con este sistema se
reconocieron cinco patotipos de G. rostochiensis (Rol - Ro5) y tres para G. pallida
(Pal - Pa3), sugiriendo que nuevos patotipos se pueden incluir sin dificultad. La
resistencia de los clones diferenciales o cultivares con resistencia a algunos
patotipos son designados por algunas letras y nameros. Esto se realiza porque
cultivares de papas resistentes en paises bajos (Holanda), son en el presente,
designados por las letras de los patotipos o por resistencia a ellos como una forma
de ayuda a trabajadores, extensionistas y agricultores. Adicionalmente, los clones
diferenciales pueden ser adheridos como necesarios. Las simples designaciones Ry
P para las dos series fueron presentados para prevenir confusiones con el codigo de

identificacion de genes para resistencia a P. infestans (Kort et al.,1977).

Los estudios de la respuesta de clones u hospedantes diferenciales a la presencia
de Globodera spp se originaron con el descubrimiento de la resistencia
aparentemente poligénica o debido a un complejo de genes mayores y menores del
diploide Solanum vernei resistentes a H. rostochiensis y al descubrimiento de clones
de papa resistentes a este parasito (Ellenby, 1952, 1954; Dunnett, 1964).

Asi se determin6 en las especies S. tuberosum spp andigena, el gen mayor Hl
(Toxopeus y Huijsman, 1953); S. multidissectum el gen H2 (Dunnett, 1964); S.
kurtzianum los genes Ay B y S. spegazzinii los genes Fa y Fb que demuestran en la
progenie la reaccion de resistencia y susceptibilidad. Sin embargo, esta respuesta
es especifica y s6lo puede ser utilizada contra pocas poblaciones. En la especie S.

vernei, pese a que no se conoce su verdadera constitucion genética, se ha
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determinado que son dos genes y probablemente otros mas los que influyen en el
nivel de resistencia (Goffart y Ross, 1954).

El término patotipo fue propuesto por Howard en 1965, porque biotipo que fue el
término previamente usado, tenia otras connotaciones. Asi, biotipo es considerado
como un genotipo (Johansen, 1909) y un patotipo aun con fenotipo constante, puede
variar en su connotacion genética (Colé y Howardw,1966). Hay objeciones en el
término de raza porque es ambiguo (Robinson, 1969); en cambio, aun cuando tiene
pequefias observaciones el término patotipo (Oostembrink, 1974), se menciona
como definido y se encuentra en toda la literatura relacionada con el nematodo de
quiste. Los patotipos son definidos como variantes de una especie del NQP que
difiere con otros por su habilidad de multiplicarse en genotipos particulares de papa.
Esta definicion propuesta por Robinson (1969), quien denominé hospedantes
diferenciales, en la actualidad podria definir mejor a patotipos por su respuesta a
genes individuales por resistencia a la papa.

A medida que se van determinando especies cultivadas y silvestres que reducen la
multiplicacion del NQP, se van encontrando nuevas poblaciones que se diferencian
por su habilidad de reproducirse en plantas con genes de resistencia (Dunnett,
1964). Esta situacion ha dado origen a que los programas de cada pais utilicen en
forma independiente, diferentes fuentes de resistencia para confeccionar sus
sistemas de clasificacion, y de esta manera la nomenclatura de patotipos es también
diferente. (Colé y Howardw, 1966).

En el Perq, se usé un sistema de clasificacion basado en los clones diferenciales
utilizados en Europa, pero examinando poblaciones europeas y andinas, dominan
los patotipos en forma diferente (Canto y Scurrah, 1977). G. rostochiensis y G.
pallida se separaron en dos grupos, con razas y sub razas dentro de sus respectivas
especies. Este sistema de clasificacion ha permitido identificar gran nimero de

poblaciones del Pera y América Latina.
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Se determind que las razas de G. pallida que predominan en el Peru, Ecuador y
Colombia son las denominadas P4A y P5A. Con estos conocimientos se inicidé un
programa de mejoramiento en 1975, encontrandose las fuentes de resistencia
parcial en cultivares nativos mantenidos en la coleccion del CIP. Posteriormente en
Holanda, también se utilizaron fuentes de resistencia obtenidos por el cruzamiento
de S. vernei con S. tuberosum. La obtencidén de la primera variedad de papa con
resistencia a los patotipos P4A y P5A de G. pallida en el Perl, denominada "Maria
Huanca" (Llontop et al., 1989), ha permitido determinar el patotipo P6A, con la cual
se propone nuevamente una modificacion en el esquema de la clasificacion (Llontop,
1987).

En varios paises europeos y en Estados Unidos, se cuenta desde hace
aproximadamente 30 afios con cultivares de papa resistentes a la raza Rol de G.
rostochiensis que han sido utilizadas en forma amplia e indiscriminada. Por otra
parte, aun cuando se reconocen ciertos cultivares con resistencia parcial a diversos
patotipos de G. pallida, la identificacién e incorporacion de resistencia es mas dificil
como consecuencia de su naturaleza poligénica y por la existencia de poblaciones
genéticamente complejas o no homogéneas (Gonzélez y Franco, 1997). La
resistencia a G. rostochiensis ha sido buscada en S. tuberosusm subsp. andigena y
a G. pallida en S. vernei. Los cultivares son resistentes a uno de los patotipos y la
mayoria lo es al patotipo Rol (Greco y Crozzoli,1995). Algunos cultivares utilizados
en algunos paises andinos poseen resistencia a determinados patotipos ( cuadro 1)

Cuadrol. Cultivares de papa con resistencia a G. rostochiensis y G. pallida
utilizados en algunos paises andinos.

Pais cultivares Resistencia Patotipo o raza
Ecuador INIAP Gabriela, G. pallida P4A P5A
INIAP Esperanza G. pallida
Maria Huanca,
Peru Yungay G. pallida P4A P5A
Renacimiento G. pallida
Canchan
INIAP amarilis
Venezuela Atlantic G. rostochiensis Rol
Granola
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La evidencia del uso continuo de un cultivar resistente a un patotipo predominante
en una poblacién, conduce a que en pocos afios, individuos de poca virulencia y
proporcién, se incrementen facilmente en este cultivar y por consiguiente originen
una seleccidon de genes de virulencia (Colé y Howardw, 1966; Drokpin, 1988). Esto
confirma que los individuos de una poblacién, no tienen genes comunes para
virulencia y por lo tanto es la consecuencia de una mezcla de patotipos en diferente

proporcion, donde uno de ellos es el que predomina en un tiempo determinado.

Algunas poblaciones inglesas de G. rostochiensis identificadas como Rol constituyen
una excepcion de lo mencionado anteriormente. En esta se demuestra con mucha
facilidad la hipotesis de que hay una relacion de genes de resistencia en el
hospedante que se complementa con genes de virulencia en el nematodo (Howard,
1965). Todo parece indicar que estas poblaciones se originaron de un namero muy
pequefio de quistes introducidos en la zona Andina de América del Sur, los cuales
tienen genes recesivos de virulencia que resisten con el gen mayor H1 para

resistencia del clon CPC 1973 de S. andigena (Toxopeus y Huijsman,1953).

Auln cuando la coloracion amarilla de las hembras indica claramente la presencia de
G. rostochiensis, la ausencia de hembras con esta coloracion en las raices no
garantiza que se trate de G. pallida, a menos que se observe el desarrollo del
nematodo a lo largo de su ciclo biolégico (Greco et al., 1982). La preparacion de los
cortes perineales de los quistes, colectados en las raices de la planta de papa, y el
conteo de las estrias cuniculares presentes entre el ano y la vulva, constituyen una
manera simple de diferenciar las dos especies. G. rostochiensis posee un promedio
de 21,6 estrias y G. pallida 12 (Greco, 1993). A veces, el numero promedio puede
ser de 15, lo cual causa confusion, en este caso, si es necesario identificar la
especie, se deben medir otros parametros, especialmente de hembras, quistes y
segundos estados juveniles y hacer comparaciones con los valores reportados en la
literatura. La identificacion con técnicas modernas y sofisticadas como son las
basadas en reacciones seroldgicas, punto izo-eléctrico, separacion de proteinas,

enzimas y pruebas de ADN, también son posibles (Crozoli, 1994).
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El concepto de resistencia a G. rostochiensis y G. pallida en la mayoria de los clones
de papa esta relacionado a la falta de desarrollo del segundo estado juvenil (J2)
después de penetrar a la raiz, y tiende a tener preferencia de formarse machos en
mayor proporciéon (Mugnieri,1985). En este sentido, existen muchos factores que
puedan incrementar este efecto. Asi, la densidad inicial puede alterar la
reproduccion en cultivares susceptibles y con resistencia parcial (Huijsman, 1974).
En muchos casos la reproduccion del NQP, en clones con resistencia parcial, es
afectada por la interaccion genotipo y condiciones ambientales (Phillips, 1979). Por
esto, se sugiere incluir como referencia un clon susceptible y otro con resistencia

parcial en las pruebas de evaluacion para resistencia.

2.13 CONTROL BIOLOGICO DE NEMATODOS FITOPARASITOS

Uno de los principales problemas de la agricultura sustentable se refiere al
enfrentarse al control de plagas y enfermedades. Antes de las facilidades para la
adquisicion de pesticidas para el control de los problemas fitosanitarios, los
agricultores preparaban y utilizaban productos obtenidos a partir de materiales
disponibles en las proximidades de sus propiedades. Con la popularizaciéon del uso
de los pesticidas, aquellos productos fueron casi totalmente abandonados, y hoy
muchos de ellos son llamados alternativos. Debido a la concientizaciéon de los
problemas causados por los pesticidas para el ambiente, la sociedad exige la
reduccién de su uso, de forma que la investigacidbn prueba los mas diversos
productos, de los que muchos se utilizan por los agricultores desde hace décadas.
(Bettiol y Ghini, 2003)

La efectividad de los microorganismos tanto endofiticos como antagonistas de los
nematodos fitoparasitos ha sido ampliamente estudiada y comprobada en diversos
cultivos. En el caso particular del cultivo de banano (Musa AAA), se ha demostrado
gue diferentes aislamientos endofiticos de hongos y bacterias tienen efecto
antagonista contra Radopholus similis por diversos mecanismos de accion

(Pocasangre 2004, Nunez 2006). Por lo tanto la aplicacion combinada de estos
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agentes de control biolégico podria representar una estrategia viable que incremente

el control del nematodo como Globodera spp.

Esta ampliamente documentado que existen relaciones simbibticas entre hongos
endofiticos y una amplia variedad de plantas. Esta colonizacion puede generar
beneficios para la planta hospedera, incluyendo la actividad antagonista y la
induccion de resistencia contra patdégenos, asi como la promocion de crecimiento
mediante la secrecion de fitohormonas y la movilizacion de nutrientes de la rizosfera
hacia la planta. Segun investigaciones recientes se ha determinado que
Trichoderma sp es un género muy abundante en muchos suelos y tienen un alto
potencial como antagonistas de los nematodos fitoparasitos. Se han encontrado
reducciones de hasta un 90% en la poblacién final de Radopholus similis en el
sistema radical de plantas de banano protegidas con géneros de Fusarium y
Trichoderma. Ademas, se ha evidenciado un incremento en el peso y longitud
radical, y en el peso foliar de dichas plantas, en comparacion con plantas no

protegidas (Pocasangre et al. 2004).

El uso de microorganismos como agentes de control biolégico de plagas ha tenido
un incremento significativo, como alternativa a la reduccion inminente de los
pesticidas quimicos por los dafios que ocasionan al hombre y al ambiente, otras
ventajas de los bioplaguicidas en general estan dado por la baja toxicidad,
especificidad para afectar generalmente a la plaga, efectividad de pequeias
cantidades y su aplicacion dentro de programas de manejo integrado (Butt, et al.,
2001). EI control biolégico de plagas a través de la accion contempla el
fortalecimiento del control natural, la introduccion de especies no nativas y el uso de
plaguicidas derivados de animales, plantas, hongos, bacterias, virus y minerales
para prevenir, repeler, eliminar o bien reducir el dafio causado por las plagas
(Carballo y Guaharay, 2004).

Los hongos nematéfagos son microorganismos con la capacidad de atacar, matar y

digerir nematodos (adultos, juveniles y huevos). Aparte de su habilidad nematofaga,
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muchos de estos hongos pueden también vivir saprofiticamente en materia organica
muerta, atacar a otros hongos (micoparasitos) y colonizar raices de plantas como
enddfitos. Hay méas de 300 especies de hongos nematofagos descritos, encontrados
por todo el mundo, incluyendo las regiones polares. Los hongos son habitantes del
suelo; generalmente son mas frecuentes en suelos con elevado contenido en
materia organica. La mayoria de los nematodos fitopatégenos vive en el suelo y
ataca a las raices de plantas. La posibilidad de usar hongos nematofagos para el
control biolégico de nematodos fitopatdgenos esta siendo por tanto investigada
(Barron, 2005). El uso natural y biolégico de control de nematodos fitoparasitos es
parte de las condiciones para la produccién de alimentos seguros y el desarrollo de

una agricultura sostenible (Dinham, 1996).

Existen muchos métodos de combatir nematodos fitoparasitos y entre los que se
tiene son comunes los quimicos, bioldgicos y naturales. Dentro de esos estrategias
de control existen los conocimientos sobre organismos antagénicos de nematodos
fitoparasitos y estos son casi tan viejos como los que se tienen sobre la importancia
econOmica de los mismos en la produccién agricola; es decir, los nematodos
fitoparasitos tienen “enemigos” muy eficaces que limitan sus niveles poblacionales,
ademas, se tiene el conocimiento de la existencia de una microflora y microfauna en
el suelo cuyas especies son antagonistas o reguladoras de las actividades de los
fitonematodos. A nivel mundial existe una gran abundancia de antecedentes que
permiten aseverar que los nematodos son atacados por numerosos y variados

organismos del suelo, pero la accion de ellos aun es poco conocida (Aralz, 1998).

Una de las alternativas que existen para reducir la utilizacion de nematicidas
guimicos es el uso de organismos vivos para controlar nematodos fitoparasitos es un
componente esencial, tanto en el control integrado de plagas, como en la agricultura
ecoldgica sostenible (Carballo y Guaharay, 2004). El estudio del potencial de las
bacterias y los hongos endofiticos para el control biolégico de fitonematodos ha
adquirido gran importancia durante los ultimos afios, debido a la creciente necesidad
de disminuir el uso de plaguicidas en los sistemas de produccién agricola (Marin,
2003).
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Los agentes biocontroladores como los organismos que interactian con los
nematodos fitoparasitos en el suelo; deben de tener algunas caracteristicas basicas:
No deben ser patdgenos de plantas, hombres o animales, capaces de reducir o
suprimir eficientemente las poblaciones de nematodos por debajo del nivel critico,
capacidad de adaptacion a diferentes ambientes del suelo (textura, grado de
humedad, composicion quimica y materia orgéanica), buena habilidad competitiva,
alto potencial de reproduccion para obtener una poblacion alta, capacidad de
sobrevivir en épocas dificiles. A los agentes biocontroladores formulados para su
uso comercial se les ha denominado plaguicidas microbiales o bioplaguicidas, con
las respectivas categorias, como bioinsecticida, biofungicida, bioherbicida y
bionematicida (Arauz, 1998).

