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RESUMEN
El tizén tardio, causado por el oomiceto Phytophthora infestans,
constituye uno de los principales factores limitantes en la
produccion de papa (Solanum tuberosum L.) en Nicaragua. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad inhibitoria
in vitro de productos biologicos y sintéticos para el manejo de
Phytophthora infestans (Tizén tardio). Se utilizaron aislados del
patdégeno provenientes de cuatro fincas de las comunidades El
Robledal y El Zacatén, ubicadas en el departamento de Esteli, al
Norte de Nicaragua. El aislamiento de Phytophthora infestans a
partir de suelo, se realizd mediante el método de cultivo trampa,
utilizando fragmentos de hojas de clavel (Dianthus caryophyllus)
como material vegetal trampa, posteriormente fueron sembrados en
medio de cultivo agar centeno. La identificacion a nivel de especie
se realizd mediante claves morfoldgicas a nivel microscopico.
La investigacion fue de tipo experimental y se desarrolld en el
laboratorio de microbiologia vegetal de la Universidad Nacional
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ABSTRACT
Late blight, caused by the oomycete Phytophthora infestans, is
one of the main limiting factors in potato (Solanum tuberosum L.)
production in Nicaragua. The aim of this study was to evaluate the
in vitro inhibitory capacity of biological and synthetic products for
the management of Phytophthora infestans (Late blight). Pathogen
isolates were obtained from four farms in the communities of
El Robledal and El Zacaton, located in the department of Esteli,
northern Nicaragua. Isolation of Phytophthora infestans from
soil was carried out using baiting method, employing carnation
(Dianthus caryophyllus) leaf fragments as plant bait material;
subsequently, these were cultured on rye agar medium. Species-
level identification was performed using morphological keys at the
microscopic level. The research was experimental and conducted
in the plant microbiology laboratory of the Universidad Nacional
Agraria, in Managua, Nicaragua, under a completely randomized
design (CRD). Four treatments were evaluated: Metalaxyl +
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Agraria, en Mangua, Nicaragua, bajo un diseflo completamente
al azar (DCA). Se evaluaron cuatro tratamientos: Metalaxyl +
mancozeb, oxicloruro de cobre, Bacillus subtilis, Trichoderma sp.,
y un testigo absoluto (para determinar el porcentaje de inhibicion)
con seis repeticiones por tratamiento, totalizando 30 unidades
experimentales. Las variables evaluadas fueron identificacion de
aislados de la rizosfera de papa, capacidad inhibitoria in vitro de
Bacillus subtillis, oxicloruro de cobre, metalaxyl+mancozeb, y
actividad antagoénica de Trichoderma sp. Los resultados obtenidos
de capacidad inhibitoria fueron analizados de forma cuantitativa
a través de porcentaje de inhibicion de crecimiento radial y de
forma cualitativa, los datos de antagonismo mediante la escala de
cinco clases; se realiz0 un analisis de varianza para las variables
porcentaje de inhibicion, mostrando diferencias significativas,
siendo el tratamiento mas efectivo en capacidad inhibitoria
metalaxyl+mancozeb con 88 %, seguido de oxicloruro de cobre con
86 %. Aunque Bacillus subtilis y Trichoderma sp., presentaron bajos
porcentajes de inhibicion en el crecimiento radial de Phytophthora
infestans comparados con los productos sintéticos, estos se clasifican
como antifungico, en el caso de la bacteria Bacillus subtilis y como
altamente antagonista el hongo Trichoderma sp.

Palabras clave: antagonismo, patogenos de la papa, Bacillus
subtilis, Trichoderma sp., antifungico, rizosfera.

mancozeb, copper oxychloride, Bacillus subtilis, Trichoderma sp.,
and an absolute control (to determine the percentage of inhibition),
with six replicates per treatment, totaling 30 experimental units. The
evaluated variables included identification of isolates from the potato
rhizosphere, in vitro inhibitory capacity of Bacillus subtilis, copper
oxychloride, and metalaxyl + mancozeb, as well as antagonistic
activity of Trichoderma sp. The results of inhibitory capacity were
analyzed quantitatively through percentage inhibition of radial
growth and qualitatively using a five-class antagonism data using
a five-class antagonism scale. Analysis of variance for inhibition
percentage showed significant differences, with the most effective
treatment being metalaxyl + mancozeb (88%), followed by copper
oxychloride (86%). Although Bacillus subtilis and 7Trichoderma
sp., showed lower percentage of inhibition of radial growth of
Phytophthora infestans compared with synthetic products, they are
classified as antifungal (in the case of Bacillus subtilis) and highly
antagonistic in the case of Trichoderma sp.

