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1 Resumen

Rhizoctonia solani es un basidiomiceto presente en el suelo que actualmente
afecta la produccion del cultivo de papa en el altiplano occidental de Guatemala, causando
la enfermedad conocida como costra negra. La clasificacion actual de R. solani se basa
en la capacidad de las hifas para fusionarse y formar un grupo de anastomosis (AQG),
reconciéndose hasta el momento 13 AG. Debido a los impactos negativos del control
quimico, la estrategia de control biologico, mediante especies de Trichoderma, se
presentan como una alternativa viable. El objetivo de la investigacion fue identificar
molecularmente, los AG de R. solani presentes en el altiplano occidental guatemalteco y
el nivel de virulencia sobre cinco variedades comerciales de papa. También se evalu6 el
potencial, como agentes de control biologico, de aislados nativos de 7. harzianum y T.
viride caracterizados mediante el marcador molecular AFLP. De los 78 aislados de R.
solani se identificaron los grupos AG-3PT, AG-4-HG-II y AG-5 con una incidencia de
46.16, 14.10 y 17.96%, respectivamente, mientras que 17 aislados no pudieron ser
asignados. Las cinco variedades de papa fueron igualmente susceptibles a los AG. Los
aislados de 7. harzianum mostraron un media del porcentaje de inhbicion del crecimiento
radial PICR de R. solani de 56.71% y T. viride 37.58% (p < .001). Se determiné que los
grupos filogenéticos de 7. harzianum y T. virens son igualmente efectivos contra los 3
AG identificados, destacandose el beneficio del uso de aislados nativos. Se sugiere el uso
de secuenciacion para la identificacion de los aislados no asignados, asi como
evaluaciones en campo para evaluar la eficiencia de los aislados de 7. harzianum y T.

virens.

2 Palabras clave
Grupos de anastomosis, control biologico, diversidad genética, Trichoderma harzianum,

Trichoderma viride
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3 Abstract

Rhizoctonia solani is a basidiomycetes present in the soil that currently affects the
production of potato crops in Guatemala's western highlands, causing the disease known
as black scab. The current classification of R. solani is based on the ability of the hyphae
to merge and form an anastomosis group (AG), 13 AG being recognized so far. Due to
the negative impacts of chemical control, the biological control strategy, using
Trichoderma species, is presented as a viable alternative. The research objective was to
identify the molecular level of R. solani AG present in the western highlands of
Guatemala and the level of virulence of five commercial potato varieties. As biological
control agents, the potential of native isolates of 7. harzianum and T. viride characterized
by the molecular marker AFLP was also evaluated. Of the 78 isolates of R. solani, the
groups AG-3PT, AG-4-HG-II, and AG-5 were identified with an incidence of 46.16,
14.10, and 17.96%, respectively, while 17 isolates could not be assigned. All five potato
varieties were equally susceptible to AG. Isolates of 7. harzianum showed an average
PICR radial growth inhibition percentage of R. solani of 56.71 % and T. viride 37.58 %
(p <.001). We determined that the phylogenetic groups of 7. harzianum and T. virens are
equally effective against the 3 GA identified, highlighting the benefit of using native
isolates. The use of sequencing for the identification of unassigned isolates is suggested,

and field evaluations to assess the efficiency of 7. harzianum and T. virens isolates.

Key words: anastomosis group, biological control, genetic diversity, Trichoderma

harzianum, Trichoderma viride
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4 Introduccion

Actualmente, la produccion del cultivo de papa se ve fuertemente afectada por el
ataque de la enfermedad rizoctoniasis, causada por el hongo Rhizctonia solani Khiin, el
cual es la fase asexual del basidiomyceto Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk
(Cedefio et al., 2001). Los reportes del 2019 de la Federacion de Cooperativas Agricolas
de Guatemala estiman pérdidas en la produccion de papa que alcanzan hasta el 50% en
varias zonas del departamento de San Marcos. El manejo del patégeno es complicado
debido a su compleja composicioén poblacional (McCabe et al., 1999; Ogoshi, 1987) que
generan cepas cada vez mas agresivas por la diversidad genética del patdgeno (Danies et
al., 2013; Fry et al., 2015).