Los hongos endoparasitos utilizan sus esporas para infectar nematodos. Estos
hongos son a menudo parasitos obligados de nematodos, y fuera del cuerpo
infectado del nematodo aparecen so6lo como estructuras de diseminacion. Las
esporas de estos hongos pueden ser zoGsporas moéviles, como las de Catenaria spp
gue se enquistan sobre el nematodo adhiriéndose a él y penetrando la cuticula con

sus conidios adhesivos (Carballo y Guaharay, 2004).

Conforme se conoce mas de la ecologia de los microorganismos con potencial para
el combate bioldgico y sus relaciones con los patégenos y las plantas, el desarrollo
comercial del combate biol6gico se incrementa aceleradamente (Arauz, 1998). En la
naturaleza, los hongos entomopatdgenos pueden eliminar o mantener las plagas en

niveles que no ocasionan dafios econémicos a los cultivos (Azevedo y Melo, 1998).

Khan et al. (2001) reportaron que al agregar un hongo nemato6fago al suelo de forma
separada a P. lilacinus y Trichoderma harzianum, que son hongos nematéfagos
junto a un substrato organico se reduce la actividad patogénica de M. incognita. Al
agregar la combinacion de ambos hongos al suelo junto al substrato organico se

reduce la poblacion del nematodo nodulador y aumenta el vigor de la planta.
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e Hongo Lecanicillium spp

El desarrollo de una agricultura mas amigable con el ambiente ha permitido la
basqueda de organismo microbianos en el control de patdégenos en cultivos
comerciales y dentro de estos microorganismos encontramos el hongo Lecanicillium
spp el cual es un hongo entomopatégeno, antagonista y nematéfago, el cual es

utilizado para el combate de plagas agricolas (Obregon, 2006).

Dos de las especies de Lecanicillium que se utilizan son: Lecanicillium lecanii y
Lecanicillium muscarium. La combinacion de estas dos especies de Lecanicillium le
confiere al producto caracteristicas especiales para el control simultaneo de insectos
como lo es la mosca blanca, trips; cochinillas y afidos, asi como enfermedades del
tipo roya y mildius polvosos. Al caer el producto al suelo y si logra profundizar ejerce
un efecto sobre huevos de nematodos. La particularidad de las cepas de estas dos
especies de Lecanicillium es que estan potencializadas para el control de insectos
comunes en ambientes protegidos y en campo abierto. Modo de accién: las
conidias del hongo en contacto con la plaga entran en competencia con la microflora
cuticular produciendo un tubo germinativo que tiene la capacidad de atravesar el
tegumento del insecto, se ramifica dentro de su cuerpo y provoca la muerte del
hospedante debido a las toxinas secretadas, momificandolo y apareciendo
posteriormente una esporulacion blanquecina sobre el cuerpo del mismo en

condiciones de humedad relativa alta (Saksiriraty y Hoppe, 2001).

Investigaciones recientes han informado que efluentes de algunas fermentacion
liquida del hongo entomopatdgeno Lecanicillium lecanii, obtenidos por el Instituto
Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafa de Azucar (Icidca), pueden
ejercer control sobre el nematodo de las agallas Meloidogyne incognita (Gomez,
2008). Los metabolitos presentes en estos efluentes poseen actividad proteolitica,
lipolitica y antimicrobiana; son compuestos polipeptidicos con propiedades

antibidticas y acidos fendlicos (Gomez, et al., 2004).
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e Hongo Paecilomyces lilacinus:

Segun Jatala (1985), el hongo Paecilomyces lilacinus ha sido un hongo muy
estudiado en Peru desde hace muchos afos. Su efecto principal es contra huevos y
hembras de Meloidogyne, Globodera, Rotylenchulus, aunque también se conoce
gue produce toxinas que afectan el sistema nervioso de otros nematodos como
Radopholus similis actuando en hembras y larvas vacuolizadas, eso6fagos
degenerados y pérdida de movilidad, entre otras. La eficacia del hongo se ha
demostrado en concentraciones mayores a 107u.f.c/ml. Se puede observar
vacuolizaciones internas de las larvas del primer estadio, segmentacion y
gastrulacion atipicas. El hongo es capaz de penetrar el huevo, crecer dentro del
mismo y destruir el embrién. P. lilacinus, es un hongo que ofrece grandes ventajas
debido a su gran adaptabilidad a diferentes tipos de suelo y que cuenta con un alto

potencial parasitico.

Segun el Grupo de Estudio para la Formaciéon y Docencia en Enfermedades
Infeccionsas y Microbioldgicas (GEFOR, 2011) Paecilomyces lilacinus su aspecto de

la colonia en agar glucosa de peptona a 30°C es la siguiente:

Didmetro: 30 mm en una semana.
Topografia: Desde lisa a abombada.
Textura: Densamente algodonosa.

Color: Al principio blanca para convertirse en lila.

YV V V VYV V

Reverso: Purpura palido u oscuro.

Agritec (2010), reporta que produce y comercializa Paecilomyces lilacinus como
producto comercial Nemaquill es un producto que incorpora en su composicion las
enzimas que generan estos tipos de microorganismos, desarrollados en laboratorio e
incorporados al producto en un sustrato de materia organica, obtenido a partir de
extractos acuosos de diferentes plantas, de manera que al ser aplicado en un suelo
libera las enzimas que tiene absorbidas en el sustrato organico, degradando éstas la

quitina de los huevos de nematodos. El hecho de actuar sobre los huevos y larvas
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de nematodos lo hace mas efectivo, porque controla futuras generaciones, haciendo

que la poblacion quede sisteméaticamente reducida (Figura 8).

Figura 8. Paecilomyces lilacinus creciendo sobre los huevos y larvas de
Meloidogyne sp. Fuente: http://www doctor-obregon.com/paecilomyces.aspx junio 2010

e Hongo Trichoderma sp

Por su versatilidad, adaptabilidad y facil manipulacién, los hongos del género
Trichoderma han sido estudiados y utilizados como fungicidas biolégicos en la
agricultura, ademas, son conocidos como estimuladores de crecimiento en las
plantas. Trichoderma spp. es un hongo anaerébico facultativo, perteneciente a los
Deuteromycetes, caracterizados por no presentar un estado sexual determinado. Se
encuentra distribuido a nivel mundial en un amplio rango de zonas de vida y habitat,
especialmente en aquellos donde se encuentra un alto contenido de materia
organica o desechos vegetales en descomposicion. Es un hongo habitante del suelo
caracterizado por su color verde de las esporas. Sub-divisibn Deuteromycotina,

Clase: Hypomycetes y Familia: Monileaceae (Cook and Baker, 1989).

Trichoderma produce tres tipos de propagulo: hifas, clamidosporas y conidios, estas
son activas contra fitopatdgenos en diferentes fases del ciclo del vida, desde la
germinaciéon de esporas hasta la esporulacion. Los mecanismos de accion utilizados
para desplazar al fitopatbgeno son basicamente los siguientes: micoparasitismo,
antibidsis y competencia directa por espacio y nutrientes (Harman et al. 2004, Lu et

al. 2004, Chet et al. 2006). Crece rapido, esporula abundantemente y presenta gran
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habilidad para colonizar r4pidamente las raices de las plantas. Ademés, ha
desarrollado mecanismos para atacar y parasitar a otros organismos (Howell 2003,
Harman et al. 2004, L6pez, 2004).

El hongo Trichoderma spp constituye unos de los preparados fungicos de mayor
reproduccion e importancia; porque tiene efecto de antagonismo y atacan una gran
variedad de patdégenos de suelo responsables de las principales enfermedades de
muchos cultivos agricolas del mundo. ElI hongo se reproduce asexualmente, es
anamorfico y es heterdéfico. Es un hongo aerobio, su pared celular estd compuesta
de quitina, pectina y almidon como fuente de carbono (Figura 9). Tolerantes a bajas
humedades y amplio rango de temperaturas, tienden a crecer en suelos acidos
(Harman et al., 1981).

Figura 9: Hongo Trichoderma sp. Aislado de medio de cultivo. Fuente, Vargas. L,
2009

Segun Bettiol (2006) diversos productos formulados con Trichoderma sp se han
comercializado en Brasil para uso en sustrato de produccién de posturas,
especialmente en hortalizas y ornamentales. La recomendacién general es la adicion
del hongo via liquida (irrigacién) o sélida (incorporacion del sustrato con esporas y
micelio del hongo) después de la desinfestacion o esterilizacion del sustrato y
algunos dias antes de la siembra o transplante. La produccién del antagonista se

realiza en granos de arroz, o sorgo. Después de la transferencia del indculo a los

55



granos son necesarios 30 dias para la obtencion del producto final, y se pasa por las
fases de incubacién, secado y empaque.

Trichoderma puede tener varios usos por ejemplo en un sistema float (Flotar) se
mezcla al sustrato en la proporcién de 100 g/100 kg de sustrato. Ese volumen es
suficiente para completar 200 bandejas con 200 células. En el sistema de
produccién de plantulas en canteros, el producto se disuelve en agua y se aplica en
los canteros después de la siembra. Una aplicacion, tanto en el sustrato como en los
canteros, siempre en la siembra, es suficiente para el control efectivo de la
enfermedad. El uso y las técnicas se adoptaron con el fin de reducir el uso de
pesticidas en el cultivo, con la consecuente reduccion de riesgos para los
productores y consumidores. El uso de la practica posibilitd la sustituciéon del
bromuro de metilo, que resulta una contribucion para la proteccién del ambiente
(Bettiol, 2006).

Ademas de la incorporacion en sustrato, el hongo Trichoderma sp se utiliza en el
tratamiento de semillas y en la irrigacion con maquinaria en grandes cultivos en la
region céntrica del Brasil. Es utilizado para el control de enfermedades causadas por
Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum y Fusarium solani son de gran importancia
para los cultivos de frijol, soya, algodén y maiz cultivados en un sistema con
irrigacion. Esos patégenos, ademas de causar serios problemas en la productividad,
muchas veces inviabilizan totalmente el area para la agricultura; por lo cual el control
por medio de fungicidas quimicos tiene una eficiencia baja. El bioagente se aplica en
el tratamiento de semilla, en el cultivo, y también por el agua de irrigacion de pivote
central. Diversas empresas comercializan el hongo Trichoderma sp para uso en ese

sistema (Valdebenito y Sanhueza, 1991).

Un ejemplo es el uso de Trichoderma viride en el cultivo de la manzana en el sur de
Brasil contra el hongo Phytophthora cactorum causa podredumbre de las raices del
manzano, por lo que en el replanteo se utiliza tradicionalmente el bromuro metilico

para desinfectar los huecos. La sustitucion del bromuro metilico se dio con el uso
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asociado de dosis baja de formaldehido (3%), esterilizante que no contamina el
suelo, con propagulos de Trichoderma viride, organismo altamente competitivo en el
suelo y antagénico a Phytophthora cactorum. El agente de control biolégico utilizado
se obtuvo de raices de manzanas con podredumbres, en la regién de Vacaria, RS.
Trichoderma se produce en semillas de sorgo dulce, pasadas por autoclave,en
embalajes de 4 g, cantidad recomendada para un hoyo. El antagonista debe
aplicarse siete dias después del tratamiento con formaldehido (10 Litros/hoyo),
inmediatamente debajo de la superficie del suelo. Después de la aplicacion, el area
tratada debe humedecerse con 2 Litros de agua para mejorar la colonizacion del
sustrato. El replanteo debe realizarse de siete a diez dias después de la aplicacion
de Trichoderma sp (Valdebenito y Sanhueza, 1991).

Otra recomendacién es utilizar Trichoderma sp junto con la aplicacién de podas o
reduccion de copas con la finalidad de obtener un control rapido y eficiente de
enfermedades, promoviendo el aumento de la produccién individual de las plantas.
Esta practica es utilizada en plantaciones de cacao, independiente de la enfermedad
gue pueda presentarse. También ejerce competencia de dominancia de una planta
sobre la otra, dispensa gastos por apuntalamiento, favorece y eleva la productividad,
facilita tratamientos fitosanitarios, aumenta el ingreso de la cosecha, disminuye la
incidencia de enfermedades y reduce los costos operacionales y materiales
(CEPLAC, 1995).

El hongo antagonista Trichoderma spp. es un biorregulador efectivo contra
nematodos del género Meloidogyne, por medio de sus toxinas e hifas. Algunos
estudios se les ha observados efecto de cepas de T. harzianum y T. viride, accién
sobre la eclosion de huevos, y la poblacion de nematodos en suelo inoculado e
infestado en comparacion con el efecto de otros productos de accion nematicida,
gue también se ha usado en plantaciones de café y viveros de ornamentales, donde
ha tenido reducidon de la eclosibn de huevos y la movilidad de larvas a

concentraciones mayores de 108 conidias/g (Pérez, et al., 2006).
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Los hongos poseen caracteristicas que definen muy bien sus potencialidades como
biocontroladores, por su alto poder patogénico y la capacidad de producir epizootias;
sin embargo, su produccion a escala industrial presenta algunos inconvenientes que
han limitado el desarrollo de estos organismos con amplias posibilidades
entomopatogénicas y antagonistas, y es precisamente el poder superar estas
limitaciones lo que puede hacer posible su empleo a gran escala (Ferndndez y
Larrea, 2006). Para el control de enfermedades fangicas y también para nematodos
se encuentran especies del género Trichoderma, donde sobresalen T. harzianum
Rifai, T. viride Pers., T. virens, T. pseudokoningii Rifai. Estas cepas han adquirido un
valor comercial debido a los resultados efectivos obtenidos durante su aplicacion, y a
la aparicion de nuevas tecnologias para la producciéon masiva y el desarrollo de

bioproductos (Hermosa et al., 2000; Harman, 2000).

En siembras de cultivo de tomate, en Holguin Cuba, durante cuatro afios
consecutivos (1999-2003) se aplico Trichoderma harzianum cepa A-34 a una dosis
de 8 kg/ha en diferentes fases del cultivo, con una notable disminucién de la
poblacion de los nematodos del género Meloidogyne. Los indices de infestacién se
redujeron de grados 3 y 4 hasta el 1. En los ultimos afios el procedimiento se ha
extendido a todas las casas de la unidad, y los indices de infestacion no superan el
grado 1. En la agricultura urbana de la provincia de Matanzas se utilizé la cepa A-34
en aplicacion directa al suelo previo a la siembra, con una dosis Unica de 25 g del
biopreparado por metro cuadrado. La efectividad de los tratamientos contra los
nematodos de la agalla oscil6 entre 52 y 82% de control del indice de ataque en el
sistema radical del cultivo (Ezziyyani et al., 2004).

T. harzianum es un hongo filamentoso que habita en suelos donde los nutrientes de
facil asimilacion son escasos, y es alta la competencia con otros organismos. posee
una gama extraordinaria de enzimas hidroliticas y quitinoliticas que le confieren gran
capacidad de interactuar de forma parasitica y simbidtica con microorganismos y
plantas. Se ha demostrado que existen varios mecanismos de accion antagénica del

hongo Trichoderma en el control microbiano de fitopatbgenos como la antibiosis,
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interacciones directas con el patdégeno (micoparasitismo y lisis enzimatica),
induccion de resistencia, competencia por espacio y nutrientes y asi de ahi que
estas cepas se empleen en la agricultura para el control de enfermedades fungicas,
asi como bioestimulantes de plantas y biofertilizantes (Lecuona, 1996; Fernandez,
2001; Ezziyyani et al., 2004; Lorito, 2006).

e Hongo Pochonia spp como agente de control bioldégico de neméatodos

Otro de los hongos que tienen historial de controladores de nematodos fitoparasitos
es: Pochonia chlamydosporia, anteriormente llamado Verticillium
chlamydosporium (Goddard). Es un parasito facultativo de huevos de nematodos de

quistes y agallas ampliamente distribuido en el mundo.