Keywords: Antagonism, potato pathogens, Bacillus subtilis,
Trichoderma sp., antifungal, rhizosphere.

a papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los

cultivos de mayor importancia econdémica y

alimentaria a nivel mundial y constituye un

rubro estratégico en la agricultura nicaragiiense,

particularmente en las zonas del norte del pais.
Sin embargo, su produccion se ve severamente afectada
por enfermedades de origen fingico y oomicético, entre las
cuales el tizon tardio, causado por Phytophthora infestans,
es considerado el principal factor limitante del rendimiento
y la estabilidad productiva, debido a su alta agresividad,
capacidad de dispersion y potencial destructivo (Miranda y
Lanzas, 2007; Pérez y Forbes, 2008).

El manejo del tizén tardio se fundamenta
principalmente en el uso preventivo y curativo con fungicidas
quimicos, como los ditiocarbamatos, compuestos cupricos y
fungicidas sistémicos del grupo de las acilalaninas. Aunque
estas herramientas han permitido reducir la severidad
de la enfermedad, la aplicaciéon frecuente y repetitiva
de ingredientes activos con sitios de accion especificos
ha favorecido la seleccion de poblaciones resistentes de
Phytophthora infestans, disminuyendo su eficacia a mediano
y largo plazo (Rivera et al, 2014; Robledo, 2015). En
Nicaragua, la aparicion de aislados resistentes al metalaxyl
fue documentada desde la década de 1980, situacion que
ha persistido debido a la presion de seleccion ejercida por
esquemas de manejo quimico poco diversificados (Blandon-
Diaz, 2011; Blandon-Diaz et al., 2012).

Ademas del riesgo de resistencia, el uso intensivo
de fungicidas quimicos genera efectos adversos sobre el

ambiente, la microbiota del suelo y la salud humana, ademas
de incrementar los costos de produccion. En este contexto, los
programas de manejo integrado de enfermedades promueven
la incorporacion de estrategias sostenibles que reduzcan la
dependencia exclusiva del control quimico convencional
(Molina et al., 2004; Rivera et al., 2014).

Entre las alternativas emergentes, el control
biolégico ha mostrado resultados promisorios en el manejo
de Phytophthora infestans, destacandose microorganismos
antagonistas como Trichoderma spp. y Bacillus subtilis. Estos
agentes ejercen su accion mediante diversos mecanismos, como
competencia por espacio y nutrientes, antibiosis, produccion
de metabolitos secundarios y enzimas hidroliticas, asi como la
induccion de respuestas defensivas en las plantas hospedantes
(Infante et al., 2009; Villareal-Delgado ef al., 2018). Estudios
previos han demostrado la capacidad inhibitoria in vitro de
estos microorganismos frente a Phytophthora infestans, lo que
los posiciona como candidatos viables dentro de esquemas de
manejo sostenible (Garcia-Nuiez ef al., 2017; Sanchez, 2016).

Asimismo, fungicidas de accion multisitio, como
el oxicloruro de cobre, continian siendo una herramienta
relevante en el manejo del tizon tardio debido a su bajo riesgo
de generar resistencia en el patdogeno, ya que interfieren en
multiples procesos fisiologicos celulares (Kovaci¢ et al.,
2013). No obstante, la efectividad de estos productos puede
variar en funcioén de la variabilidad genética de las poblaciones
locales de Phytophthora infestans, lo que hace necesaria su
evaluacion frente a aislados obtenidos en las principales zonas
productoras de papa del pais.
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La evaluacion in vitro de la capacidad inhibitoria
de productos bioldgicos y sintéticos frente a Phytophthora
infestans constituye una etapa clave para la seleccion
de alternativas de manejo que puedan ser validadas
posteriormente en condiciones de campo. En este sentido, el
objetivo de la presente investigacion fue evaluar la capacidad
inhibitoria in vitro de fungicidas quimicos y productos
biologicos utilizados para el manejo de Phytophthora
infestans, como alternativas para el control del tizon tardio
en el cultivo de papa (Solanum tuberosum L.).

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del area de estudio. El estudio se realizd en
el laboratorio de microbiologia vegetal de la Universidad
Nacional Agraria, ubicada en el km 12 % de la Carretera
Norte en Managua, capital de Nicaragua, en las coordenadas
12°08'51.05" de latitud Norte y 86°09'50.69" de longitud
Oeste.

Disefio experimental. La investigacion fue del tipo
experimental, de corte transversal y se realizd mediante un
disefio completo aleatorizado (DCA). Se implementaron
cuatro tratamientos y un testigo absoluto (éste para determinar
el porcentaje de inhibicion) con seis repeticiones, sumando
un total de 30 unidades experimentales (platos Petri). A partir
de pruebas in vitro se observo la capacidad inhibitoria de los
productos evaluados sobre la base de sus dosis comerciales
y dosis expresada en unidades formadoras de colonias de los
productos bioldgicos, las que fueron ajustadas para un menor
volumen de agua (Cuadro 1).