La informacion poblacional del patdégeno es imprescindible para el desarrollo de
estrategias de control que incluyan la seleccion de variedades menos susceptibles y uso
de cepas nativas de hongos con capacidad biofungicida, como Trichoderma spp para el
control de la enfermedad (Abbas, Jiang, & Fu, 2017; Rajendraprasad, Vidyasagar, Uma,
& Koteswar, 2017). Dicha informacion es completamente desconocida en Guatemala, por
lo que este estudio pretende conocer estos detalles para desarrollar un paquete tecnologico
que ayude a los agricultores mas vulnerables a mitigar los dafos causados por esta
enfermedad.

Para esto, se evalud el efecto de virulencia de los diferentes grupos de anastomosis
de R. solani presentes en las principales zonas de produccion del cultivo de papa de la
region del altiplano occidental de Guatemala. También fue evaluado el potencial de
diversidad genética de cepas nativas de 7. harzianum y T. viridae, como agentes de
control biologico ante los grupos de anastomosis de R. solani. Se determinaron los grupos
de anastomosis presentes mediante PCR especifico (Das et al., 2014; Gondal et al., 2019)
y se realizaron pruebas de virulencia sobre 5 variedades de papa. También se evalu6 la
capacidad de inhibicién de crecimiento de 7. harzianum sobre R. solani a través del
método de cultivo dual (Reyes et al., 2008; Rodriguez & Flores, 2018), asi como el
potencial de parasitismo de 7. viridae sobre esclerocios del patégeno en condiciones in
vitro.

Se espera obtuvo la composicion de grupos de anastomosis de R. solani presentes
en la zona de estudio, la agresividad de dichos grupos sobre algunas variedades de papa
ampliamente distribuidas en el pais, asi como una coleccion de cepas nativas de T.

3
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harzianum y T. viride, caracterizadas molecularmente, con potencial para el control
biologico del patégeno. Esta informacion sera utilizada para realizar recomendaciones
especificas a los agricultores, sobre la variedad de papa y la cepa nativa de Trichoderma
harzianum y T. viride para el control de los grupos de anastomosis del patdgeno presentes

en sus zonas de produccion.

5 Planteamiento del problema

A nivel mundial, el cultivo de la papa es atacado por una amplia lista de
enfermedades causadas por hongos y bacterias (Arora & Khurana, 2004; Secor &
Gudmestad, 1999). En Guatemala, la enfermedad conocida como rizoctoniasis, causada
por Rhizctonia solani Khiin, el cual es la fase asexual del basidiomyceto Thanatephorus
cucumeris (Frank) Donk (Cedefio et al., 2001), es un problema que afecta fuertemente las
principales zonas de produccion en el altiplano occidental.

En regiones como la Aldea San Sebastidn, San Marcos, a casusa de esta enfermedad,
se reportan pérdidas de hasta el 50% de la produccion, segun los informes del 2019
proporciandos por la Federacion de Cooperativas de Guatemala, a través de la linea del
Consorcio Nuestra Tierra y la Asociacion de Organizaciones de los Cuchumatanes. Para
la poblacion agricola de esta zona, el cultivo de papa forma parte imporante de su dieta
basicay actividad econdmica, por lo que las pérdidas ocasionadas por R. solani, pueden
llegar a representar un problema de seguridad alimentaria para la region de no plantearse
estrategias efecitvas para su control.

La complejidad del hongo radica en que, dentro de la misma especie, existen grupos
de anastomosis (AGs), los cuales llegan a comportarse como poblaciones genéticamente
diversas (McCabe et al., 1999; Ogoshi, 1987). Por tanto, es indispensable su
identificacion, preferiblemente por homologia de secuencias genéticas (Das et al., 2014;
Gondal et al., 2019) debido a que la diversidad genética en los patdogenos, es un factor
crucial en el desarrollo de nuevas poblaciones cada vez mas agresivas (Danies et al., 2013;
Fry et al., 2015). Dicho supuesto queda evidenciado en las pruebas de virulencia
realizadas con diferentes grupos de anastomosis, los cuales mostraron niveles de
agresividad completamente diferentes sobre el cultivo de papa (Das et al., 2014; Inokuti

etal., 2018; Woodhall et al., 2007).
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Para el control de este patogeno, existen diversos estudios que hacen énfasis en los
resultados positivos sobre el uso de los hongos Trichoderma harzianum 'y T. viride por su
potencial como biofungicidas, incluyendo su efecto micoparasito sobre los esclerocios
del hongo (Abbas et al., 2017; Rajendraprasad et al., 2017; Vinale et al., 2008). Los
estudios también resaltan la necesidad y los beneficios en el uso de cepas nativas para
evitar procesos de adaptacion ecoldgica y asi obtener resultados efectivos por la alta
especificidad de parasitismo que pueden tener las cepas de Trichoderma sobre el
patdgeno (Hoyos et al., 2012; Naeimi et al., 2010).