Pochonia spp tiene capacidad y puede sobrevivir en condiciones adversas del
ambiente, capacidad de producir antibiéticos u otros compuestos que inhiben
nematodos u otros organismos para mejorar su oportunidad de sobrevivencia. La
habilidad para afectar a mas de una especie de nematodos con dispersion efectiva
en el suelo, capacidad para reproducirse in vitro en grandes cantidades a nivel
comercial (Figura 10) y de facil aplicacion, tiene resistencia a la fertilizacion y a
algunos plaguicidas. Los trabajos actuales con este agente estan dirigidos al
aislamiento y seleccion de cepas nativas y la obtencion de formulaciones
comerciales (Hidalgo et al, 2004). Aparece como parte de un complejo de diferentes
especies estrechamente relacionadas (Zare et al., 2000). Es uno de los hongos
nematoéfagos mas estudiados y considerado como uno de los agentes de control
biologico mas promisorios para el manejo de poblaciones de nematodos
especialmente formadores de agallas (Kerry y Jaffee, 1997), en particular extraidos
de huevos de M. incognita (Kerry, 1987; Bourne, 1995; Hidalgo, 2000).
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Figura 10. Crecimiento de la cepa IMI SD: 187 alos 21 dias de incubacion
a 25°C. Fuente: http/www.monografias.com/.../bionematicida.shtml10 Agosto 2010

En Cuba, Hidalgo (2000), evalud aislamientos autdctonos de P. chlamydosporia 'y
seleccionaron a la cepa Vcc-108 de P. chlamydosporia y como potencial para control
de Meloidogyne spp; proponiendo un método de produccion masiva mediante
formulacion sélida en bandeja, sentando las bases para el desarrollo de productos
eficaces y comercialmente viables. Atendiendo a las potencialidades de este hongo
para el control de nematodos formadores de agalla, se han precisado como
principales direcciones de trabajo la obtencion de una formulacion comercial y la
propuesta fundamentada de una estrategia de manejo, con la aplicacién de cepas
seleccionadas en combinacion con cultivos menos susceptibles o resistentes a los
nematodos y que soporten un crecimiento extensivo del hongo en su rizosfera (Kerry
y Bourne, 1996; Atkins et al , 2002; Kerry e Hidalgo, 2004)

En Agar Harina de Maiz las colonias son de color blanco y de aspecto flocuoso, el
micelio es de menor grosor que en PDA. El reverso es de color blanco amarillento.
La colonia a los 7 dias alcanza un diametro de 25 mm. Este medio se recomienda
para la conservacion del hongo por subcultivo 0 como sustrato de crecimiento y su

posterior liofilizaciéon (Hidalgo y Diaz, 2000 Atkins, et al. 2000.

El medio Agar Harina de Maiz se ha utilizado para chequear la produccién de
clamidosporas de diferentes aislamientos de esta especie. Este medio unido al
medio Caldo Czapek Dox es muy utilizado para realizar extracciones de ADN del

hongo para el desarrollo de métodos moleculares. Estos tres medios son los mas
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usados para el cultivo e identificacién de esta especie, pero por observacién visual
es muy dificil diferenciar entre la variedad chlamydosporia y catenulata (Kerry y
Bourne, 2002)

e Hongo Beauveria bassiana

El hongo Beauveria bassiana es un hongo deuteromiceto que crece de forma natural
en los suelos de todo el mundo, es facil de reproducir en medio de cultivo y muchos
estudios con Beauveria bassiana ha sido probados y reconocidos en el control
de muchas plagas e insectos; un ejemplo ha sido el efecto contra las garrapatas,
donde los cepas de B. bassiana fueron evaluados en etapas adultas con resultados

de una alta mortalidad (Abdigoudarzi, et al., 2009).

Su poder entomopatégeno le hace capaz de parasitar a insectos de diferentes
especies, Pertenece a los hongos entomopatégenos y actualmente es utilizado
como insecticida biolégico o biopesticida controlando un gran nimero de parasitos
de las plantas como son las orugas, las termitas, las moscas blancas, los afidos, los

escarabajos y otros (Valencia, 2000).

En trabajos realizados en el Laboratorio de Control Biol6gico en Colombia, se
selecciond el aislamiento de B. bassiana Bv025 por presentar un porcentaje de
control del 100% sobre adultos de gusano blanco de la papa, luego de 24 dias de
haber sido inoculado sobre el insecto bajo condicion de laboratorio (Torres, 1999).
Posteriormente se desarrollaron preformulados granulados a partir de esta cepa.
Todos ellos causaron mortalidades acumuladas superiores al 89% en condiciones
de casa de malla, después de 20 dias de haber sido aplicado el tratamiento en el
suelo (Valencia, 2000).

Existe experiencia promisoria del este hongo contra Globodera pallida en Peru
donde resultados de investigacion con Beauveria bassiana demostraron que esporas
del hongo entomopatdégeno aplicadas en solucion al suelo redujeron la poblacion
final del nematodo de quiste de papa Globodera pallida hasta 37,5 % con respecto al

61


http://es.wikipedia.org/wiki/Hongo
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Deuteromiceto&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Especies
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Hongos_entomopat%C3%B3genos&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Insecticida_biol%C3%B3gico&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Biopesticida

testigo limitando moderadamente la tasa de multiplicacion de quistes en plantas de
papa susceptible (Franco et al., 1989).

Algunas sustancias que poseen algunos hongos entomopatégenos han venido
siendo estudiadas; un ejemplo lo muestra las diferentes macromoléculas de

naturaleza proteica que tiene un efecto insecticida notable como las proteinas

melanizantes de B.bassiana (Fuguet y Vey, 2004; Fuguet et al., 2004)

Figura 11. Cepas de Beauveria bassiana sp aislada en medio de cultivo PDA.
Fuente Vargas, C. 2009
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION

La investigacion se desarroll6 en San Juan de Chicua, de Oreamuno, provincia de
Cartago, con una altitud de 2800 msnm, donde predomina el bosque muy humedo
montano, el suelo es de origen volcanico del orden Andisol y la temperatura,
precipitacion y humedad relativa promedio anual es de 15° C, 2920 mm y 85 %,
respectivamente. El invernadero se ubicé a 9° 57.08.87 latitud norte 83° 51.29.80°
longitud oeste en la misma localidad (Figura 13). Las investigaciones se iniciaron en

mes de junio del 2007 y finalizaron en el afio 2009.

En todas las investigaciones se utilizd semilla limpia proveniente de la Estacion
Carlos Duran. Se tomaron los datos de promedio de temperatura minima y maxima
de suelo. El suelo para la investigacion fue de textura arenosa y esterilizado, con
buenas condiciones tanto para la planta como para el desarrollo del nematodo
Globodera pallida. Se utilizaron potes con medidas de 10 x 10 cm. EI andlisis en
todas las investigaciones se fundamenté con las inoculaciones a partir de los
sintomas en las plantas y quistes adheridos en raiz y tomando en cuenta el

desarrollo de la planta y el ciclo del quiste de G. pallida.
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Figura 12. San Juan de Chicua. Cartago. Costa Rica, 2009: Fuente: Google Earth,
2009

3.2 MEDICION DE TEMPERATURA DE SUELO.

En las actividades de investigacion se utiliz6 una estaciéon portatil con Software
data-loggers equipo, el cual proceso registros diarios de temperatura en la maceta
seleccionada y se obtuvo como dato de temperatura del suelo inoculado; dato que
fue ideal para la monitorizacion y registro de temperatura (Figura 13). Como un
componente fundamental en estudio de G. pallida una plaga que su habitat esta muy
ligado a la temperatura del suelo para cumplir su ciclo de vida. Se usé un Software
data-loggers incorporado al equipo ideal para obtener los registros diarios de

temperatura.
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Figura 13. Estacion Metereoldgica (A). Software data-loggers (B). Maceta con la
conexion de estacion metereoldgica (C). San Juan de Chicua, Cartago,
Costa Rica. 2007. Fuente. Piedra R. 2007.

3.3. SEPARACION DE QUISTES DE SUELO

Uno de los métodos mas importantes en la extraccion de quistes es el método de
Fenwick Modificado, creado en 1940 por D.W. Fenwick. Este consiste en un aparato
hecho de acero, con una altura de 30 cm; este se estrecha hacia la cima y presenta
una base inclinada; tiene un agujero de 2.5 cm de didmetro, ubicado en el lado mas
bajo de la base inclinada, que se cierra con un tapén de caucho cuando se utiliza;
debajo del borde del Fenwick hay un cuello inclinado con un borde vertical de 6 cm
de alto; el cuello se estrecha hacia la salida hasta 4 cm de ancho; opcionalmente
puede presentar un pequefio tubo de entrada a 5 cm de la cima, conectado al
abastecimiento de agua para llenar el Fenwick; ademas posee un embudo grande
de acero de 20.5 cm de didmetro, con un eje de 20.5 cm de largo, el cual en su
interior posee un cedazo de 1 mm de abertura; de la salida del cuello se colocan
tamices de 840 um y 250 um (Figura 14) (Shepherd, 1986).

Inicialmente se llena el Fenwick con agua y se mojan los tamices; se coloca la

muestra dentro del embudo, en el cedazo y se incorpora agua a presion; la materia
organica y algunas particulas de suelo rapidamente flotan hasta el cuello y pasan a
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los tamices; utilizando este método se recuperan el 70% de los quistes (Shepherd
1986).

Figura 14. Estructura de Fenwick
Modificado. Fuente. Piedra
R. 2007

Un método de extraccion de quistes para suelos arcillosos fue propuesto por
Williamson, el cual al incorporar agua hirviendo hace que la muestra de suelo se
disgregue. Esta se coloca en un juego de tamices de 2 mm, 850 y 250 ym, y con
agua hirviendo y una espatula se agita la muestra en el tamiz mas alto.
Seguidamente se elimina este tamiz y se continla lavando con agua tibia.
Finalmente se recogen los contenidos de cada tamiz y se colocan en beakers
(Shepherd 1986).

Reilly y Grant (1985) establecieron una metodologia de extraccion de quistes de

Globodera tabacum solanacearum, la cual consiste en incorporar 400 cm de una

solucién de sucrosa (1.37 densidad) a un beaker de 1 L contenido con 100 cm3 de
suelo, seguidamente se agita por 1 minuto y se deja reposar por 10 min. Luego el
sobrenadante se pasa por en juego de tamices de 710, 250 y 38 um y se lavan con
agua para eliminar el exceso de sucrosa. Los quistes son recuperados del tamiz de
710 ym y los juveniles del tamiz de 38 um, estos son colocados en tubos de
centrifuga con la misma solucibn de sucrosa y se dejan reposar por 10 min.

Finalmente, el sobrenadante se pasa por un tamiz de 38 um y se enjuagan. Este
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método mejord la obtencién de quistes cuando la recoleccion de muestras se

realizaba en periodos en que los niveles de quistes eran casi no detectables.

Para mejorar la eficiencia en la extraccion de quistes se han aplicado diferentes
metodologias, por ejemplo, Shepherd (1986) recomienda para Heterodera y
Globodera secar las muestras totalmente en un equipo de ventilacion especial que
pasa aire tibio a través de la muestra, luego se rompen las particulas grandes y se
pasa por un tamiz de 4 mm de apertura. Finalmente se dividen en submuestras de
100, 200 6 500 g y se procesan. Canto y Gonzalez (1993) sugieren colocar el suelo
en bandejas plasticas y secar a la sombra para no afectar la viabilidad de los huevos

3
de G. pallida por los rayos ultravioleta, y luego dividir en muestras de 200 cm

Kim y Riggs (1995) evaluaron muestras directamente de campo, utilizando 100 g de
suelo para realizar con equipos portétiles, un diagnostico en el campo, y asi reducir
el trabajo que conlleva el procesado en el laboratorio y evitar el transporte de las

muestras. Riggs et al. (1997) utilizaron tamafos de 250 cm3 y 500 cm3 para extraer
juveniles y quistes de H. glycines, probando diferentes métodos de empaque y
transporte de muestras y demostraron que dichos tamafios no difirieron en la
recuperacion de quistes, pero si de juveniles. La Mondia y Brodie (1987)
investigaron en un suelo organico, inoculado con quistes de G. rostochiensis y H.

schachtii demostraron que conforme aumentaba el tamafio de muestra a partir de

500 c:m3 hasta 2000 cm3 disminuia la cantidad de quistes, debido a la presencia

excesiva de materia orgénica.

Para la separacion de quistes de suelo en esta investigacion se utilizé el sistema de
Fenwick modificado. Los quistes recogidos en el tamiz de 100 mesh fueron
transferidos a un balén aforado de 250 ml y llenado hasta la mitad con agua, se agité
y se mezclé la muestra y después se lleno el balon por completo con agua. Se dejo
en reposo un minuto para que los quistes flotaran y el resto de materia organica
precipitara; después se vaciaron los quistes sobre un papel filtro que fue colocado

previamente en el embudo de manera que mientras se vaciara estuviera rotando
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sobre el balon y de tal esta manera se evitd que el material organico se pasara al
filtro (Figura 15 B). La muestra se sec6 a temperatura ambiente de 24° C a 25° C,
durante 5 dias posteriormente se realizd la extraccion, seleccion (color y tamafio

adecuado) y conteo de quistes (Figura 15 C).

Figura 15. Fenwick modificado (A), balén aforado de 250 ml (B) y filtro para la
extraccion de quistes (C). Fuente. Piedra, R. 2007.

3.4 VIABILIDAD DE QUISTES

Una vez seleccionado los quistes para las inoculaciones se procedi6 a la prueba de
viabilidad de los mismos. Como se indica en la literatura un quiste puede contener
entre 200 hasta 500 o mas huevos o larvas. El procedimiento consistié en tomar 25
guistes los cuales se trituraron con un homogenizador (Figura 16). Luego se disolvié
en un volumen de agua de 50 cc. Con una pipeta se tomaron 3 cc y se obtuvo un
promedio de huevos y larvas por quiste para lo cual se emple6 una féormula
matematica. Tanto para el nivel o umbral de dafio, la viabilidad de los quistes fue de
260 huevos y larvas y para el objetivo de control biolégico se obtuvo 180 huevos y

larvas por quiste. Esta técnica se realiz6 como se indica a continuacion:
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VIABILIDAD DE QUISTES
VT= Prom.3 cc x Vol.

Q

Donde:
VT= Viabilidad Total
Prom= Promedio de 3 alicuotas.

Q= Numero de quistes

Una vez que se obtuvieron los quistes para la inoculacion se realizaron
observaciones de cortes perineales y de larvas al microscopio de luz en 45x. Con

esas observaciones que diagnostico el género Globodera pallida (Figura 17).