Se utilizd la metodologia de medio envenenado
propuesta por Dingra y Sinclair (1985), técnica que se utiliza
para valorar la actividad inhibitoria de microorganismos a
nivel de laboratorio (in vitro); luego de inoculadas las placas
con los tratamientos se midi6 el crecimiento radial y la
capacidad inhibitoria de los tratamientos sobre el desarrollo
de Phytophthora infestans.

Para el método de medio envenenado se utilizo
medio de cultivo agar centeno (AC); previo a verter los platos
Petri, se adicionaron 10 ml de tratamiento, previamente
ajustado a la cantidad a usar, luego se coloco un disco de
5 mm con micelio del patdégeno evaluado en el centro del
medio, las placas fueron incubadas a 22 °C y se registraron
los datos cada 24 horas durante siete dias.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos

Colecta de muestras suelo y tejido vegetal. Las muestras
de suelo fueron colectadas en tres fincas ubicadas en el
departamento de Esteli, en el Norte de Nicaragua. El tipo de
muestreo fue simple al azar en forma de “X”, con el objetivo
de asegurar una adecuada representatividad de la finca y de
la obtencion de las muestras (Rios y Baca, 2006). En cada
finca se excavaron cinco puntos equidistantes a 50 metros, a
una profundidad de 20 cm, con un peso aproximado de 1 kg
por muestra.

Para preservar la calidad microbiologica de las
muestras y evitar contaminaciones externas, el material fue
colocado en bolsas plasticas limpias, previamente rotuladas.
Cada etiqueta contenia informacion que incluia el nombre de
la finca, la fecha de muestreo, la profundidad de recoleccion
y las coordenadas geograficas del sitio. La recoleccion se
realizd procurando minimizar la exposicion prolongada al
sol o a fuentes de calor que pudieran alterar la composicion
microbiana del suelo. Estas muestras fueron transportadas al
laboratorio en un contenedor térmico, donde se procedio a su
almacenamiento y posterior aislamiento e identificacion del
fitopatogeno (Mendoza y Espinoza, 2017).

Para la colecta de hojas se tomd como criterio
aquellas que manifestaban sintomas caracteristicos de la
enfermedad, que consistian en manchas necréticas con bordes
irregulares con halos de coloracion amarillenta (Norona y
Tipanquiza, 2010), y se almacenaron en bolsas plasticas con
su respectiva etiqueta.

La colecta se realizo en marzo del 2024 en sistemas de
produccion del cultivo de papa; el primer punto de colecta fue
la finca El Robledal ubicada en las coordenadas 13°11'34.5"
de latitud Norte y 86°16'57" de longitud Oeste; al momento
del muestreo, el cultivo se encontraba en etapa de cosecha.
En la segunda finca, Rosita, con coordenadas 13°14'04.6" de
latitud Norte y 86°14'29.8" de longitud Oeste; el cultivo tenia
aproximadamente 50 dias después de la siembra (inicio de
tuberizacion). El Gltimo sitio de muestreo se realizo en la finca
El Zacatén, con coordenadas 13°13'35.2" de latitud Norte y
86°14'07.8" de longitud Oeste. En la finca Rosita se realizaban
aplicaciones de sulfato de cobre pentahidratado (247 g 1) y
otro producto a base de sulfato de cobre pentahidratado (80
%) mas sulfato de gentamicina (2 %) mas clorhidrato de
Oxitetraciclina (6 %) para el manejo de tizon tardio o chamusco
como es conocido en la zona; en El Robledal y Zacaton no
fueron indicados los métodos de manejo del patogeno.

Aislamiento de Phytophthora infestans a partir de

tejido vegetal. Para el aislamiento a partir de hojas

Tratamiento Descripcion Dosis
T, Testigo absoluto Sin aplicacion
T, Trichoderma sp 1x1012 UEC
T, Bacillus subtilis 1x108UFC
T, Metalaxyl+mancozeb 0.7 g 100 ml?! medio agar-centeno
T. Oxicloruro de cobre 2 g 100 ml-! medio agar-centeno

de papa se realizaron cortes de 3 mm x 3 mm que
abarcara tejido sano y tejido enfermo, posterior a
esto se desinfecté con alcohol al 70 % durante 30
segundos, luego se enjuagaron con agua destilada

UFC: Unidades formadoras de colonias.

estéril y se dejaron secar en papel toalla, luego se
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sembraron cinco cortes en platos Petri conteniendo el medio
de cultivo agar centeno. Los platos Petri codificados fueron
incubados a 22 °C durante 72 horas.