En el control de la enfermedad, las estrategias biolodgicas aventajan al control
quimico al no representar efectos toxicos sobre la microbiota del suelo, la atmoéfera, ni
efectos perjudiciales al ambiente (Groth et al., 1990). El desarrollo de este estudio
permitira conocer a profundidad la composicioén poblacional y nivel de agresividad de las
cepas R. solani, ya que la dispersion mundial de diversos AGs ya ha sido reportada (Cao
et al., 2019). También se podran recomendar cepas nativas especificas de 7. harzianum 'y

T. viride para el control del patdogeno presente en las zonas de estudio.

6 Delimitacion en tiempo y espacio

La presente investigacion se realizé durante el periodo comprendido de febrero del
2020 a febrero del 2021 constando de tres fases: campo, laboratorio y gabinete. En la
fase de campo se a realiz6 la colecta de material vegetal afectado por la enfermedad de la
rizoctoniasis, asi como muestras de suelo para el aislamiento de cepas nativas de
Trichoderma harzianum y T. viride. Las colectas se realizaron en los departamentos de
Quetzaltenango, Huehuetenango y San Marcos.

Durante el mes de marzo hasta diciembre, se realizo la fase de laboratorio, la cual
consistio de los andlisis moleculares, asi como los ensayos de virulencia y control
biologico. En los dos meses finales se elaboraron y presentaron el informe final y el
manuscrito cientifico. La fase de laboratorio y gabinete se llevo a cabo en el laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Agronomia. En el analisis de los datos
moleculares se contd con el apoyo de los profesionales del laboratorio de Biologia

Molecular de la Czech University of Life Sciences.
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7 Marco teorico

7.1 El cultivo de la papa en Guatemala y la enfermedad de la rizoctoniasis

En Guatemala, la papa (Solanum tubersosum L.) representa para la poblacion
agricola, especialmente de la region occidental, un cultivo que forma parte imporante de
su dieta basica y su actividad econémica. Segun los ultimos datos reportados (2016), se
obtuvo una cosecha de 1,187,260 Tm, generando 12,793 empleos permantes (Ministerio
de Agricultura Ganaderia y Alimentacién, 2016). Actualmente, este cultivo es
fuertemente afectado por Rhizctonia solani Khiin, el cual es la fase asexual del
basidiomyceto Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk (Cedefio et al., 2001).

Este hongo habita naturalmente en el suelo y causa sintomas muy variados en un
amplia gama de plantas. Dicho hongo presenta una especie muy heterogénea conformada
por numerosas cepas, las cuales varian entre si debido a sus caracteristicas de crecimiento
in vitro y patogenicidad (Ogoshi, 1987). R. solani se trasnmite por semilla (tubérculos)
contaminados, proveyendo un mecanismo para su dispersion a grandes distancias. Una
vez establecido en el suelo, el micelio y los esclerocios del patdgeno pueden proveer una
fuente adicional de indculo primario (Tsror, 2010).

En el cultivo de papa, la enfermedad también ha sido nombrada como cancro de
tallo y costra negra de los tubérculos. Sin embargo, se considera més apropiado el nombre
de rizoctoniasis debido a que los sintomas de cancro de tallo y costra negra son afecciones
que se presentan en regiones muy espeficas, dejando fuera otras areas igualmente
afectadas por este hongo como las raices y estolones (Escalona et al., 2011). Esta
enfermedad se encuentra presente en todas las zonas productoras de papa, pero su

severidad aumenta en areas de clima frio y suelos humedos (Cedefio et al., 2001).