Figura 17. Identificacién de Globodera pallida mediante corte perineal (A) y larva
con estilete (B). Fuente. Vargas, C. 2007

3.5. INOCULACION DE QUISTES EN LAS INVESTIGACIONES

Para el caso de control biolégico se utiliz6 una malla con la cantidad inicial de
quistes y al final del ensayo se determind la cantidad de quistes en la malla producto
de la eclosion durante el ensayo. En el CIP (1981) en los estudios de Globodera spp,
varios experimentos se ejecutaron usando macetas en la siembra de clones de
papa. Para estos estudios se usO una maceta que tenia una marbete para la

identificacion de los tratamientos (Figura 18). Importante destacar que cada quiste
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de G. pallida tenia una forma homogénea en caracteristicas de tamafio y color

parecidos para obtener una cantidad de huevos y larvas promedio por quistes

marbete

Figura 18. Maceta con inoculacion de quistes cot
semilla papa. Fuente: CIP, 1986

suelo

tubérculo
quistes

suelo

3.6 DETERMINACION DE NIVELES CRITICOS O UMBRALES DE DANO

El estudio para determinar niveles criticos de dafio del nematodo Globodera pallida
fue basado en inoculaciones de quistes seleccionados. Los mismos fueron llevados
a una prueba de viabilidad y se determiné una cantidad promedio de 260 larvas y
huevos. Estas poblaciones por quiste se tomaron como una densidad poblacional
inicial mezclados con suelo esterilizado y posteriomenet fueron sembrados con
tubérculos de papa variedad Floresta. Se observaron quistes adheridos en las raices
de las plantas inoculadas y el peso en gramos (g) de tubérculos en cada tratamiento

Los tratamientos fueron de 0 a 45 quistes inoculados al pote con suelo (Cuadro 2).

Cuadro 2. Distribucién de tratamientos en el disefio experimental. San Juan de
Chicua, Cartago, Costa Rica. 2007.

TRATAMIENTO REPETICIONES

Tratamiento 1 (0 quistes)
Tratamiento 2 (5 quistes)
Tratamiento 3 (10 quistes)
Tratamiento 4 (15 quistes)
Tratamiento 5 (20 Quistes)
Tratamiento 6 ( 25quistes)
Tratamiento 7 (30 quistes)
Tratamiento 8 (35 quistes)
Tratamiento 9 (40 quistes)
Tratamiento 10 (45 quistes)

XEONNUOAWDR|—
COoURNAWONGI=
Nwhogrooa-~
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Las variables analizadas fueron:
e Peso de tubérculos en gramos de todos los tratamientos
e Sintomas de marchitez en las plantas y nimero de quistes en raiz. Las
plantas en el invernadero duraron 80 dias desde la siembra, tiempo suficiente
donde el nematodo cumplié su ciclo de vida, lo cual sirvi6 para hacer los

respectivos analisis.

3.7. IDENTIFICACION DE RAZAS DE Globodera pallida

Para la identificacion de la raza o razas de G. pallida se utilizaron clones o
diferenciales de papa con la variedad Floresta. Se utilizo la misma calidad de suelo y
tamafio de los potes. Los mismos fueron inoculados con cantidades de 40, 45 y 50

quistes con la viabilidad de 260 larvas y huevos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Clones o diferenciales de papa inoculados con diferentes cantidades de
quistes para identificar razas. San Juan de Chicu&. Cartago. 2008.

DIFERENCIALES No. No. No.
Quistes  Quistes Quistes

Floresta (Solanum tuberosum ssp tuberosum)

40 45 50
800286 (Multidissectum hibrido P55/7) (H2)

40 45 50
800289 (Solanun kurtzianum) (KTT 60.21.19) 40 45 50
800290 (Solanum vernei) (GLKS 58.1642.4) 40 45 50
800291 (VTn 62.33.3) 40 45 50
800944 (65.346.19) 40 45 50

La interpretacion de resultados de razas o biotipos de Globodera pallida fue basada
en una tabla o esquema latino de clasificacion de razas del nematodo de quiste de
papa Globodera spp, (Canto y Scurrach, 1977). La misma incluye el diferencial
800944 (65.346.19) este material cuando es inoculado, la reaccion positiva (+) indica
presencia de Globodera pallida. En la inoculacion de los quistes la reaccion en cada
columna identifica una raza (Cuadro 4) un ejemplo; si los quistes dan positivos con la
columna P1A, la raza identificada es pallida patotipo 1A, o si es P5A, la raza es

pallida patotipo 5Ay asi sucesivamente.
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Cuadro 4. Esquema latino para identificar razas de Globodera pallida, establecido
por (Canto, Scurrach, 1977).

C_Iones 0 P1A P1B P2A P3A P4A P5A
diferenciales

Floresta (Solanum
tuberosum ssp

800286 _ + + + +
(Multidissectum hibrido
P55/7) (H2)

800289 (Solanun + +
kurtzianum) (KTT
60.21.19)

800290 (Solanum + + + + +
vernei) (GLKS
58.1642.4)

800291 Solanum _ + +
vernei (VTn 62.33.3)

800944 (65.346.19) + + + + + +

3.8. EVALUACION DE LA EFICACIA BIOLOGICA DE LOS MICROORGANISMOS
CONTRA NEMATODO Globodera pallida.

En la investigacién de control biologico de G. pallida, cuando se hizo la extraccién de
los quistes se procedio a inocularlos en potes con suelo esterilizado. Posteriormente
se sembrd semilla de papa variedad Floresta para cada tratamiento. Los quistes
inoculados fueron puestos en una malla de muselina (especie de tela), que permitid
evaluar la cantidad de quistes eclosionados y la recuperacion de los mismos al final
del ensayo. Finalmente se aplicaron los hongos nematéfagos. (Figura 19).
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A B C

Figura 19. Quistes puestos en malla (A) Suelos con Hongos nematofagos (B)
siembra semilla de papa (C). Fuente. Piedra, R. 2008
La viabilidad de los quistes en este bioensayo fue de 180 huevos y larvas por quiste.
Las variables evaluadas en cada tramiento fueron: peso en g de tubérculos, nimero
de quistes sin eclosionar, nUmero de quistes eclosionados, quistes recuperados del
suelo inoculado, y observacion al estereoscopio, de quistes sin eclosionar
recuperados de la malla. La cantidad de producto de cada hongo nematéfago
aplicado fue de 50g en mezcla con arroz 80 % de pureza. La concentracion de los
hongos fue de 1x10° -conidias por g de suelo, (Cuadro 5). Las cepas de hongos

nematofagos que se utilizaron son nativas de diferentes zonas de Costa Rica.

Cuadro 5. Tratamientos utilizados de cepas de hongos nativas de Costa Rica. San
Juan de Chicua. Cartago, Costa Rica. 2008.

Tratamiento Concentracion Cédigo de Producto Quistes por
(conidias/ g) cepas eng pote
1 Beauveria sp 1x10° JV 50 50
2.Paecilomyces lilacinus 1x10° CFlI 50 50
3.Pochonia sp 1x10° Mog 08H 50 50
4.Lecanicillium lecanii 1x10° BOS 50 50
5.Trichoderma sp 1x10° Carlos Duréan 50 50
6.Testigo sin producto o o _ 50

Se utiliz6 un disefio experimental irrestricto al azar con 6 tratamientos y 4

repeticiones (Cuadro 6). El analisis de varianza y la separacion de medias de los
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tratamientos, se utilizé el software estadistico (Infostat 2008) con una prueba de
separacion de medias Tukey alfa: 0,05.

Cuadro 6. Disefio experimental y distribucién de los tratamientos en la investigacion Control
Biolégico de Globodera pallida. San Juan de Chicua. Cartago, Costa Rica. 2008.

Repeticiones

Tratamientos | 1 11| v

1. Beauveria sp

2. Paecilomyces lilacinus
3. Pochonia sp

4. Lecanicillium lecanii

5. Trichoderma sp

oo N O~ W
R O wWw o~ N
N P W o1~ O
(o2 2 N OO RN @ ) B S\

6. Testigo absoluto

3.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis de varianza (ANOVA), permiten probar hipétesis referidas a los
pardmetros de posicion de dos o mas distribuciones. La hipotesis que se somete a
prueba generalmente se establece con respecto a las medias de las poblaciones en
estudio o de cada uno de los tratamientos evaluados en un experimento: Ho: pi1=
M1=2 =..= M1a con i =1, a donde a=numero de poblaciones o tratamientos. El
ANOVA es un procedimiento que descompone la variabilidad total en la muestra
(suma de cuadrados total de las observaciones) en componentes (sumas de
cuadrados) asociados cada uno a una fuente de variacion reconocida (Searle, 1971,
1987,) Nelder, 1994).

Uno de los principales objetivos en la planificacién de una experiencia, siguiendo un
disefio experimental, es la reduccion del error o variabilidad entre unidades
experimentales que reciben el mismo tratamiento, con el propésito de incrementar
precision y sensibilidad al momento de la inferencia, por ejemplo, aquello
relacionado a la comparacion de efectos de tratamientos. El disefio experimental es
una estrategia de combinacion de la estructura de los tratamientos (factores de
interés) con la estructura de unidades experimentales (parcelas, individuos,

macetas, etc.), de manera tal que las alteraciones en las respuestas, al menos en
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algun subgrupo de unidades experimentales, puedan ser atribuidas solamente a la
accion de los tratamientos excepto por variaciones aleatorias. Asi, es posible
contrastar (comparar) medias de tratamientos o combinaciones lineales de medias

de tratamientos con el menor “ruido” posible. (InfoStat, 2008).

Para el andlisis estadistico se utilizé el software InfoStat (2008), los analisis de
varianza para cada una de las variables dependientes en forma separada y
consecuentemente la separacion de medias con sus deferencias estadisticas
sefialadas con letras (a, b, c, d etc). El coeficiente de variacion (cv) de un estimador
de un parametro poblacional se define como el cociente entre su error estandar y el
verdadero valor del pardmetro estimado. El cuadrado del coeficiente de variacion de
un parametro estimado es referido como la varianza relativa del parametro
estudiado. (Infostat , 2008).

Prueba de Tukey: Se basa en el estadistico de Tukey el cual calcula como valor
critico para la identificacion de diferencias significativas, una cantidad (DMS) basada
en el cuantil correspondiente de la distribucién de rangos estudentizados. Cuando
los tamafios de muestra son iguales, esta prueba controla la tasa de error por
experimento, bajo hipétesis nulas completas o parciales. La prueba es mas
conservadora (error tipo | menor) que la prueba de Newman-Keuls o la de Duncan,
en consecuencia puede perder potencia con respecto a ellas. Cuando los tamafios
de muestras son desiguales. Se expresa en la separacion de medias. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05). InfoStat implementa la
modificacion propuesta por Miller (1981).

Las muestras de suelos utilizadas para la extraccién de quistes se obtuvieron de dos
fincas cuarentenadas por el nematodo y denominadas puntos con mayor presencia
del nematodo y ubicadas en San Juan de Chicua, al norte de la provincia de

Cartago.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
Los siguientes son los resultados obtenidos en las investigaciones realizadas:

41 DETERMINACION DE NIVELES CRITICOS O UMBRALES DE DANO

En la investigacion para determinar los niveles criticos de dafio de G. pallida la
temperatura obtenida en los potes estuvo en un rango de 4,44° C como temperatura
minimay de 29,30° C como maxima, para un promedio total durante la investigacion
de 16,87° C (Anexo 1). Esto se considerd optimo para el desarrollo del ciclo de G.
pallida asi como para las plantas de variedad Floresta.

En el Cuadro 7 y Figura 19, se muestra la evaluaciéon de peso en gramos de
tubérculos en cada tratamiento. Es importante analizar que el peso empezé a
disminuir a partir de las inoculaciones de 35, 40 y 45 quistes. Basado en el
tratamiento donde no se inocul6 (cero quistes), se analiz6 el porcentaje de peso del
rendimiento en cada tratamiento y se obtuvo el porcentaje de disminucion del peso
para cada tratamiento. Aunque no se presentaron diferencias estadisticas entre las
medias, la disminucion en g de tubérculos fue de 21,43, 30,93 y 42,86 en los
tratamientos de 35, 40 y 45 quistes respectivamente y esto se muestra en la Figura
20 (ver flecha). Este andlisis se complementd con observaciones de los sintomas de

dafo en las plantas y quistes adheridos en raiz.

Cuadro 7. Rendimiento de peso en gramos de tubérculos de papa obtenidos de la
investigacion. San Juan de Chicua. Cartago. 2007.

Tratamientos  Medias tratamientos % peso en g. % disminucién peso en g
O quistes 14,33 a 100,00 0,00
5 quistes 13,33 a 95,21 4,79
10 quistes 12,67 a 90,50 9,50
15 quistes 12,75 a 92,86 7,14
20 quistes 14,00 a 100,00 0,00
25 quistes 13,33 a 95,21 4,79
30 quistes 12,75 a 97,64 2,36
35 quistes 11,67 a 78,57 21,43
40 quistes 9,67 a 69,07 30,93
45 quistes 8,00 a 57,14 42,86

Letras distintas en medias indican diferencias significativas Tukey (p<=0,05).
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Figura 20. Peso en g de tubérculos en cada tratamiento. Flecha indica quistes con
sintomas. San Juan Chicua. Cartago. 2007.

El analisis de varianza en quistes adheridos en raiz evidenci6 diferencias
significativas en las inoculaciones de 40 y 45 quistes segun separacion de medias

Tukey p<=0,05. Este resultado se observa en el Cuadro 8 y Figura 21.

Cuadro 8. Cantidad de quistes en raiz del tubérculo observados al estereoscopio de
luz. San Juan de Chicua, Cartago. 2007.

Tratamientos Repeticiones Medias tratamientos
I Il 1]
Tratamiento 1 ( 0 quistes) 0 0 0 Oa
Tratamiento 2 (5 quistes) 0 0 0 Oa
Tratamiento 3 (10 quistes) 0 0 0 Oa
Tratamiento 4 (15 quistes) 0 0 0 Oa
Tratamiento 5 (20 Quistes) 0 0 0 Oa
Tratamiento 6 ( 25quistes) 0 0 0 Oa
Tratamiento 7 (30 quistes) 0 0 0 Oa
Tratamiento 8 (35 quistes) 2 1 1 1,33a
Tratamiento 9 (40 quistes) 10 9 3 7,33b
Tratamiento 10 (45 quistes) 12 11 5 9,33 b

Letras distintas en medias indican diferencias significativas Tukey (p<=0,05).
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Figura 21. Efecto de inoculaciones de quistes vs reproduccion de quistes adheridos
en raiz variedad Floresta de papa (Solanum tuberosum). San Juan de
Chicud, Cartago. 2007.

En la Figura 22, se observan sintomas y presencia de Globodera pallida en plantas a

los 80 dias de la siembra y en los tratamientos de 35, 40 y 45 quistes. También se

diagnosticé el dafio en el tallo, hojas y raices con quistes adheridos. Para la

obtencién de los niveles de dafio de acuerdo a la cantidad de quistes inoculados, se

tomo6 como referencia los tratamientos que presentaron quistes en raiz, sintomas en

las plantas y reduccion de peso en tubérculos.