Aislamiento de Phytophthora infestans por método de
cultivo trampa. El aislamiento a partir de muestras de suelo
se realizé pensando 200 gramos de suelo, luego se depositd
en un envase con capacidad de 800 ml, posteriormente se
agregaron 500 ml de agua destilada estéril, se homogenizo
con una espatula estéril y se dejo reposar hasta que la
materia organica presente en el suelo se observara sobre
la superficie del agua, para posteriormente retirarla con
ayuda de papel toalla estéril, seguido de esto se agregaron
trozos de hojas de clavel (Dianthus caryophyllus) de tal
manera que los propagulos del patéogeno se liberaran en
el agua, subiendo a la superficie y ocurriendo la infeccion
sobre el tejido vegetal usado como trampa (clavel). Los
envases se etiquetaron con los cddigos correspondientes
y se incubaron durante 72 horas (Soto et al., 2017).

Después de transcurrido las 72 horas, se
sembraron en medio de cultivo agar centeno cinco
fragmentos de hoja de clavel en un plato Petri, esto se
repiti6 en tres platos Petri por cada aislado, luego las muestras
fueron incubadas durante siete dias a una temperatura de 22
oC. Para purificar los aislados se hizo uso del método de
superposicion, consistiendo en colocar un trozo de medio de
agar centeno con micelio, colocarlo con el crecimiento hacia
arriba y sobre este se coloco un triangulo de medio estéril,
posteriormente se incubd por siete dias (Soto ef al., 2017).
La codificacion para cada aislado de Phytophthora infestans
fue la siguiente: Finca El zacaton (FEZ), Finca Rosita (FRJ)
y Finca El Robledal (FER).

Descripcion de Phytophthora infestans. Para describir
a Phytophthora infestans se utilizaron aislados con buen
desarrollo y libres de contaminantes fungicos y bacterianos,
se agregd una gota de lactofenol en un portaobjetos estéril en
el que se colocd el micelio y se observd en un microscopio a
40 X. La morfologia observada se ingres6 en la herramienta
interactiva Lucid key (Abad ef al., 2023) para la identificacion
morfoldgica de Phytophthora, asi como el uso de la clave
de Gallegly y Hong (2008) y Erwin y Ribeiro (1996). Las
caracteristicas macroscopicas se evaluaron en medio de
cultivo jugo V8.

Capacidad inhibitoria in vitro de Bacillus subtilis
sobre Phytophthora infestans. Se realizd en medio de
cultivo papa dextrosa agar (PDA), similar a la prueba
de antagonismo con cultivos duales, siguiendo el
procedimiento siguiente: las bacterias fueron obtenidas
a partir de un producto comercial y cultivadas en medio
agar nutritivo (AN). En un extremo del plato Petri

Bacteria
evaluada

conteniendo papa dextrosa agar, se colocd un disco de
5 mm de cada aislado de Phytophthora infestans, luego
se realizd un estriado de la bacteria con la ayuda de un
asa bacteriologica previamente esterilizada en linea recta
centrada (Oliva et al., 2017) (Figura 1) y se incubd a 22
°C; el crecimiento micelial se midid en direccion al centro
del plato Petri cada 24 horas y con los datos obtenidos se
realizé el calculo de porcentaje de inhibicion.

Patdgeno

Figura 1. Representacion de prueba de inhibicion de B. subtilis sobre P,
infestans.

Inhibicion de crecimiento micelial de Phytophthora
infestans con oxicloruro de cobre y metalaxyl + mancozeb.
Se realizé en medio de cultivo agar centeno (AC) mediante la
técnica de medio envenenado propuesta por Dingra y Sinclair
(1985), que consiste en adicionar 10 ml del tratamiento a
evaluar en el medio de cultivo agar centeno (AC), luego se
vertieron en platos Petris y se dejaron solidificar; una vez
solidificado el medio de cultivo, se colocd un disco de 5 mm
con micelio de Phytophthora infestans, las placas fueron
incubadas a 22 °C y se registraron los datos cada 24 horas,
midiendo el crecimiento radial a partir del centro del disco
hacia los extremos.

Actividad antagonica de Trichoderma sp., sobre
Phytophthora infestans. La actividad antagonica se evaluo
mediante la técnica de cultivo dual in vitro, con medio PDA
vertido en platos Petri, y se inocularon discos con micelio de
5 mm de ambos microorganismos en extremos opuestos del
plato Petri. Los platos Petri se incubaron a 24 °C durante sicte
dias, monitoreando de forma visual, realizando medicion de
crecimiento radial de los micelios, asi como la evaluacion de
las zonas de inhibicidn, la interaccion entre ambos micelios
y comparacion con el testigo absoluto, todo con intervalos de
12 horas; con una regla milimitrada se midié desde el centro
del disco del antagonista en direccion al disco con micelio
de Phytophthora infestans, hasta que el testigo absoluto
cubri6 toda el area del plato Petri conteniendo el medio de
cultivo, esto permitié determinar la capacidad inhibitoria
de Trichoderma sobre Phytophthora infestans de forma
cualitativa y cuantitativa (Cuadro 2), segin lo descrito por
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Bell et al. (1982). El porcentaje de inhibicion del antagonista
sobre Phytophthora infestans se calculdo mediante la formula
propuesta por Ezziyyani ef al. (2004):