7.2 Sintomas, infeccion y desarrollo de la enfermedad

Los sintomas del complejo de la enfermedad rizoctoniasis se observan en partes de
la planta por debajo y por encima del suelo en dos fases: infeccion de plantas en
crecimiento (cancro del tallo) e infeccion de tubérculos con la formacion de esclerocios
(costra negra). La costra negra, que es el signo mas visible de la enfermedad, se desarrolla
mas tarde en la temporada de crecimiento y se caracteriza por la formacion de esclerocios
negros e irregulares de varios tamafios en el tubérculo. Se puede producir una alteracion
en el tamafio del 4rea de la lesion y en el nimero de tubérculos infectados, y en las

6
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infecciones graves, los tubérculos pueden estar mal formados y agrietados (Frank &
Leach, 1980; Hide et al., 1974; Jeger et al., 1996).

Los sintomas del cancro del tallo, que se presentan al comienzo de la temporada,
incluye lesiones necroticas en las puntas de los brotes que pueden inhibir o retrasar la
aparicion, causando masas deficientes y desiguales con plantas debilitadas. También
pueden desarrollarse lesiones marrones, secas y generalmente hundidas en tallos,
estolones y raices (Baker, 1970; Banville, 1978). Las lesiones marrones rodean los tallos
y causan atrofia. Los sintomas en la superficie incluyen clorosis (Hartill, 1989).

En una infeccion severa, se pueden formar pequefios tubérculos verdes en el tallo
sobre el suelo. Los tallos se vuelven resistentes a la infeccion después de la emergencia
(van Emden, 1965)Otro sintoma del complejo de la enfermedad de Rhizoctonia es el
collar blanco, causado por el teleomorfo 7. cucumeris (Banville & Carling, 2001). En la
base del tallo cerca de la linea del suelo se puede desarrollar un collar de polvo blanco
grisaceo superficial. El papel de la forma sexual del hongo en la epidemiologia de la
enfermedad no estd claro (Jeger et al., 1996).

El complejo de la enfermedad de Rhizoctonia puede causar dafios tanto
cuantitativos como cualitativos a los cultivos de papa. Las pérdidas cuantitativas se
producen debido a la infeccion de los tallos, estolones y raices, lo que afecta el tamafio y
namero de los tubérculos(Carling et al., 1989; Platt, 1989), mientras que las pérdidas
cualitativas se producen principalmente a través de la produccion de tubérculos mal
formados y el desarrollo de esclerocios en la superficie del tubérculo (James & McKenzie,
1972).

Se ha informado que la enfermedad en papa, causa pérdidas de rendimiento
comercializables de hasta el 30% (Banville, 1989; Platt, Canale, & Giménez, 1993;
Weindhold, Bowman, & Hall, 1982). La gravedad de la enfermedad no siempre esta
asociada con la reduccion del rendimiento; sin embargo, la formacioén de esclerocios
transmitidos por el tubérculo reduce la calidad del tubérculo, lo que provoca el desarrollo
de tubérculos mal formados y una alteracion en el tamafio (Carling et al., 1989; Jager et

al., 1991; Tsror & Peretz-Alon, 2005).

7.3 Taxonomia de Rhizoctonia solani
La clasificacion anamorfica de las especies de Rhizoctonia se basa en una

caracterizacion del estado nuclear de la célula (multi-, bi- o uninucleado) y la capacidad
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de las hifas para anastomosar con aislados de probadores de los grupos de anastomosis
designados (AG) (Sneh et al., 1991); esto es adicional a la clasificacion de teleomorfos
(Sharon et al., 2006).

Ademas de la interaccion hifal, se han utilizado caracteristicas tales como
patogenicidad y marcadores bioquimicos y genéticos para diferenciar los subgrupos
dentro de varios AG. Los ensayos de PCR convencionales y tiempo real desarrollados
para AG3 tienen ventajas considerables sobre otros métodos para asignar los AG (Lees
et al., 2002). Hoy en dia, el analisis de la secuencia del espaciador transcrito interno (ITS)
del ADN ribosomal parece ser el método mas apropiado para clasificar las especies de
Rhizoctonia (Sharon et al., 2006).

Los AG se compararon mediante hibridacion de ADN /ADN, polimorfismo de
longitud de fragmento de restriccion, ADN polimérfico amplificado aleatoriamente
(RAPD), microsatélites amplificados aleatoriamente (RAMS), -electroforesis de
isoenzimas, zimogramas pécticos y mapeo de restriccion de ADN en el ADNr ITS 5.8S,
todos los cuales indican que los diferentes AG y subgrupos son unidades evolutivas
discretas (Balali et al., 1996; Carling et al., 2002; El Bakali et al., 2003; Kuninaga, 2002;
Kuninaga et al., 2000).