Figura 22. Planta con sintomas, en 35 quistes (A), destruccion total en 40 quistes
(B) y quistes adheridos a raiz en 45 quistes (C). San Juan de Chicua.
Cartago 2007. Fuente: Piedra, R. 2007

Posteriormente se realiz6 el calculo basado en los 700 g de suelo en los
tratamientos y la viabilidad de 260 huevos y larvas. El resultado demostré que las
cantidades de 13,00, 14,86 y 16,71 huevos y larvas por g de suelo respectivamente,
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obtuvieron una densidad poblacional importante para producir dafio en las plantas

de esta variedad de papa (Cuadro 9).

Cuadro 9. Determinacion del dafio a partir de 35, 40 y 45 quistes inoculados, San
Juan de Chicué. Cartago. 2007.

Quistes con dafio Huevos y larvas Total de larvas y Huevos y larvas por

en la planta por quiste huevo/ 700 g suelo g de suelo
35 260 9 100 13,00
40 260 10 400 14,86
45 260 11 700 16,71

4.2 IDENTIFICACION DE RAZAS DE NEMATODO Globodera pallida

Para ver el comportamiento de las inoculaciones se tomaron los datos de
temperatura del suelo, condicion muy importante para la plaga. Se obtuvo un
promedio de temperatura minima de 9,17° C y una temperatura maxima de 30,10°
C, para un promedio general de 16,92° C. (ver anexo 2). Estos datos de
temperaturas son considerados como una condicién favorable para el desarrollo de

la planta y la plaga.

En el Cuadro 10 y Figura 23 se observa que los clones 800289 Solanun kurtzianum
KTT 60.21.19, 800290 Solanum vernei GLKS, 800291 Vernei VTn. no fueron
infectados, lo cual evidencié una resistencia al nematodo ya que no se observo

ningun quiste en las raices de la planta.

Los clones Floresta, 800286 y 800944 se diagnosticaron como susceptibles porque
hubo una respuesta positiva (+), Se observo en la variedad Floresta el menor
rendimiento en peso de tubérculos de papa y con quistes adheridos en las raices.
También es importante resaltar, en el mismo cuadro 9, que el diferencial 800290
ademas que resultd negativo ante la inoculacion de los quistes, obtuvo el mayor

peso de tubérculos que los demas clones.
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Cuadro 10. Resultados de peso en gramos y quistes adheridos a la raiz en
diferenciales de papa. San Juan de Chicua. Cartago. 2008.

Diferencial o clon Peso eng Quistes en Reaccion + 0 -
raiz
Floresta (Solanum 83,43 4,00 +
tuberosum ssp tuberosum)
800286 (Multidissectum 101,82 6,00 +
hibrido P55/7) (H2)
800289 (Solanun 105,00 0,00 -
kurtzianum) (KTT
60.21.19)
800290 (Solanum vernei) 97,10 0,00 -
(GLKS 58.1642.4)
800291 Solanum vernei 141,82 0,00 -
(VTn 62.33.3)
800944 (65.346.19) 112,55 3,00 +
6 -
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Figura 23. Efecto de las inoculaciones de quistes versus reproduccién en raices en
cada diferencial o clon de papa. San Juan de Chicua. Cartago. 2008.

El Cuadro 11, muestra laa columna el resultado de la reaccién de los diferenciales

inoculados, lo que evidencio caracteristicas similares a la columna donde se

visualiza la raza o patotipo PA3 (color rojo). Esta interpretaciébn se bas6é en la

metodologia descrita anteriormente y sirvid para visualizar las diferentes razas de

Globodera pallida (Stone).

Cabe destacar que los diferenciales 800289 Solanun
Kurtzianum KTT 60.21.19, 800290 Solanum vernei GLKS, 800291 vernei VTn,
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mostraron resistencia hacia el nematodo, porque al realizar el diagnéstico en la raiz

en ninguno de los clones se detectd infeccion.

Cuadro 11. Interpretacion de resultado de inoculaciones en clones o diferenciales
bajo esquema latino a la reaccion de razas de Globodera pallida (Stone).

San Juan de Chicua. Cartago. 2008.

Diferenciales

Razas de Globodera pallida

Floresta (Solanum
tuberosum ssp
tuberosum)

800286 (Multidissectum
hibrido P55/7) (H2)

800289 (Solanun
kurtzianum) (KTT
60.21.19)

800290 (Solanum
vernei) (GLKS
58.1642.4)

800291 Solanum vernei
(VTn 62.33.3)

800944 (65.346.19)

P1A

P1B

P2A

P3A

(+)

(+)

()
(+)

P4A  P5A
+ +
+ +
+ +
+ +
_ +
+ +

Resultado

(+)

(+)

()
(+)

4.3 EVALUACION DE LA EFICACIA BIOLOGICA DE LOS MICROORGANISMOS
CONTRA NEMATODO Globodera pallida

En el cuadro No.12 se muestran los resultados de las variables analizadas en esta

investigacion. La variable peso en gramos presenté diferencias estadisticas entre los

tratamientos. El tratamiento Trichoderma sp obtuvo un peso mucho mayor que los

demas tratamientos. (Figura 23). La variable quistes sin eclosionar y quistes

eclosionados no mostraron diferencias estadisticas entre los tratamientos. En la

extracciéon y recuperacion de quistes de suelo tanto Trichoderma sp como Beauveria

sp, no presentaron diferencias significativas entre si pero se diferenciaron de los

otros tratamientos con formacion de quistes adheridos en raiz, Beauveria sp con
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numero bastante bajo en referencia a los demas tratamientos y Trichoderma sp sin
ninguno.

En el testigo absoluto, los quistes inoculados eclosionaron de forma normal o
parecida que los demas tratamientos. La eclosion de quistes y la formacion de los
mismos en raices se pudo verificar cuando se hizo la extraccion y recuperacion de
quistes del suelo al final de la investigacion, y este analisis reflejo una gran

diferencia con lo demas tratamientos en su analisis estadistico.

Es importante aclarar que los quistes recuperados son aquellos que al final de la
investigacion, fueron extraidos del suelo de cada tratamiento y es una evidencia
para verificar que, de los quistes eclosionados cuantos fueron a raiz y se
desprendieron al suelo como producto del ciclo de vida. De tal manera que, si hubo
infeccion se podria interpretar que el tratamiento no fue eficaz y por lo tanto era
posible encontrar quistes en el suelo al final de la investigacién. Los quistes
inoculados estuvieron protegidos en una malla para verificar la eclosion y formacion
de quistes en raiz y posteriormente localizarlos en el suelo en el caso de los
tratamientos que no presentaron eficacia biolégica

En forma general, tanto en la variable de peso en g como en la extraccién y
recuperacion de quistes del suelo el tratamiento Trichoderma sp, presenté un mejor

resultado (Cuadro 12 y Figura 24).

Cuadro. 12. Resultados y medias de los tratamientos de hongos nematéfagos. San
Juan de Chicué. Cartago. 2008.

Tratamientos Pesoeng Quistes sin Quistes Quistes
eclosionar eclosionados recuperados

Paecilomyces lilacinus 24,25 a 245 a 25,50 a 2,25 ab
Trichoderma sp 55,75 b 27,75 a 22,25 a 0,00 a
Beauveria sp 23.25 a 31,00 a 19,00 a 0,25 a
Pochonia spp 28,75 a 33,75 a 16,25 a 7,75 ab
Lecanicilium lecani 23,25 a 35,00 a 15,00 a 12,00 b
Testigo absoluto 23.00a 36,00 a 14,00 a 25,00 ¢

Letras distintas indican diferencias estadisticas segun Tukey (p<=0,05).
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24. Efecto de los tratamientos con referencia al peso en gramos de
tubérculos. Cartago. San Juan Chicua. Costa Rica. 2008.

En la figura 25 se muestra que la inoculacion del hongo Trichoderma sp mostro la

la mayor eficacia bioldgica, al ser comparado con el testigo absoluto, ya que

presentd un mayor peso de tubérculos, mostrando diferencias estadisticas entre

tratamientos. Por otro lado, con respecto al tratamiento Beauveria sp hay que

destacar que al haber encontrado semejanzas con el tratamiento Trichoderma sp en

cuanto a quistes recuperados en el suelo, puede ser un tratamiento promisorio en

otras investigaciones. Sin embargo el tratamiento de Beauveria sp no evidencid

diferencias importantes en cuanto al peso de tubérculos con respecto a los otros

tratamientos pero si diferencié de Trichoderma sp.
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Figura 25. Efecto de tratamientos en la recuperacion de quistes (Globodera pallida)

de suelo. Cartago. San Juan de Chicua. Costa Rica. 2008.

En el tratamiento Trichoderma sp no se recuperaron quistes del suelo al final del
experimento y los que quedaron en la malla se les realizd observacion externa e

interna al estereoscopio de luz (Figura 26).

En la figura 26-C se muestra la destruccion y desaparicion de larvas y huevos, tanto
en los quistes en la parte externa (A), dentro del quiste (B) y el efecto en las larvas y
huevos (C)

Figura 26. Quiste afectados con hongo (A), huevos desechos y afectados dentro de
quistes (B) y quistes con huevos afectados desechos (C) en el
tratamiento con Trichoderma sp. Fuente: Piedra, R. 2009
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Por otra parte, se identificaron conidias de Trichoderma sp en la parte externa del
quiste y adentro. Se aislaron algunos quistes en medio de cultivo PDA y el hongo
demostro crecimiento en el mismo, lo que evidencio que Trichoderma sp penetro al

quiste e invadio afectando larvas y huevos. (Figura 27).

Figura 27. Parte externa de quiste con micelio (A); conidias de Trichoderma sp,
dentro huevos (B); Micelio en huevos parte externa (C) y Crecimiento de
Trichoderma sp en medio de cultivo PDA (D). Fuente: Piedra, R. 2009
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4.4 DISCUSION DE RESULTADOS

Con relacién a la determinacion del nivel o umbral de dafio se encontré que la
variable de quistes adheridos en la raiz mostré diferencias estadisticas entre las
inoculaciones de 40 y 45 quistes. Si bien es cierto que el andlisis de varianza
(ANDEVA), (Anexo 1) mostré un Coeficiente de Variacion de 88,23%, éste
representa el numero de veces que la desviacion tipica contiene a la media
aritmética y por lo tanto cuanto mayor sea el coeficiente de variacion mayor es la
dispersion y menor la representatividad de la media (Infostat, 2008) En este caso
las medias de los tratamientos 8 y 9 mostraron gran diferencia con respecto a las
medias de los demas tratamientos; sin embargo en muchos disefios experimentales
algunas de las variables estudiadas presentan coeficientes de variacion muy altos
debido a que el valor de la desviacion estandar es muy alta con respecto al valor de

la media.

Los sintomas en nivel de dafio obtenidos concuerdan con la revision de literatura
donde se afirma que todos los nematodos fitoparasitos se alimentan dentro de la raiz
(Evans y Rowe, 1998). Los sintomas caracteristicos de un ataque de nematodos
fitoparasitos son un menor crecimiento, y amarillamiento del follaje (Stone, 1985 y
Franco et al., 1993). En esta investigacion los niveles de dafio aparecieron a partir
de las inoculaciones mayores a 35 quistes, con una viabilidad de 260 huevos y
larvas, lo que determin6 un grado de dafio en las plantas de la variedad de Floresta.

Los dafios causados en las raices hicieron que la planta afectada mostrara sintomas
similares a los provocados por deficiencia de agua o de elementos minerales y esto
hace que disminuya la cantidad de tubérculos. En esta investigacion todos los
tratamientos obtuvieron el mismo manejo sobre todo en cuanto a la fertilizacion, aun
asi, hubo una disminucién de tubérculos en los tratamientos con mayor inoculacion
inicial de larvas y huevos por quiste. Lo anterior concuerda con (Franco, 1986), que
los sintomas en la raiz con frecuencia van acompafiados por sintomas en los

organos aéreos de las plantas y aparecen principalmente en forma de un menor
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crecimiento, sintomas semejantes a deficiencias en nutrientes como el
amarillamiento del follaje, un marchitamiento, una menor produccién de las plantas y

una baja calidad de sus productos.

La identificacion de lesiones y quistes adheridos que aparecieron en plantas
inoculadas signific6 que los nematodos eclosionaron y penetraron, degradando
tejidos de las raices cumpliendo su ciclo de vida. Segun Noling, (2001) de 3 a 10
células alrededor de la cabeza se funden, la pared celular engrosa, el citoplasma se
torna denso y se origina el sincitio multinucleado de alta actividad metabdlica, el cual
es indispensable para la alimentacion del nematodo. Aunque estadisticamente no
hubo diferencias entre los tratamientos en cuanto a la variable peso en g de los
tubérculos, si se observaron reducciones en esta variable de 21,43, 30,93y 42,86 %

respectivamente, con las inoculaciones de 35, 40 y 45 quistes.

En la determinacién del nivel de dafio es importante tomar en cuenta que en
condiciones controladas se obtienen datos méas confiables, ya que en siembras de
campo es muy dificil controlar la obtencion de una densidad poblacional que
determine dafios en la planta, ademas el suelo puede interactuar y propiciar la
entrada de organismos patégenos como Verticilium sp y Ralstonia solanecearum y

producir un aumento de dafio (Franco, 1986)

Con estos datos de niveles criticos o umbrales de dafio se puede tomar decisiones,
previos a la siembra, de aplicar nematicidas quimicos o biol6gicos de acuerdo a un
diagndstico previo a la siembra y ademas poder manejar la plaga aun cuando la
finca esta positiva con G. pallida y teniendo poblaciones con menor nimero con
respecto a los niveles criticos de dafio. Por lo tanto los resultados con las
inoculaciones en los tratamientos de 35, 40 y 45 quistes determinaron una densidad
poblacional inicial de 13,00, 14,86 y 16,71 huevos o larvas por g de suelo en las
plantas de la variedad Floresta, los cuales produjeron dafio en la planta y reduccion

en el peso (g) de los tubérculos.
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Una vez obtenida la raza o patotipo de G. pallida se prosiguio en los estudios con el
objetivo de obtener las razas o patotipos del nematodo. Con el dafio establecido fue
fundamental inocular clones o diferenciales de papa con quistes con la misma
viabilidad (260 larvas y huevos) para la obtencion de razas o patotipos de Globodera
pallida. Se utiliz6 un esquema internacional de clasificacion que se basoé en la
multiplicacion sobre clones diferenciales con diferentes genes de resistencia (Canto
y Scurrach, 1976). Por otra parte segun Ellenby, (1952 y 1954); y Dunnett (1964) se
consider6 que los estudios de clones u hospedantes diferenciales a la presencia de
Globodera spp se origind con el descubrimiento de la resistencia, aparentemente
poligénica o debido a un complejo de genes mayores y menores del diploide
Solanum vernei resistentes a H. rostochiensis y al descubrimiento de clones

resistentes a este parasito

La identificacion de la raza de Globodera pallida (Patotipo 3) definié un nivel de
resistencia a Globodera pallida de los diferenciales 800289 Solanun Kurtzianum KTT
60.21.19, 800290 Solanum vernei GLKS, 800291 vernei VTn. Ninguno de los clones
se infectd con las inoculaciones y esto se comprobd al realizar el diagnéstico de

raices en laboratorio mediante el microscopio de luz.