1(%)=[(Tc - Tt)/ Te] x 100

I (%): Porcentaje de inhibicion
Tc: Radio promedio del testigo absoluto (T,)
Tt: Radio de la colonia en medio con el antagonista

Evaluaciéon del grado de antagonismo. Se midio el grado
de antagonismo con el uso de la escala propuesta por Bell et
al. (1982), dicha escala cuenta con cinco clases, indicando que
Trichoderma sp., es altamente antagonista si alcanza un valor
promedio igual o menor a 2 y no es considerado altamente
antagonista si el valor promedio es igual o mayor a 3.

Antagonista Patogeno

Figura 1. Representacion de cultivos duales para prueba de
antagonismo.

Bacillus subtilis, metalaxyl+mancozeb y oxicloruro de
cobre sobre Phytophthora infestans en dosis comerciales
se calculd con la formula para el calculo de porcentaje de
inhibicion.

Analisis de datos. Las variables porcentaje de inhibicion
de Bacillus subtilis, metalaxyl+mancozeb, oxicloruro de
cobrey Trichoderma sp se evaluaron de forma cuantitativa,
obteniendo porcentaje de inhibicion de crecimiento radial.
La variable grado antagonico de Trichoderma sp., fue
analizada de forma cualitativa mediante la escala de 5
clases (Cuadro 2). Las variables porcentaje de inhibicion
y grado antagénico se sometieron a una prueba de
normalidad, al cumplirse el supuesto de normalidad se
procedié a realizar un analisis de varianza (ANDEVA) y
separacion de medias mediante la prueba de Tuckey a 0.05
con el uso del Software estadistico InfoStat version libre
(2021).

RESULTADOS Y DISCUSION
Descripcion de Phytophthora infestans aisladas a partir
de la rizosfera del cultivo de papa. Para la identificacion
de Phytophthora infestans a nivel de especie, se considero
la morfologia de las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas, como el tipo de crecimiento micelial, que
presentd un crecimiento micelial aéreo abundante, con
coloracion blanca, ademas, present6 una textura algodonosa

con
Cuadro 2. Escala de medicion de antagonismo de aislados de Trichoderma sp., sobre Phytophthora infestans Zr ecimiento
Clase Descripcién de  micelio
1 El antagonista crece completamente sobre la coloma del patogeno y cubre toda la superficie del medio de cultivo  ¢p forma
2 El antagonista cubre al menos las dos terceras partes de la superficie del medio de cultivo de roseta

3 El antagonista v el patogeno cubren aproximadamente la mitad de la superficie del medio de cultive .
4 El patégeno cubre al menos dos terceras partes del medio de cultivo ltmitando el crecimiento del antagomista en el mefho
5 El patogeno crece sobre la colonia del antagonista v cubre toda la superficie del medio de cultivo de cultivo
Fuente: Bell ez al. (1982). Jugo V8
caracteristico

Colecta de datos. Se elaboré una base de datos en
Microsoft Excel (2016) en la que se registrd informacion
de las mediciones por tratamiento segun intervalos de 12
horas o 24 horas de medicion a partir de la inoculacion en
los platos Petri. El registro de datos para el porcentaje de
crecimiento radial se realizé hasta cumplir las 96 horas y
el grado antagdnico hasta cumplir 144 horas.

Variables evaluadas. Las variables evaluadas consistieron
en la descripcion de aislados de Phytophthora infestans
a partir de muestras del cultivo de papa (rizosfera),
la capacidad inhibitoria in vitro de Bacillus subtilis,
Metalaxyl+Mancozeb y oxicloruro de cobre, sobre
Phytophthora infestans en dosis comerciales, asi como
la actividad antagoénica y el grado de antagonismo de
Trichoderma sp. El porcentaje de inhibicion in vitro de

de Phytophthora infestans (Figura 3). Se observo que los
aislados fueron heterotalicos, con estructuras reproductivas
asexuales como esporangios caducos, semipapilados y
limoniformes, asi como hifas cenociticas no abultadas (Figura
4), ademas se identificaron estructuras reproductivas sexuales
como es el caso de oogonios de paredes lisas con la union del
anteridio anfigeno, y oosporas pleréticas (Figura 5).