7.4 Patogenicidad de Rhizoctonia solani

Se cree que las especies de Rhizoctonia distintas de R. solani tienen poco o ningin
papel en causar enfermedad en la papa (Carling y Leiner 1990). Aunque varios AG de R.
solani pueden infectar la papa (Banville et al., 1996), la patogenicidad y el tipo de
enfermedad en la papa varian entre ellos. La mayoria de los informes muestran que las
cepas AG-3 estan especializadas y son el principal patogeno de la papa, mientras que las
cepas de otros AG menos especializadas de R. solani infectan a la papa como un huésped
alternativo (G. J. Banville, 1989; G. J. Banville et al., 1996; Weindhold et al., 1982)

Campion, Chatot, Perraton y Andrivon (2003) informaron sobre la formacion de
esclerocios en tubérculos producidos a partir de esquejes sanos cultivados en suelo
infestado con AG-3, pero no en tubérculos cultivados en suelo infestado con AG-5 o AG-
2-1. En otro estudio, los ensayos de patogenicidad realizados en condiciones de
invernadero en Australia del Sur, demostraron que todos los aislados de AG-3, AG-4 y

AG-5 causaban sintomas de enfermedad en la papa. Tanto los aislamientos de AG-3 como
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los de AG-5 causaron costra negra y el cancro del tallo, aunque los sintomas de la costra
negra fueron menos severos con AG-5. Los aislados de AG-4 produjeron los cancros mas
severos de tallos y estolones de todos los aislamientos probados (Stodart et al., 2007).
En las pruebas de patogenicidad realizadas en camaras de crecimiento, los
aislamientos de AG-3, originados a partir de tubérculos (uno de los EE. UU. Y tres de
Me¢éxico), causaron dafios importantes en las raices y los brotes. Las pruebas de
patogenicidad de 40 aislamientos sudafricanos que representan diversos AG en brotes de
papa, indicaron que AG-3 fue el AG mas virulento en papas, y aislamientos de esclerocios
en tubérculos y lesiones de tallos, son més agresivas que los aislados de Tubérculos sin
sintoma o suelo. AG-4 y AG-5 causaron significativamente menos enfermedad que AG-
3, y ninguno de los aislados de AG-7 o AG-8 mostrd ninguna virulencia a los brotes de
papa (Truter & Wehner, 2004). En Canada, los aislamientos de AG-3 fueron
significativamente mas virulentos que los aislamientos de AG-4 o AG-5, mientras que la

virulencia de los dos ultimos fue similar (Bains & Bish, 1995).

7.5 Ecologiay ciclo de vida de Rhizoctonia solani

R. solani es un patdgeno del suelo y, por lo tanto, se ve afectado por las
condiciones del suelo. La costra negra y el cancro del tallo son mas severos en suelos
frescos y humedos. El desarrollo de estas enfermedades se ve favorecido por las
temperaturas del suelo entre 16 y 23 °C, mientras que las temperaturas del suelo por
encima de 25 °C reducen la gravedad del cancro (Anderson, 1982). La etapa sexual de
este patogeno se puede encontrar en las plantas de papa infectadas, pero no esta claro el
papel de las basidiosporas en la epidemiologia del cancro del tallo y la costra negra en la
papa (Ogoshi, 1987). Se cree que los esclerocios de R. solani (es decir, estructuras
resistentes) son las estructuras responsables de la dispersion a larga distancia (Das et al.,
2014).

En cuanto al ciclo de vida de R. solani en papa, la produccion de esporas asexuales
no se observa en R. solani. Los esclerocios formados al final de la temporada de cultivo,
permiten que el hongo se mantenga durante el invierno. El hongo también puede
sobrevivir en los tubérculos infestados que quedan en el suelo y restos vegetales. Durante
la primavera, las plantas de papa de cualquier etapa pueden infectarse por micelios del

patdgeno que se disemina bajo tierra de planta a planta (Garcia et al., 2006).
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8 Estado del arte

8.1 Caracterizacion de los grupos de anastomosis de Rhizoctonia solani

Debido a la complejidad que presentan los grupos de anastomosis (AG), estos
pueden llegar a ser considerados como poblaciones genéticamente distintas (McCabe et
al., 1999; Ogoshi, 1987). Por la importancia que representa la independencia genética de
los AG, esta ya ha sido comprobada mediante andlisis bioquimicos y moleculares (Sneh
et al., 1991; Vilgalys & Gonzalez, 1990).