Importante recordar que, de acuerdo a la literatura, los patotipos se definieron como
variantes de una especie del nematodo de quiste de papa, difiere de otros por su
habilidad de multiplicarse en genotipos particulares. Esta definicibn propuso y
denominé hospedantes diferenciales que hoy en la actualidad podria ser definida
mejor a patotipos por su respuesta a genes individuales por resistencia a la papa.
Por otra parte a medida que, Globodera spp, va encontrando poblaciones que se
adaptan a las nuevas variedades por las continuas siembras, el nematodo modifica
su condicién genética de manera que llega a parasitar; es decir que la planta no
cambia su constitucion genética; pero si, la plaga que busca como modificar su

forma para poder entrar y parasitar (Franco, et al, 1993)
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Estos diferenciales o clones de papa usados para identificar razas o patotipos son
usados, de igual forma en paises como el Perd y Europa. Su sistema de la
clasificacion para examinar poblaciones europeas y andinas denomina los patotipos
en forma diferente y esto segun Canto, M.; Scurrah M. en 1977; tanto G.
rostochiensis y G. pallida se separaron en dos grupos, con razas y sub razas dentro
de sus respectivas especies. La experiencia aplicada con este esquema en
investigaciones ha dado resultados para identificar razas como G. pallida P4A 'y
P5A que predominan en el Peru, Ecuador y Colombia. De igual manera la ejecucion
y aplicacion de este esquema con los diferenciales pudo identificar por primera vez
en Costa Rica la raza PA3 como resultado de esta investigacion.

Como referencia a este resultado de identificacion de patotipo 3 de G. pallida, es
importante tomar ejemplos de las experiencias acerca de la tolerancia de genes a
esta plaga, por ejemplo; en Holanda se utilizaron fuentes de resistencia obtenidos
por el cruzamiento de S. vernei con S. tuberosum. La obtencidon de la primera
variedad de papa con resistencia a los patotipos P4A y P5A de G. pallida en el Peru,
fue denominada "Maria Huanca" (Llontop, et al,:1989), al determinar el patotipo P6A,
con la cual se propone nuevamente una modificacion en el esquema de la
clasificacion (Llontop, 1987). Posteriormente este sistema de clasificacion permitid

identificar gran nimero de poblaciones del Peri y América Latina.

Los mismos resultados mostraron que se requiere de una estrategia de
mejoramiento bien establecida, que cuente con metodologias bien definidas y sobre
todo con acceso a material genético del cultivo con tolerancia o resistencia a este
nematodo que ataca al cultivo de papa sobre todo en la zona norte de Cartago.
Ademas, el material obtenido de los cruces debe ser incorporado dentro un concepto
de buenas practicas agricolas (BPA) para disminuir el efecto de la variabilidad
fisiologica de Globodera pallida con un plan de rotacion de variedades y evitar la
susceptibilidad de las nuevas materiales obtenidos de los cruces con 0 sin

resistencia
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Por otra parte es importante explicar que los clones o diferenciales que no fueron
infectados esté relacionado con la falta de desarrollo del segundo estado juvenil (J2)
después de penetrar a la raiz (Mugnieri, 1985). En este sentido las observaciones
de las inoculaciones no mostraron ningun desarrollo de quistes en raices,
considerando que el segundo estadio juvenil no pudo penetrar y formar el quiste, en
el caso de los clones donde no hubo parasitismo. Es decir hay que considerar que el
uso continuo de un cultivar resistente a un patotipo predominante en una poblacioén,
conduce a que en pocos afos, un individuo de poca virulencia y proporcion, se
incremente y por consiguiente origine una seleccion de genes de virulencia (Colé y
Howard, 1966; Drokpin, 1988).

En resumen los resultados con este objetivo de la obtencién de razas evidencian un
avance importante para trabajar con algunas cruces de lineas que genéticamente
pueden tener una tolerancia al nematodo y también realizar investigacion con otras
variedades que los agricultores estén usando y que puedan tener susceptibilidad a la
plaga por lo cual podria estar incrementandose en las zonas de siembra afectadas.

Otro elemento de manejo que se buscd en esta investigacion con Globodera pallida
fue evaluar biocontroladores o cepas de hongos nativos de Costa Rica para el
control de nematodos o bajar poblaciones como alternativa para los productores de
papa con el problema de esta plaga. Segun Arauz (1998) se menciona que los
hongos nemat6fagos son microorganismos con la capacidad de atacar, matar y
digerir nematodos (adultos, juveniles y huevos), aparte de su habilidad nemat6faga
muchos de estos hongos puede también vivir saprofiticamente en materia organica
muerta, atacar a otros hongos (micoparasitos) y colonizar raices de plantas como

enddfitos.

Es necesario tomar en cuenta que al realizar la inoculacion e introduccién de un
organismo a un medio para que se reproduzca y controle otro organismo, en muchas
ocasiones puede que se adapte o no afectando la eficacia del control biolégico, y
por lo tanto hay que considerar las caracteristicas del organismo. En referencia a lo

anterior los hongos Pochonia spp, Paecilomyces lilacinus y Lecanicilium lecani no
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obtuvieron los resultados esperados y se evidencié en los andlisis de laboratorio,

donde no mostraron ninguna eficacia biolégica contra las inoculaciones de G. pallida

Las experiencias en estudios de la efectividad de los microorganismos tanto
endofiticos como otros antagonistas de los nematodos fitoparasitos ha sido
ampliamente estudiada y comprobada en diversos cultivos como banano (Musa
AAA). Café, hortalizas. En el caso de banano se ha demostrado que diferentes
aislamientos de hongos endofiticos tienen efecto antagonista contra Radopholus

similis por diversos mecanismos de accion (Pocasangre, 2004; Nunez, 2006).

Los resultados mostraron que Trichoderma sp y Beauveria bassiana obtuvieron
datos de control biolégico muy promisorios, pero sobre todo el hongo Trichoderma
sp. Existe muy poca informacion de este hongo acerca de sus caracteristicas
parasiticas de nematodos fitoparasitos; sin embargo, en Perl, Beauveria bassiana
demostr6 que esporas del hongo aplicadas en solucion al suelo redujeron la
poblacién final del nematodo de G. pallida hasta 37,50 % con respecto al testigo
limitando moderamente la tasa de multiplicacién de quistes en plantas de papa

susceptible (Franco et al., 1989).

De igual manera en la investigacion de control biolégico en la extraccién y
recuperacion de quistes de suelo tanto Trichoderma sp como Beauveria sp, hubo
similitud en su analisis estadistico pero; en la variable de peso en g, Beauveria
bassiana no ejerci6 un efecto importante; pero si presentd caracteristicas

promisorias para posteriores estudios con esta plaga.

Es importante relacionar con la literatura los resultados obtenidos en esta
investigacion con el hongo Trichoderma sp. En su forma de actuar se comprobé que
penetrd los quistes y elimind larvas y huevos de Globodera pallida, lo cual se
demostré con fotografias al microscopio en el diagnéstico de laboratorio. Este
resultado significa que posiblemente se podria utilizar este hongo dentro de las
estrategias de control de G. pallida al utilizarse organismos antagoénicos a la plaga;

es decir que aplicado en condiciones de campo podria ayudar a decrecer los niveles
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poblacionales de Globodera pallida y reducir su impacto negativo en el rendimiento

del cultivo de papa.

Una de las ventajas del hongo Trichoderma sp es que constituye unos de los
microorganismos de mayor reproduccion e importancia; porque tiene efecto de
antagonismo y atacan una gran variedad de patégenos de suelo responsables de las
principales enfermedades de muchos cultivos agricolas del mundo. El hongo se
reproduce asexualmente, es filamentoso anamoérfico y heteréfico. Es un hongo
aerobio, su pared celular esta compuesta de quitina, pectina y almidon como fuente
de carbono, tolerante a bajas humedades y amplio rango de temperaturas y tiende a
crecer en suelos acidos; es decir tiene una capacidad de reproduccion muy amplia
de adaptacibn a diferentes zonas agroecologicas. Crece rapido, esporula
abundantemente y presenta gran habilidad para colonizar rapidamente las raices de
las plantas. Ademas, ha desarrollado mecanismos para atacar y parasitar a otros

organismos (Howell 2003, Harman et al. 2004, L6pez 2004).

De igual manera tomando como referencia otras experiencias (Harman et al. 2004;
Lu et al. 2004, Chet et al. 2006), el efecto del hongo Trichoderma sp, obtenido
cercano a las fincas de papa positivas con el nematodo, se presume gue las mismas
deben tener la existencia de una microflora y microfauna en los suelos que puedan
tener una o mas especies de antagonistas o reguladoras de las actividades de
nematodos como Globodera pallida. A nivel mundial existe una gran abundancia de
antecedentes que permiten aseverar que los nematodos son atacados por
numerosos y variados organismos del suelo, pero la accion de ellos aun es poco
conocida. Los mecanismos de accion utilizados para desplazar a un patégeno como
G. pallida son basicamente los siguientes: micoparasitismo, antibiosis y competencia

directa por espacio y nutrientes

Es importante tomar en cuenta que en la produccion e implementacion de un
programa de control bioldégico, deba tener caracteristicas como: los organismos
interactdan con los nematodos fitoparasitos en el suelo, no deben ser patégenos de

plantas, hombres o animales, capaz de reducir o suprimir eficientemente las
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poblaciones de nematodos por debajo del nivel critico o umbral de dafio, capacidad
de adaptaciéon a diferentes ambientes del suelo (textura, grado de humedad,
composicién quimica y materia organica, buena habilidad competitiva, alto potencial
de reproduccién para obtener una poblacién alta, capacidad de sobrevivir en épocas
dificiles. Por lo tanto; debe valorarse esta investigacion de control biol6gico con el
hongo Trichoderma sp ya que fueron contundentes y satisfactorios para desarrollar
la reproduccion a nivel de invernadero y pueden formar parte de la estrategia de
manejo y control de esta plaga directamente en campo antes de la siembra y

después de la misma.

Seria de gran valor hacer estudios posteriores en la zona productora de papa con el
nematodo presente porque segun la revision de literatura y Barron (2005), hay mas
de 300 especies de hongos nematéfagos descritos, encontrados por todo el mundo,
incluyendo las regiones polares. Los hongos son habitantes del suelo; generalmente
son mas frecuentes en suelos con elevado contenido en materia organica. Tomando
como base lo anterior se puede formular una hipétesis con los resultados de
Trichoderma sp obtenidos en esta investigacion, de que podrian existir otros
microorganismos que estén parasitando al quiste en esta zona con suelos positivos
de G. pallida, y asi poder determinar la presencia de un control natural de cepas de
hongos nativos para aislar, reproducir e incorporar como una alternativa en un plan

de manejo integrado.

Es indispensable disponer de una exhaustiva informacién y relacion de la
selectividad de los microorganismos en el manejo de los factores que inciden en la
eficacia junto con el seguimiento de la evolucién de la plaga como Globodera pallida
y de sus enemigos naturales que pueden estar en fincas infectadas. La biologia y la
adaptacion de estos organismos son muy especificas en su modo de lograr eficacia
biologica. Esto debido a que en muchas ocasiones las condiciones agroecolégicas
varian en la adaptacién de microorganismos, tanto para los hongos como para las
bacterias. Los hongos y bacterias, como controladores biolégicos de nematodos
fitoparasitos, son los organismos que mas se reproducen por su forma facil de

hacerlo en medios de laboratorio.
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A pesar de que los resultados del objetivo de control biol6gico dan promisoriamente
informacion de organismos naturales para el control del nematodo fitoparasitos,
también es necesario implementar soluciones practicas, donde se integre un manejo
adecuado desde el punto de vista fitosanitario y salud humana igual como si fueran

nematicidas quimicos.

Se debe ser consciente que el control de plagas como G. pallida no depende
Unicamente del responsable en las fincas infectadas o de las empresa de servicios
gue esté realizando la operacion, sino que es una tarea que debe ser llevada a cabo
por todos los integrantes del sistema de produccion. El responsable o profesional
encargado del Manejo Integrado de Plagas tiene la obligacion de orientar o asesorar
a los agricultores en forma permanente en todo lo que sea necesario para lograr

mejores resultados.

El agricultor debe tener claro que el manejo integrado de plagas no es simplemente
aplicar productos quimicos en forma indiscriminada sino que consiste en realizar un
conjunto de tareas en forma racional, continua, preventiva y organizada para brindar
seguridad y calidad de los alimentos como la papa para disminuir pérdidas en el

cultivo y llevar una sana alimentacién a los consumidores.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 CONCLUSIONES

En la investigacion de umbrales de dafio, se concluye que aunque no hubo
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, se determin6 una
disminucién en el peso de los tubérculos de 21,43, 30,93 y 42,86 % a partir de
las inoculaciones de 35, 40 y 45 quistes respectivamente. Estos sintomas y la
presencia de Globodera pallida en plantas se observaron a los 80 dias de la
siembra y de la inoculacion. También se diagnosticaron sintomas de dafio en
tallos, hojas y raices con quistes adheridos. De igual manera, el calculo
basado en los 700 g de suelo en los tratamientos y la inoculacion de los
guistes con una viabilidad de 260 huevos y larvas, demostré que las
cantidades de 13,00, 14,86 y 16,71 huevos y larvas por g de suelo
respectivamente, constituyen una densidad poblacional importante para
producir dafio en las plantas de la variedad de papa Floresta.

Con la inoculacion de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 quistes y la viabilidad de 260
huevos y larvas no se evidenciaron quistes en las raices en plantas de la
variedad Floresta a los 80 dias de la siembra. Con este resultado se concluye
gue el desarrollo del ciclo del nematodo esta muy vinculado a la densidad
poblacional inicial y a la viabilidad de larvas y huevos, y estas cantidades de
quistes inoculados no fueron suficientes para lograr una reproduccion del

nematodo Globodera pallida en raices de las plantas.

Los niveles de dafio se obtuvieron con las inoculaciones de 35, 40 y 45
quistes correspondientes respectivamente a 13,00, 14,86 y 16,71 huevos o
larvas por gramo de suelo. Se debe tomar en cuenta que estas densidades
poblacionales a nivel de campo pueden variar al interactuar con otros factores
como clima, suelo, microorganismos, manejo del cultivo, época de siembra, y
variedad de papa. Se debe considerar también que en algunos casos el

ataque puede ser mas destructivo cuando el nematodo favorece la entrada de
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otros organismos patdogenos de suelo que en interaccion limitan el
rendimiento del cultivo de papa y por ende reducen la produccion de

tubérculos.

Se identificé por primera vez la presencia de la raza PA3 para Globodera
pallida en la zona en estudio. Los clones de papa que presentaron resistencia
al nematodo fueron Solanum kurtzianum KTT 60.21.19, 800290 Solanum
vernei GLKS, Vernei VTn. Estos clones podrian utilizarse para implementar
un sistema de produccion integral como mejoramiento genético y utilizar

variedades con tolerancia o resistencia al nematodo.

Se demostré en la investigacion de control biolégico que hubo un mecanismo
de accién en la cepa de Trichoderma spp como agente biocontrolador de
Globodera pallida. Esto se observd mediante los analisis estadisticos en la
recuperacion de quistes del suelo, peso en gramos de tubérculos de papa y
observaciones al estereoscopio de luz de quistes atacados por Trichoderma
sp. La misma accion de Trichoderma sp favorecio el desarrollo del sistema
radicular de la planta, lo que demostré la mayor cantidad de peso en los
tubérculos de papa que indudablemente indujo a que la planta aumentara la

produccion.