La identificacion a nivel microscopico coincide
con las caracteristicas descritas por Erwin y Ribeiro (1996),
Gallegly y Hong (2008) y los resultados emitidos por la
herramienta interactiva IDphy (Lucid key), donde indican que
Phytophthora infestans presenta esporangios semipapilados,
y caducos, desprendiéndose facilmente del esporangioforo,
ademas de que esta especie esta caracterizada por ser
heterotalica, a diferencia de otras especies de Phytophthora
que son homotalicas.
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a4
Figura 3. Colonia de Phytophthora infestans en medio V8 con
caracteristicas de crecimiento roseteado.

Figura 4. Estructuras reproductivas asexuales de Phytophthora
infestans; A 'y B: esporangios semipapilados, C: esporangio
limoniforme y D: Hifas no abultadas.

A o g Y R (VR [
Figura 5. Estructuras reproductivas sexuales de Phytophthora
infestans ; A'y B: oogonios con oospora plerotica y C: oogonio con
union del anteridio anfigeno.

Inhibicién de crecimiento radial de Bacillus subtilis
sobre Phytophthora infestans. El porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial (PICR) de Bacillus subtilis sobre
Phytophthora infestans para los aislados de la fina El
Zacaton y la finca El Robledal los resultados fueron igual o
mayor de 70 % siendo inferior el obtenido del aislado de la
finca Rosita (Figura 6).

Los porcentajes obtenidos en los aislados FEZ y
FER fueron de 70 % y 78 % respectivamente (Figura 7),
encontrandose en un rango similar a los obtenidos por
Wang et al. (2020) donde la cepa Bacillus subtilis inhibid
en un 75.6 %, lo que representa un mejor control sobre
Phytophthora infestans en comparacion con Pseudomonas
sp v Bacillus pumillus; en cambio, Alfiky et al. (2022)
obtuvieron un porcentaje de 82 % con una cepa de Bacillus
subtilis.

90 +
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Finca El Zacaton Finca El Robledal Finca Rosita

Figura 6. Inhibicion de crecimiento radial (%) de Bacillus subtillis
en aislados de Phytophthora infestans segln sistema de produccion.

Figura 7. Inhibicion de Bacillus subtilis sobre aislados de
Phytophthora infestans; A: FER, B: FEZ y C: FRJ.

Villareal-Delgado et al. (2018), mencionan que
la capacidad antifungica de Bacillus subtilis se basa en la
produccion de moléculas de naturaleza quimica como son
los lipopéptidos (surfactina, iturina y fengicina), que inhiben
la expresion de un microorganismo patoégeno, afectando la
membrana citoplasmatica de las células fingicas, y como
consecuencia generan la muerte celular.

La especie Bacillus subtilis es una alternativa
eficaz para prevenir el desarrollo de Phytophthora
infestans, tal como lo menciona Arteaga (2023), quien
indica que la actividad bioldgica inhibitoria de Bacillus
subtilis sobre Phytophthora sp., in vitro € in vivo, reducen
significativamente el crecimiento micelial del patéogeno, con
valores de inhibicion mayores al 70 %.

Inhibicion de crecimiento radial de metalaxyl + mancozeb
sobre Phytophthora infestans. El porcentaje de inhibicion
de crecimiento radial obtenido en los aislados provenientes
de las tres fincas (FEZ, FER y FRJ) fueron mayores al 85
%, por tanto, son considerados como sensibles al efecto
inhibitorio ejercido por el tratamiento (Figura 8).

Los criterios para clasificar los aislados de
Phytophthora infestans como sensibles, intermedios o
resistentes al metalaxyl se basan en el crecimiento radial
de la colonia en presencia del fungicida, comparado con los
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tratamientos testigos (Riveros et al.,2003). Considerando que
el diametro total del plato Petri es de 90 mm, el porcentaje
de inhibicion se calcula en funcidon del crecimiento radial
observado. Los aislados se clasifican segun Riveros et
al. (2003) como sensibles si presentan un porcentaje de
crecimiento radial menor al 10 % (crecimiento inferior a 9
mm), intermedios con un porcentaje de crecimiento radial
entre el 10 % y el 60 % (crecimiento entre 9 mm y 54 mm),
y resistentes si el porcentaje de crecimiento radial es igual o
mayor al 60 % (crecimiento superior a 54 mm).

90 89 86 89
80 |
70 |
60 |
50 |
40
30 |

Inhibicion de crecumiento radial
(%)

20

10 f } |
Finca El Zacaton Finca El Robledal Finca Rosita

Figura 8. Inhibicion (%) de metalaxyl+mancozeb en aislados de
Phytophthora infestans.

Paez et al. (2001) mencionan que los ingredientes
activos pertenecientes al grupo quimico de las acilalalinas,
tal es el caso de metalaxyl, actiian sobre sitios especificos
del patogeno, debido a esta caracteristica se encontr6 en la
evaluacion de resistencia in vitro e in vivo de Phytophthora
infestans al metalaxyl, que de 69 aislados en estudio, el 64 %
(44 aislados), presentaron resistencia y un 36 % (25 aislados),
fueron sensibles.