Debido a la agresividad que mostré la enfermedad de rizoctoniasis en campos de
cultivo de Venezuela, el estudio de Cedeno y colaboradores (2001) se enfocd en la
identificaciéon y virulencia de los grupos de anastomosis presentes en la region,
encontrando los grupos AG-3 y AG-2-1, de los cuales el AG-3 presentd mayor virulencia.
El estudio de Woodhall, Lees, Edwards y Jenkinson (2007) identificé la presencia de los
grupos AG-3, AG-2-1 y AG-5, anadiendo que existe una amplia diversidad dentro del
AG-2 por la variacion en la longitud del espaciador intergénico (IGS1).

La presencia de los grupos AG-2-1 y AG-3 también fueron reportados por Escalona
y colaboradores (2011). Mediante el andlisis de las secuencias de la region rtDNA-ITS el
estudio de Das y colaboradores (2013) identificaron la presencia de los grupos de
anastomosis AG-3PT, AG-2-1 y AG-5. Para este caso, los autores reportaron que las
cepas del grupo AG-2-1 fueron consistentemente mas agresivos que los grupos AG-3PT.

Tras una evaluacion de 148 muestras (Cao et al., 2019) reportan la presencia de los
grupos de anamostosis AG-3, AG-1-1B y AG-2 en Mongolia, indicando la dispersion
mundial de varios de estos grupos en zonas de produccion de papa. En Idaho se ha
reportado por primera vez la presencia del grupo AG-2-1 (Murdock et al., 2019). En
Brasil se ha realizado el primer reporte de la composicion de la poblacion de R. solani,
identificando cinco grupos distintos de anamostosis, siendo el grupo AG-4 HGI
significativamente mas agresivo que los demas en el ataque sobre el cultivo de papa

(Inokuti et al., 2018).

8.2 Manejo de la enfermedad a partir del control biolégico

En el control de patdgenos, a través de estrategias bioldgicas, el hongo Trichoderma
es uno de los principales biofungicidas usados en la actualidad (Vinale et al., 2008). Al
parecer, este hongo micoparasito debe ser aislado a partir del sistema en el cual serd

10
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utilizado ya que existen aspectos como la adaptacion a factores edaficos, biologicos y
ambientales, que tendran un efecto positivo en la sobrevivencia y el eficacia para el
control bioldgico (Anees et al., 2010).

Bajo este supuesto, el estudio de Hoyos, Galvis y Rodriguez (2012) evaluaron el
efecto de cepas nativas de Trichoderma spp para el control de R. solani, obteniendo
resultados positivos, concluyendo que si es recomendable tener en cuenta el factor de
especies nativas en el control biologico. Otro estudio se enfocd en la accion inhibitoria de
Trichoderma harzianum sobre R. solani, en el cultivo de tomate, reportando que T.
harzianum fue efectivo en la inhibicion del desarrollo de micelio del patogeno. Este
mismo efecto también se alcanzd con Pseudomonas fluorescens (Rajendraprasad et al.,
2017).

Ruocco y colaboradores (2009) reportan que el éxito de las especies de
Trichoderma en el biocontrol se debe a la resistencia o tolerancia a sustancias toxicas,
como antibidticos producidos por las cepas mismas o por el fitopatogeno y resistencia al
estrés quimico. Estas condiciones han sido asociadas a la presencia del gen Taabc 2. Por
otra parte, un estudio realizado en Colombia, evalud el efecto de dos especies de
Trichoderma como bioplaguicidas para el control de R. solani, concluyendo que estos
bioproductos, cuando son aplicados a la semilla, no solo protegen el tubérculo durante el
almacenamiento, sino que tienen un efecto positivo de proteccion en el desarrollo del
cultivo ante R. solani (Santos et al., 2011).

Se ha remarcado sobre el hecho que las bondades como agente de control,
dependen maés de las cepas de Trichoderma, que de la especie, pues estas pueden presentar
diferencias en sus modos de accidn, aun perteneciendo a la misma especie. Por tanto, es
necesario efectuar una correcta seleccion de los aislamientos respecto a sus origenes y
ambientes para lograr resultados consistentes en campo (Nora et al., 2011).