El efecto del hongo Beauveria spp demostré ser promisorio de manera que se
debe seguir investigando debido a que es un microorganismo con historial de

nematofago en otros regiones con datos positivos en el control de G. pallida.

Estos resultados sirven o complementan la gestion integrada contra el
nematodo G. pallida y es prescindible desarrollar una serie de herramientas
tecnoldgicas que incluye medidas de tipo preventivo y curativo como el uso de
semillas certificadas, la limpieza de herramientas y el drenaje de las parcelas
con el objetivo principal de mantener lo mejor posible las areas de cultivo
limpias y de excluir a la plaga. Otras medidas son incluir buenas préacticas

culturales, los métodos fisicos, la resistencia génica, las plantas con accion
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nematicida, el control biolégico y el uso de agroquimicos para reducir las
poblaciones por debajo del umbral nivel de dafio. La efectividad de los
resultados en el control integrado de esta plaga viene dada porque minimiza o
elimina los efectos negativos que tiene cada uno de los métodos de control
aplicados individualmente y se considera muy ventajoso desde el punto de

vista econémico.

5.2 RECOMENDACIONES

e Los datos del umbral de dafio obtenidos en esta investigacion sirven como
referencia en la toma de decisiones de los productores a la hora de sembrar
en suelos infectados o para sembrar semilla en su propia finca, e incluso

comercializarla para agroindustria.

e Es importante realizar pruebas de resistencia o tolerancia en otras variedades
comerciales. Lo anterior permitiria a los agricultores cultivar aquellas que mas

tolerancia tienen y desechar aquellas con mayor susceptibilidad.

e Es recomendable determinar en el transcurso de algunos afios si ademas de
la raza PA3 del nematodo, estan presentes otras razas entre las diferentes
variedades. Lo anterior por la dinamica y adaptacion de la plaga a los
diferentes materiales genéticos que utilizan los productores de papa en la

zona afectada.

e Se sugiere iniciar un programa de mejoramiento genético como parte del plan
de manejo integrado y tomar el ejemplo de alguno paises europeos y Estados
Unidos, que cuentan desde hace aproximadamente 30 afios con cultivares de

papa resistentes a la raza Rol de G. rostochiensis.

e Tomar en cuenta que la identificacion e incorporacion de resistencia a
diversos patotipos de G. pallida es mas dificii como consecuencia de la

naturaleza poligénica del cultivo de papa.
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Es importante que los agricultores de papa en Costa Rica aprendan a eliminar
las plantas de papa remanentes o voluntarias (aporco) y malezas hospederas.
Que comprendan que debe ser total para evitar la reproduccion del nematodo
y se considera una practica imprescindible para que las rotaciones de los
cultivos no hospedantes o el descanso de los terrenos sean efectivos en bajar

poblaciones de G. pallida

Es recomendable tomar en cuenta que la aplicacion de agroquimicos debe
ser la ultima medida a utilizar y debe ser evaluada con detalle tanto por el
profesional que da asistencia técnica como por el productor de papa, tomando
en cuenta, la posibilidad de contaminacion de los recursos naturales agua y
suelo y el retorno a la inversion. Para ello se puede promocionar medidas
preventivas como el uso de semilla sana, evitar trasladar equipo de uso en
una finca positiva a otra que no esta infectada por el nematodo, evitar la
escorrentia de una finca a otra donde se encuentra la plaga, la limpieza de

herramientas, produccién de semilla en zonas libres del nematodo.

Por la dinamica de la plaga y amplia distribucién en los cinco continentes, se
considera dificil mantener las barreras fitosanitarias dentro de los paises y
dada las herramientas con que se cuenta actualmente para una gestion
integral de manejo, valdria la pena generar una discusion sobre las medidas
cuarentenarias aplicadas en las éareas dedicadas a la produccion de
tubérculo-semilla. Esto con el objetivo de facilitar las condiciones de

produccion a los agricultores y ampliar areas de siembra del cultivo.
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ANEXO 1

Temperatura de suelo durante la investigacion determinacién de dafio. San Juan de
Chicud. Cartago. Costa Rica. 2007.

C minima ° C maxima Promedio mensual
Octubre 5,28 27,17 16,23
Noviembre 4,44 29,56 17,00
Diciembre 3,61 31,17 17,39
Promedio Total. 4,44 29,30 16,87

Anexo 2

Temperatura de suelo durante la investigacion e identificacion de razas. San Juan de
Chicua, Cartago. 2008.

0C Minima °C méaxima °C Promedio
Abril 2,30 29,90 12,37
Mayo 4,50 29,50 12,48
Junio 4,00 33,20 14,04
Julio 19,00 27,60 24,25
Promedio 9,17 30,10 16,92
ANEXO 3
Analisis de la varianza determinacion del dafo
Variable N R? R? Aj CV
Peso en gramos 30 0,42 0,06 26,06

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 133,97 11 12,18 1,17 0,3691
Repeticion 101,27 2 50,63 4,87 0,0203
Tratamientos 32,70 9 3,63 0,35 0,9440
Error 187,00 18 10,39
Total 320,97 29

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,67851
Error: 10,3889 gl: 18

Repeticion Medias n

3,00 9,83 10 A

1,00 13,08 10 A B
2,00 14,08 10 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,43664
Error: 10,3889 gl: 18

Tratamientos Medias n

10,00 8,00 3 A
9,00 9,67 3 A
8,00 11,67 3 A
3,00 12,67 3 A
7,00 12,75 3 A
4,00 12,75 3 A
6,00 13,33 3 A
2,00 13,33 3 A
5,00 14,00 3 A
1,00 14,33 3 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
ANEXO 4

Analisis de la varianza determinacidén de dafio Quistes adheridos

Variable N R2 R2A] CV
Quistes Adheridos 30 0,88 0,81 88,23

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo 1lI)
F.V. SC dl CM F p-valor

Modelo 343,4011 31,22 12,38 <0,0001

Repeticiones 12,60 2 6,30 2,50 0,1103

Tratamiento 330,80 9 36,76 14,57 <0,0001

Error 45,40 18 2,52

Total 388,8029

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,81250
Error: 2,5222 gl: 18

Repeticiones Medias n
3,00 0,90 10 A
2,00 2,10 10 A
1,00 2,40 10 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,64970
Error: 2,5222 gl: 18

Tratamiento Medias n
5,00 0,00 3 A
6,00 0,00 3 A
7,00 0,00 3 A
4,00 0,00 3 A
1,00 0,00 3 A
2,00 0,00 3 A
3,00 0,00 3 A
8,00 1,33 3 A
9,00 733 3 B
10,00 9,33 3 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)
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ANEXO 5

Andlisis Estadistico de Investigacién Control Bioldgico de Globodera pallida

Repeticiones Tratamientos Peso papa en Quistes sin Quistes Quistes recuperados
gramos eclosionar eclosionados en suelo
1 Beauveria sp 22 32 18 1
2 Beauveria sp 24 30 20 0
3 Beauveria sp 22 22 28 0
4 Beauveria sp 25 40 10 0
1 Paecilomyces 28 19 31 5
2 Paecilomyces 28 26 24 0
3 Paecilomyces 21 26 24 0
4 Paecilomyces 20 27 23 4
1 Pochonia spp 33 36 14 13
2 Pochonia spp 32 39 11 6
3 Pochonia spp 23 43 7 5
4 Pochonia spp 27 17 33 7
1 Lecanicilium lecanii 28 30 20 13
2 Lecanicilium lecanii 32 40 10 13
3 Lecanicilium lecanii 38 36 14 21
4 Lecanicilium lecanii 18 34 16 1
1 Trichoderma spp 55 32 18 0
2 Trichoderma spp 60 27 23 0
3 Trichoderma spp 43 29 21 0
4 Trichoderma spp 65 23 27 0
1 Testigo con quistes 22 32 18 14
2 Testigo con quistes 24 34 16 14
3 Testigo con quistes 26 44 6 31
4 Testigo con quistes 20 34 16 41
Variable N R? R? Aj CV
Peso en gramos 24 0,86 0,78 19,71

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3241,33 8 405,17 11,09 <0,0001
Tratamiento 3162,33 5 632,47 17,31 <0,0001
Repeticiones 79,00 3 26,33 0,72 0,5550
Error 548,00 15 36,53
Total 3789, 33 23
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=13,88674

Tratamiento Medias n
Testigo absoluto sin hongo.. 23,00 4 A
Beauveria sp 23,25 4 A
Paecilomyces 24,25 4 A
Pochonia spp 28,75 4 A
Lecanicilium lecanii 29,00 4 A
Trichoderma spp 55,75 4 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Variable N

RZ

R2 Aj CV

Quistes sin eclosion 2

4

0,40

0,08 22,04

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 473,83 8 59,23 1,24 0,3413
Repeticiones 71,00 3 23,67 0,50 00,6904
Tratamientos 402,83 5 80,57 1,69 0,1979
Error 715,50 15 47,70
Total 1189,33 23
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,49259
Error: 47,7000 gl: 15
Repeticiones Medias n
4,00 29,17 6 A
1,00 30,17 6 A
2,00 32,67 6 A
3,00 33,33 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=15,86773

Error: 47,7000 gl: 15
Tratamientos Medias n

Paecilomyces 24,50 4 A
Trichoderma spp 27,75 4 A
Beauveria sp 31,00 4 A
Pochonia spp 33,75 4 A
Lecanicilium lecanii 35,00 4 A
Testigo con quistes 36,00 4 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Variable N

Rz

RZ Aj CV

Quistes eclosionados 2

4

0,40

0,08 37,00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 473,83 8 59,23 1,24 0,3413
Repeticiones 71,00 3 23,67 0,50 0,6904
Tratamientos 402,83 5 80,57 1,69 0,1979
Error 715,50 15 47,70
Total 1189, 33 23
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,49259

Error: 47,7000 gl: 15

Repeticiones Medias n
3,00 16,67 6
2,00 17,33 6
1,00 19,83 6
4,00 20,83 6

g s i

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=15,86773

Error: 47,7000 gl: 15

Tratamientos Medias n
Testigo con quistes 14,00 4
Lecanicilium lecanii 15,00 4
Pochonia spp 16,25 4
Beauveria sp 19,00 4
Trichoderma spp 22,25 4
Paecilomyces 25,50 4

= i

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Variable N

R2

R? Aj

Quistes recuperados 2

4

0,72

0,57 89,36

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1903,83 8 237,98 4,81 0,0044
Repeticiones 55,46 3 18,49 0,37 0,7735
Tratamientos 1848, 38 5 369,68 7,47 0,0011
Error 742,79 15 49,52
Total 2646, 63 23

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,70972

Error: 49,5194 gl: 15

B

Repeticiones Medias n

2,00 5,50 6 A

1,00 7,67 6 A

4,00 8,83 6 A

3,00 9,50 6 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
Tratamientos Medias n

Trichoderma spp 0,00 4 A

Beauveria sp 0,25 4 A

Paecilomyces 2,25 4 A

Pochonia spp 7,75 4 A

Lecanicilium lecanii 12,00 4 A

Testigo con quistes 25,00 4

B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
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ANEXO 6
EXTRACCION DE QUISTES PARA EJECUTAR INVESTIGACIONES

El suelo para extraccion de quistes fue secado a temperatura ambiente (A) y luego pasado
al sistema de Fenwick modificado. Este consiste en un embudo colocado sobre una especie
de jarra, el cual en su parte ensanchada tiene un tamiz con poros de 1 mm de diametro. El
instrumento es de forma trapezoidal, en su parte inferior presenta los soportes del embudo y
una aleta inclinada que bordea la jarra como collar, pero que termina en su solo conducto.
La jarra tiene en su parte interior un tapon que se retira para desaguar y limpiar (B). Los
quistes recogidos en el tamiz de 100 mesh ( C) fueron transferidos a un balén aforado de
250 ml (D) y Se dejo en reposo para que los quistes flotaran y el resto de materia organica
precipitara, después se vaciaron los quistes sobre un papel filtro (E). La muestra se sec6 a

temperatura ambiente de °C24 a °C25, posteriormente se realizé la extraccion, seleccion y

conteo de quistes.

A

Secado de muestra Muestra en Fenwick Muestra recogida en

Tamiz

—
I

E

Muestra en Valon aforado Muestra en papel filtro
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SIEMBRA DE CLONES E INOCULACION DE QUISTES EN POTES

Fotos de actividad de investigacion Umbrales de dafio montaje y resultados.

ANEXO 7

PARTICIPACION EN Programa Centroamericano de Mejoramiento
de Cultivos y Animales( PCCMCA) CAMPECHE MEXICO 7 AL 11
SETIEMBRE 2009

DETERMINACION DELDANO DEL NEMATODO Globodera pallida stone EN VARIEDAD
FLORESTA DE PAPA

Ricardo Piedra Naranjo?
Miguel Obregén Gomez?
Cristina Vargas Chacon?®
Jeannette Avilés Chaves*
Jorge Meckbel Campos®

RESUMEN

El estudio se realiz6 en la condiciones de invernadero en la localidad de San Juan de
Chicua, 26 kilbmetros al noreste de la provincia de Cartago, el lugar se localiza a 5
kilometros del Volcan Irazl, con una altura de 2800 metros sobre el nivel del mar y con una
temperatura de suelo promedio de 16,87 grados centigrados durante la uinvestigacion. El
objetivo de la investigacion fue; determinar los umbrales de dafio del nematodo Globodera
pallida stone que afecta al cultivo de papa. La extraccidbn de quistes se efectud por el
método de Fenwick Modificado, con una viabilidad por quiste de 260 huevos y larvas en 700
gramos de suelo esterilizado. Se inocularon de 5 a 45 quistes por tratamiento. Se determiné
gue las cantidades de 35, 40 y 45 quistes inoculadas presentaron sintomas de quistes en la
raiz. Los potes inoculados con 35,40 y 45 quistes mostraron un promedio de 13,0, 14,86 y
16,71 huevos y larvas de Globodera paliida stone, por gramo de suelo. El resultado
evidencié una disminucion de peso en gramos de los tubérculos de 21,43 30,93 y 42,86 %
respectivamente. Hay que considerar que a nivel de campo el umbral de dafio puede variar
por aspectos del manejo agrondémico, relaciones con otros organismos y factores como
humedad, tipo de suelo, temperatura y época de siembra. Sin embargo estos resultados
ayudan a tomar decisiones en aplicaciones de tratamientos quimicos o naturales en fincas
positivas sin control de la plaga.