Elmodo deaccionde este ingrediente activo es inhibir
la enzima RNA polimerasa y ARN ribosomal, inhibiendo asi
la sintesis de proteinas y reduciendo el desarrollo micelial, sin
embargo, al ser Phytophthora infestans un microorganismo
considerado con alta variabilidad genética, genera resistencia
dado los cortos periodos de aplicacion del producto (Robledo,
2015).

En Nicaragua, la resistencia y el aumento de
aislados de Phytophthora infestans al metalaxyl ocurrieron
en la década de 1980 hasta 1990, debido que los productores
de papa comenzaron a utilizar este ingrediente activo de
manera indiscriminada y frecuente. Consecuente a esto, se
condujo a una presion de seleccion por parte de aislados de
Phytophthora infestans, donde persiste hasta la actualidad en
la poblacion clonal nicaragiiense de este patogeno (Blandon-
Diaz, 2011).

Para evitar la aparicion de mas poblaciones
del patogeno resistente se comenzd a aplicar con otros

ingredientes activos, tal es el caso de la combinacion
metalaxyl+mancozeb que se empezo a utilizar a partir del
afio 1985 (Robledo, 2015), combinacion utilizada en este
estudio, en el que se evidencia que, al utilizar este ingrediente
activo con otro de diferente modo de accion, sigue siendo
eficaz para disminuir el desarrollo del patogeno.

Inhibicion de crecimiento radial de oxicloruro de cobre
sobre P, infestans. El porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial (PICR) de oxicloruro de cobre sobre Phytophthora
infestans en todos los aislados mostraron resultados mayores
al 80 % (Figura 9). No se observd crecimiento radial del
microorganismo desde el inicio hasta el final del periodo de
incubacion.

89
90 | 86 23
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Figura 9. Inhibicion de crecimiento radial (%) de oxicloruro de
cobre sobre aislados Phytophthora infestans.

Estudios realizados por Gopi et al. (2020) a nivel
de campo en el cultivo de tomate en el que se evaluaron
extractos de ajo (Allium sativum), Trichoderma sp., hidroxido
de cobre y oxicloruro de cobre, este tltimo presentd 87.52 %
de control sobre el crecimiento de la infeccion.

El riesgo de que un producto a base de cobre
genere resistencia es bajo, dado que en el patdgeno se
bloquean las enzimas relacionadas al proceso de respiracion,
se desnaturalizan las proteinas y también provoca
envenenamiento y muerte celular (Kovacic et al., 2013).

Actividad antagonica de Trichoderma sp., sobre P.
infestans. El porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
(PICR) de Trichoderma sp., sobre los aislados de P. infestans
en las tres fincas fueron superior a 30 % pero inferiores a 50
% (Figura 10).

El PICR del aislado de la finca Rosita presento
una menor susceptibilidad a Trichoderma sp, alcanzando
valores similares a los reportados por Debebe ef al. (2011),
donde el valor minimo de biocontrol de Trichoderma sobre
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Phytophthora infestans fue de 36.7 %, siendo un resultado
cercano al obtenido en esta investigacion. Esto a su vez
coincide con los resultados obtenidos por Kariuki et al. (2020),
quienes indican que el efecto antagénico de Trichoderma
harzianum y Trichoderma asperellum sobre Phytophthora
infestans, redujeron significativamente el crecimiento
micelial del patogeno, siendo la especie de Trichoderma
asperellum la que tuvo valores similares al registrado en este
estudio con un PICR igual a 30.7 % a los ocho dias después
del enfrentamiento dual (192 horas después de la incubacion).

50 46.2
45 L 2.8

40 +
35 b 325
30 -
25 +
20
15 |
10 |

5 b

0 f }

Finca El Zacaton Finca El1 Robledal

Inhibicion de crecimiento radial
(%)

Finca Rosita

Figura 10. Inhibicion de crecimiento radial (%) a las 144
horas después de la incubacion de P. infestans, con aislados de
Trichoderma sp.

El asilado de la finca El Zacatén fue mas
susceptible al efecto antagoénico ejercido por la cepa de
Trichodermasp.,obteniendo valores similares de inhibicion
a los reportados por Garcia-Nufez et al. (2017), quienes
registraron valores de PICR de 49 % con Trichoderma
asperellum sobre Phytophthora infestans. Michel-Aceves
et al. (2009), reportan especies de Trichoderma sp., con
un porcentaje de biocontrol in vitro entre 5.35 % y 62.9 %.