La accion parasitaria de 7. virens sobre esclerosios de R. solani, demostré que este
es capaz de parasitar dichas estructuras, llegando a colonizar a nivel intracelular el tejido
del esclerocio, indicando asi, que esta es una especie a tomar en cuenta para el control de
esclerocios (Liu et al., 2009). En la revision realizada por Abbas, Jiang y Fu (2017) se
resalta sobre las ventajas del uso de Trichoderma spp como agente de biocontrol contra
Rhizoctonia solani por su efecto de confrontacion directa con el patégeno, a través del
parasitismo, competencia y la induccion de mecanismos de defensa en las plantas. Debido
a la complicacion en el control de los esclerocios desarrollados por R. solani, el estudio

11
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Demirci, Dane y Eken (2011) se enfocd en la evaluacion de una amplia variedad de
hongos micoparasitos para el control de estas estructuras de resistencia del hongo,

encontrando que los aislados de 7. harzianum fueron efectivos en dicho control.

9 Objetivos
General
1. Evaluar el efecto de virulencia de los diferentes grupos de anastomosis de
Rhizoctonia solani presentes en las principales zonas de produccion del cultivo de
papa de la region del altiplano occidental de Guatemala.
2. Evaluar el potencial de diversidad genética de cepas nativas de Trichoderma
harzianum y T. viridae, como agentes de control biologico, ante los grupos de

anastomosis de R. solani.

Especificos

1. Identificar los grupos de anastomosis de R. solani presentes en las principales
zonas productoras de papa del altiplano occidental de Guatemala.

2. Determinar la virulencia de los grupos de anastomosis de R. solani identificados,
sobre 5 variedades de papa comercializadas en Guatemala.

3. Describir la estructura genética de las poblaciones de Trichoderma harzianum y
T. viridae aisladas de las principales zonas productoras de papa del altiplano
occidental.

4. Determinar el grupo filogenético de Trichoderma harzianum y T. viridae mas

efectivo para el control biolégico de cada grupo de anastomosis de R. solani.

10 Hipotesis
En las zonas productoras de papa del altiplano occidental, estaran presentes al menos los
grupos de anastomosis AG 3 y AG 2-1 de R. solani, los cuales podran ser controlados por

las cepas nativas de 7. harzianum 'y T. viride.

12
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11 Materiales y métodos

11.1 Enfoque y tipo de investigacion

La presente investigacion presenta un enfoque cuantitativo y con un alcance
exploratorio, la cual tiene como finalidad la identificacién de los diferentes grupos de
anastomosis del hongo R. solani, asi como la descripcion de la diversidad genética de las
poblaciones nativas de los hongos 7. harzianum 'y T. viridae. Una vez realizado el anlisis
de identificacion molecular, la investigacion también tiene un alcance explicativo al
describir la estructura genética poblacional de los hongos con potencial de control
bioldgico y el efecto de los grupos filogenéticos de estos sobre los grupos de anastomosis

de R. solani.

11.2 Recoleccion de informacion

Para el afio 2015, la distribucion de la produccion de papa, por departamentos, se
encontraba distribuida entre Huehuetenango 32%, Quetzaltenango 23%, San Marcos
21%, Guatemala 6%, Solola 4% y el resto de departamentos 14% abarcando un total de
30,000 manzanas y una produccion de 11,872,600 quintales, generando 12,793 empleos
permanentes (Ministerio de Agrigultura Ganaderia y Alimentacion, 2016). Los primeros
tres departamentos listados abarcan el 76% de la produccion, por lo cual el estudio se
centr6 en dichos departamentos.

De cada departamento se seleccionaron 5 parcelas con reportes rizoctoniasis. Dicha
informacion fue proporcionada por la Federacion Agricola de Cooperativas de Guatemala
y la Asociacion de Organizaciones de los Cuchumatanes, quien cuenta con registros
precisos del estado de las plantaciones de sus asociados. En cada parcela se tomo6 un
maximo de 5 muestras de tejido foliar tallos y tubérculos. Cada muestra estuvo compuesta
de 5 hojas y porciones de tallo afectados por la enfermedad, ambos colectados de una
planta individual.