Palabras claves: Extraccion, viabilidad, quistes, raiz, peso
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IDENTIFICACION DE RAZAS DEL NEMATODO Globodera pallida (Stone) CON
DIFERENCIALES DE PAPA

Ricardo Piedra Naranjo?
Miguel Obregén Gomez?
Cristina Vargas Chacon?®
Jeannette Avilés Chaves*
Jorge Meckbel Campos®

RESUMEN

El estudio se realizd en la localidad de San Juan de Chicua, provincia de Cartago, a 5
kilometros del Volcan Irazd, con una altura de 2.800 metros sobre el nivel del mar y a 26
kilbmetros al noreste de la provincia de Cartago. Utilizando diferenciales o clones de papa
se ejecuto la investigacion para determinar razas del nematodo Globodera pallida stone en
el cultivo. La identificacion de los patotipos se hizo basado en la tasa de reproduccion de las
distintas poblaciones en una serie standard de clones de Solanum spp. Con una viabilidad
de 260 huevos o larvas por quiste, fue inoculado cada diferencial, con un numero de 35, 40
y 45 quistes por pote. Los clones de papa o diferenciales utilizados fueron: Floresta
(Solanum tuberosum), 800286 (Multidissectum hibrido P55/ 7(H.), 800289 (KTT, 60.21.19),
800290 (GLK 58.1642.4), 800291(VTn 62.33.3), 800944 (65.346.19). Se observé que los
clones positivos presentaron reacciones importantes a la raza P3A de Globodera pallida
stone. Los diferenciales o clones 800289, 800290 y 800 291 mostraron resistencia a la
plaga. Las razas de esta plaga pueden cambiar por evolucion de la misma, al someterse a
otras variedades o nuevos huéspedes, sin embargo, el estudio es importante para crear un
programa con variedades tolerantes o resistentes y esto contribuye sin duda dentro de
elementos para un manejo integrado de la plaga dentro de las buenas practicas
agrondmicas del cultivo de papa en Costa Rica.

Palabras claves: Reproduccion, poblaciones, diferenciales, resistencia.
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“EFICACIA BIOLOGICA DE HONGOS NEMATOFAGOS PARA EL COMBATE DEL
NEMATODO Globodera pallida (Stone) EN PAPA.

Ricardo Piedra Naranjo?
Miguel Obregén Gémez?
Jorge Meckbel Campos?®

RESUMEN

El estudio se realizé en la localidad de San Juan de Chicua provincia de Cartago, el lugar se
localiza a 5 kilbmetros del Volcan Irazu, con una altura de 2800 metros sobre el nivel del
mar, a 26 kildmetros al noreste de la provincia de Cartago. Predomina el bosque humedo, el
suelo es de origen volcanico del orden Andisol y la temperatura, precipitacién y humedad
relativa promedio anual es de 15 °C, 2.100 mm y 85%, respectivamente. Se utilizé un disefio
irrestricto al azar con 6 tratamientos y 4 repeticiones. Las cepas de hongos evaluadas
fueron: Beauveria sp (JV), Paecilomyces lilacinus (CFl), Pochonia sp (Mog 08H),
Lecanicillium lecanii, (BOS), Trichoderma sp (hongo nativo de la estacién Carlos Duran,) y
un testigo absoluto. Se utilizaron 700 gramos de suelo esterilizado en cada tratamiento y
una viabilidad infectiva promedio de 180 larvas y huevos por quiste. En la inoculacion de
guistes se usO una tela tipo muselina para determinar la eclosion de quistes y la
recuperacion del suelo al final de la investigacién. EIl objetivo del estudio fue evaluar la
eficacia de los microorganismos nematofagos. Los resultados mostraron diferencias
estadisticas entre tratamientos, Trichoderma sp y Beauveria sp (JV), con respecto a los
hongos Lecanicillium lecanii, Pochonia sp (BOS), Paecilomyces sp y el testigo absoluto en
la variable de recuperacion de quistes en el suelo. El tratamiento Trichoderma spp fue el
mejor, tanto en la no recuperacion de quistes de suelo como un mayor peso de tubérculos
de papa. Se debe validar y dar seguimiento a estos resultados obtenidos en condiciones de
campo, los cuales son importantes como un elemento dentro de un manejo integrado de la
plaga en las practicas agronémicas del cultivo de papa en Costa Rica.

Palabras claves: viabilidad, eclosién, recuperacién quistes, eficacia
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DETERMINACION DEL DANO DEL NEMATODO Globodera pallida Stone EN
VARIEDAD FLORESTA DE PAPA

Ricardo Piedraz1 rpiedra@inta.go.cr, Miguel Obregonz, Cristina Vargasi, Jeannette Avilési, Jorge
Meckbel:

tInstituto Nacional de Innovacion y Transferencia de Tecnologia Agropecuaria, Costa Rica.
2Doctorado en Ciencias Naturales Para el Desarrollo (DOCINAE).

El cultivo de papa (S. tuberosum) al igual que otros cultivos, no escapa al ataque de plagas y
enfermedades. ElI manejo de estos inconvenientes hace que en los sistemas agricolas, sea uno de
los problemas prioritarios por resolver para una produccion competitiva. Esto debido a que la
papa es unode los principales cultivos en Costa Rica, y es de vital importancia proveer a los
productores de manejoadecuado a las principales enfermedades y plagas del cultivo. Entre los
parasitos que atacan al cultivo de papa (S. tuberosum L.), los nematodos fitoparasitos han sido de
gran importancia en muchos paises del mundo. Setenta especies de nematodos han sido sefialadas
en el cultivo de la papa. Sin embargo, los formadores de quistes, Globodera rostochiensis (Woll)
Behrens y Globodera pallida (Stone) Behrens, son considerados los mas dafiinos y afectan el
rendimiento de este cultivo en la mayoria de las zonas paperas del mundo. A nivel histoldgico el
dafio es representado por necrosis de las células de las raicesatravesadas por los juveniles de
segundo estado. Cuando estos se detienen en el lugar definitivo dealimentacion, las células
alrededor de la cabeza del nematodo sufren una profunda transformacion.

Aungue la poblacion de nematodos no se incrementa tan rapidamente como sucede con los
hongos o bacterias patdgenos de la papa, una vez que se encuentre bien establecida en las areas de
cultivo no se pueden erradicar. Las condiciones ambientales que aseguran el éxito de un cultivo
comercial de papa, proporcionan también las condiciones dptimas para la multiplicacién y
supervivencia de estos parésitos. Las larvas de los nematodos de quiste de papa, se vuelven
activas a 10°C y la maxima invasion de las raices se realiza a 16°C. temperatura del suelo de 26°C
por periodos prolongados limitan el desarrollo del nematodo y reducen su proporcion. El efecto
sobre el rendimiento varia de acuerdo a la densidad de individuos presentes en el suelo, de ser alta
puede ser la causa de un completo fracaso en el cultivo. Puede también incrementar la
susceptibilidad a la marchitez causada por Verticillium albo atrum y la maya causada por
Ralstonia solanacearum. El dafio causado, principalmente referido al peso de los tubérculos, esta
muy relacionado al numero de huevos de nematodo por unidad de suelo; algunos estudios estiman
que aproximadamente 2 t/ha de papa se pierden por cada 20 huevos/g de suelo, arriba del 80% de
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pérdida del cultivo se puede alcanzar cuando la poblacion de nematodos alcanzan niveles altos en
cultivos sin rotacion.

En Costa Rica el nematodo fue identificado en el Laboratorio de Nematologia de la Universidad
de Costa Rica, en raices de plantas de la variedad “Floresta”, provenientes de una finca ubicada en
San Juan de Chicud, Cartago

El objetivo del estudio fue determinar umbrales de dafio del nematodo Globodera paliida stone
basado en larvas y huevos por gramo de suelo inoculado, con un andlisis de quistes en raiz de las
plantas de papa inoculadas y el peso en gramos de tubérculos en cada tratamiento. El estudio se
realizo en condiciones de invernadero en la localidad de San Juan de Chicud, en la zona norte de
Cartago, con una altitud de 2800 msnm y con temperatura de suelo promedio de 16,87 grados
centigrados durante la investigacion. La extraccion de quistes se efectué por el método de
Fenwick Modificado, con una viabilidad por quiste de 260 huevos y larvas en 700 gramos de
suelo esterilizado. Se inocularon de 5 a 45 quistes por tratamiento con testigo sin inoculacion. Se
determind que las cantidades de 35, 40 y 45 quistes inoculadas presentaron sintomas de quistes en
la raiz, las mismas inoculaciones mostraron un promedio de 13,0, 14,86 y 16,71 huevos y larvas
de Globodera paliida stone, por gramo de suelo. Estas inoculaciones dieron un porcentaje de
disminucion de peso en gramos de los tubérculos de 21,43 30,93 y 42,86 % respectivamente. Hay
que considerar que a nivel de campo el umbral de dafio puede variar por aspectos del manejo
agronémico, relaciones con otros organismos y factores como humedad, tipo de suelo,
temperatura y época de siembra. Sin embargo estos resultados ayudan a tomar decisiones en
aplicaciones de tratamientos quimicos o naturales en fincas positivas sin control de la plaga.

Xl CONGRESO AGROPECUARIO Y FORESTAL ~ CONAGROF 2010 ~
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EFICACIA BIOLOGICA DE HONGOS NEMATOFAGOS PARA EL
COMBATE DEL NEMATODO Globodera pallida Stone EN PAPA

R. Piedra Naranjo1 rpiedra@inta.go.cr, Miguel Obregén2, J. Meckbel1

1 Instituto Nacional de Innovacion y Transferencia de Tecnologia Agropecuaria. INTA, Costa
Rica.
2 Doctorado en Ciencias Naturales Para el Desarrollo (DOCINAE).

Entre los parasitos que atacan al cultivo de papa (Solanun tuberosum L.), los nematodos
fitoparasitos han sido de gran importancia en muchos paises del mundo. Setenta
especies de nematodos han sido sefialadas en el cultivo de la papa. Sin embargo, los
formadores de quistes, Globodera rostochiensis (Woll) Behrens y G. pallida (stone)
Behrens, son considerados los mas dafiinos, afectan el rendimiento de este cultivo y
tienen impacto por ser una plaga cuarentenaria. Cada quiste joven contiene un promedio
de 200 a 500 huevos y larvas. Las plagas agricolas como Globodera spp han tratado de
ser controladas durante afios mediante el empleo de plaguicidas quimicos de fuerte
impacto negativo sobre los organismos benéficos presentes en el suelo, medio ambiente
y ser humano, pero hoy dia se conoce que existen actividades como el uso de hongos y
organismos en el control de plagas en cultivos como la papa. EI manejo biol6gico de
nematodos fitoparasitos es un componente esencial, tanto en el control integrado de
plagas, como en la agricultura ecolégica sostenible. El estudio del potencial de las
bacterias y los hongos endofiticos para

el control biolégico de nematodos fitopasitos adquiere gran importancia durante los
ultimos afos, debido a la creciente necesidad de disminuir el uso de plaguicidas en los
sistemas de produccion agricola y donde el cultivo de papa (S. tuberosum L) no escapa
a esa realidad.

El objetivo fue evaluar la eficacia hongos nematéfagos contra el nematodo Globodera
pallida stone. Se analizé las variables de peso en gramos de tubérculos de papa de
cada tratamiento, numero de quistes sin eclosionar, nimero de quistes eclosionados y
cantidad de quistes recuperados en el suelo en cada tratamiento. Ademas se
observaron almicroscopio de luz el parasitismo en los quistes tanto externa como
internamente.

El estudio se realizé en la localidad de San Juan de Chicua, zona norte de Cartago, con
una altitud de 2800 msnm, el suelo es de origen volcanico del orden Andisol y la
temperatura, precipitacion y humedad relativa promedio anual es de 15 °C, 2.100 mm y
85%, respectivamente. Para la inoculacién de quistes de Globodera pallida stone la
separacion de quistes de suelo se utilizé el sistema de Fenwick modificado. Se utilizé un
disefio irrestricto al azar con 6 tratamientos y 4 repeticiones. Las cepas de hongos
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evaluadas fueron: Beauveria sp (JV), Paecilomyces lilacinus (CFl), Pochonia sp (Mog
08H), Lecanicillium lecanii, (BOS), Trichoderma sp (hongo nativo de la estacion Carlos
Duran,) y un testigo absoluto. Se utilizaron 700 gramos de suelo esterilizado en cada
tratamiento y una viabilidad infectiva promedio de 180 larvas y huevos por quiste. En la
inoculacion de quistes se usé una tela tipo muselina para determinar la eclosion de
quistes y la recuperacion del suelo al final de la investigacion.

Xl CONGRESO AGROPECUARIO Y FORESTAL ~ CONAGROF 2010 ~
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Los resultados mostraron diferencias estadisticas entre tratamientos, Trichoderma sp y
Beauveria sp (JV), con respecto a los hongos Lecanicillium lecanii, Pochonia sp (BOS),
Paecilomyces sp y el testigo absoluto en la variable de recuperacién de quistes en el
suelo. El tratamiento Trichoderma spp fue el mejor, tanto en la no recuperacion de
quistes de suelo como un mayor peso de tubérculos de papa.

El efecto de los mecanismos de accién en la cepa de Trichoderma sp como agente
biol6gico quedé demostrado en esta investigacion contra Globodera pallida stone. La
cepa del hongo Beauveria sp en la recuperacion de quistes del suelo dio resultados muy
semejantes al tratamiento Trichoderma sp, pero no asi en el peso en gramos de
tubérculos de papa. Sin embargo; esta cepa de hongo no se debe descartar en otras
investigaciones.

Il CONGRESO AGROPECUARIO Y FORESTAL ~ CONAGROF 2010 ~
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ANEXO 9

ANEXO 10

CONGRESO MUNDIAL DE Trichoderma sp. ISRAEL 2010

Biological efficiency of Nematophagous fungi to control the nematodes Globodera pallida
(stone) on potatoes.

1. Ricardo Piedra Naranjo Instituto Nacional de Innovacion y Transferencia de Tecnologia
Agropecuaria. INTA. Costa Rica.

2. Miguel Obregon Gomez Fitopatdlogo, Profesor de Doctorado en Ciencia Naturales Para el
Desarrollo (DOCINAE). Costa Rica.

The study was carried out at San Juan Chicua, province of Cartago, Costa Rica, the place is
located 5 kilometres from the Irazu volcano at 2800 m above the sea level, 26 kilometres
northeast from the city of Cartago, in a wet tropical forest, the soil has a volcanic origin
(andisol order). The temperature, precipitation and annual relative humidity average are 15°
C, 2,100 mm and 85 % respectively. The experiment had an unrestricted randomly design,
with 6 treatments and 4 repetitions. Treatments were: Beauveria sp (JV), Paecilomyces
lilacinus (IFC), Pochonia spp. (Mog 08 H), Lecanicillium lecanii, (BOS), Trichoderma spp
(native isolate from Carlos Duran experimental station) and an absolute control without any
treatment. 700 grams of sterilized soil were used in each treatment and an infection viability
average of 180 larvae and eggs by cyst were used. For the cyst inoculation a muslin type
fabric was used to determine the hatching of cysts and soil recuperation at the end of the
study. The work objective was to assess the effectiveness of treatments. The statistical
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analysis showed differences among treatments; Trichoderma sp and Beauveria sp (JV), in
contrast to the fungus Lecanicillium lecanii (BOS), Pochonia sp., Paecilomyces sp. and the
absolute control in the variable cysts recovery on soil, but the treatment Trichoderma sp. was
the best, in both the non cyst recovery from soil and the greater weight of potato tubers at
harvest. Further studies can validate and provide follow-up to these results under field
conditions. The results are important, as an element within an integrated management of the
pest in agronomic practices of cultivation of potatoes in Costa Rica.

Key words: viability, hatching, cysts recovery, efficiency
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