Sin embargo, en la observacion directa de los
enfrentamientos en cultivos duales se determind el
efecto antagdnico ejercido por Trichoderma sp., sobre el
crecimiento micelial de los tres aislados de Phytophthora
infestans 'y presentaron un crecimiento acelerado de
Trichoderma en comparacion de los aislados
de Phytophthora infestans, disminuyendo
su desarrollo debido a la competencia
por espacio y nutrientes ejercida por el
antagonista.

De Aguiar et al. (2014), manifiesta
que a pesar de que el aislado de Trichoderma
sp., presentd diferentes PICR sobre los
aislados de Phytophthora infestans, sigue
siendo una buena alternativa de biocontrol,

Evaluacién del grado de antagonismo de Trichoderma. Un
aislado de Trichoderma se considera altamente antagonista
si el valor promedio de la escala es menor o igual a 2 y no
es considerado altamente antagonista si el valor promedio es
mayor o igual a 3 (Bell ef al., 1982); en esta investigacion el
aislado de Trichoderma sp., se ubico en la clase 1 de la escala,
por lo que es considerado como altamente antagonista sobre los
aislados de Phytophthora infestans (Figura 11), lo que lo
convierte en un agente viable para poder ser implementado
en estudios posteriores a nivel de campo.

En estudios realizados sobre la caracterizacion
del agente causal de la pudricion radicular del aguacate, y
Trichoderma sp., como potencial agente de control bioldgico,
se menciona lo siguiente: El establecer la capacidad
antagonica de las cepas de Trichoderma en condiciones in
vitro es algo necesario y tiene como principio la seleccion de
las mejores cepas, esto para las pruebas posteriores a nivel
de campo, ademas que se genera informacion sobre una
posible formulacién con materiales inertes apropiados que le
brinden mayor efectividad; esto permite obtener resultados
satisfactorios en el manejo bioldgico en los agroecosistemas
donde los fitopatogenos puedan repercutir de manera negativa
(Sanchez, 2016).

En este estudio se observd que la capacidad
antagonica de Trichoderma sp., fue atribuida a uno de sus
mecanismos de accion, como es el caso de competencia por
espacio y nutrientes (Figura 11). Infante et al. (2009) indican
que Trichoderma sp., al ser un microorganismo de crecimiento
acelerado y rapido desarrollo, el principal mecanismo de
accion es la competencia por espacio y nutrientes con otros
microorganismos que se encuentran en el mismo sustrato.
Ademas, se realizan numerosos estudios de especies que
pertenecen al género Trichoderma para ser evaluados y
propuestos como una alternativa de control bioldgico debido
a sus caracteristicas de crecimiento rapido en una alta gama
de sustratos, produccion de enzimas (quitinasas, glucanasas,
proteasas) y metabolitos secundarios que degradan la pared
celular de microorganismos fitopatdgenos, ademas de tener
resistencia a diversos fungicidas (Tyskiewicz et al., 2022).

debido a que se caracteriza a Phytophthora Figura 11. Antagonismo por competencia ejercido por Trichoderma sobre aislados de

infestans como un patdgeno virulento.

Phytophthora infestans; A: finca el Robledal, B: finca El Zacaton y C: finca Rosita.
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Inhibiciéon de crecimiento radial por tratamiento frente
a Phytophthora infestans. Existen diferencias estadisticas
entre el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (p
= 0.0004) (Figura 12). Los mejores tratamientos fueron

metalaxyl+mancozeb (89 %) y oxicloruro de cobre con 86
%:; Bacillus subtilis mostrd una efectividad al inhibir en un 68
% y Trichoderma sp., en 40.6 %. A pesar de que el porcentaje
de inhibicion de los productos no biolégicos superan a los

biologicos, se destaca que Trichoderma sp., se presenta como

Inhibicién de erecimiento radial (%)

90 2 ab , ) un hongo altamente antagonista a Phytophthora infestans
R=094, CV =925 p=0.0004 . .. : :

80 i y Bacillus subtilis como una bacteria con alta capacidad

70 | antifiingica.

60

50t CONCLUSION

a0 ‘ Se presentan distintos niveles de eficacia in vitro frente a

s0 | Phytophthora infestans, confirmando la viabilidad tanto de

5 fungicidas sintéticos como de alternativas bioldgicas para el

s ; ‘ ; manejo de Phytophthora infestans, agente causal del tizon

Metalaxyl+mancozeb B. subtihs
Tratamientos
Figura 12. Inhibicion de crecimiento radial por tratamiento sobre

aislados de Phytophthora infestans.

Oxicloruro Trchoderma sp

tardio. El producto bioldgico a base de Bacillus subtilis mostro
ser efectivo con 68 % de inhibicion radial, y Trichoderma sp.,
como altamente antagonista. Los productos biologicos pueden
ser una alternativa para el manejo en campo de este patogeno.
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