En las mismas parcelas, se tomd una muestra compuesta de suelo para el
aislamiento de 7. harzianum y T. viridae. Para la obtencion de las muestras en los puntos
de sub-muestreo se utilizd una pala y se tomd el suelo de los primeros 0.20 m de
profundidad. Posteriormente, se tomd una porcion equivalente de 1/10 de kg y se colocod
en una bolsa plastica. El suelo obtenido de las sub-muestras se mezcld para obtener una

muestra compuesta de 1 Kg aproximadamente. Las muestras fueron almacenadas en
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bolsas plésticas individuales y debidamente identificadas con coordenadas geograficas.

Estas fueron trasladadas hacia el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de

Agronomia para su procesamiento.
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Figura 1. Mapa de ubicacion de las zonas de estudio a partir de las cuales se aislo

Rhizoctonia solani paras las pruebas de identificacion de grupos de anastomosis, ensayos

de control bioldgico y resistencia de genotipos comerciales de papa.

11.3 Técnicas e instrumentos

Aislamiento de Rhizoctonia solani

El material sintomatico de las plantas colectadas en campo fue sometido a un

proceso de desinfeccion el cual consistio de un lavado con agua destilada estéril y

desinfestado con hipoclorito de sodio al 1% durante 1 min; luego se lavd con agua

destilada estéril, y se colocd en papel absorbente estéril para su secado. Con un bisturi

esterilizado y bajo camara de flujo laminar, se cortaron secciones de tallos y hojas (2-4

14



% USAC AGRONOMIiA # DG 2 nvestigacion

=
TRICENTENARIA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA 2224 \N\ Universidad de San Carlos de Guatemala

mm?) a partir de la zona de avance de la lesion. Luego, con una aguja de diseccion, se
colocaron cuatro cortes en cajas de Petri de 9 cm de didmetro con el medio de cultivo
papa-dextrosa-agar (PDA) suplementado con el antibidtico sulfato de estreptomicina a
una concentracion de 50 mg-L!, para disminuir el crecimiento de bacterias. Las cajas de
Petri se incubaron en condiciones de luz natural durante 3 dias hasta el desarrollo de las
colonias con temperaturas alrededor de los 30 °C. Este protocolo fue descrito por
(Gutiérrez, Gonzalez y Salih (2006) reportando resultados positivos. Las colonias con
caracteristicas tipicas de Rhizoctonia fueron transfiridas a cajas de Petri con PDA, para
obtener cultivos puros del hongo y llevar a cabo las pruebas de patogenicidad y

determinacion de los grupos de anastomosis de R. solani.

Aislamiento de Trichoderma harzianumy T. viride
Debido a la gran cantidad de microorganismos provenientes en las muestras de suelo,

se opto por utilizar medios selectivos para cada una de las especies y posteriormente se
realiz6 una confirmacion a través de la amplificacion de regiones especificas de ADN. El
aislamiento fue realizado por medio del método de diluciones seriadas, para lo cual se
tomaron 1g de suelo y se colocaron en 9 ml de agua destilada estéril obteniendo asi una
dilucion 1071,

Luego se tomd 1 ml de esta dilucion y se diluyd en un tubo de ensayo con 9 ml de

agua destilada estéril y asi sucesivamente hasta llegar a la dilucion 10~ a partir de la cual

se realizd la siembra en medio selectivo, agregando 20 pl por cada placa de petri
(Acevedo et al., 2014). Para el aislamiento de ambas especie de Trichoderma, se utiliz6
el medio TSM (Trichoderma Selective Medium) suplementado con Cloranfenicol (50
ug/mL) y rosa bengala 0.15 g/L (Attitalla et al., 2012). Las colonias con caracteristicas
tipicas de Trichoderma spp fueron transfiridas a cajas de Petri con PDA, para obtener

cultivos puros.

Extraccion de ADN
A partir de los cultivos puros obtenidos en la fase previa para R, solani y ambas especies

de Trichoderma se realiz6 el aislamiento y extraccion del ADN genomico de los aislados
empleando el DNeasy UltraClean microbial Kit (QUIAGEN), siguiendo el protocolo

sugerido por el fabricante.
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Confirmacion de las especies de Trichoderma mediante PCR especifico
Para realizar la identificacion 7. harzianum y T. viride se realiz6 una amplificacion

especifica de ADN mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR
(Mullis, 1990). Para el caso de Trichoderma harzianum, se emplearon los cebadores
especificos THITS-F2 (5'CGGGTTTTTTATAATCTGAGCC 3°) y THITS-R3
(5'CATTCAGAAGTTGGGTG 3") siguiendo el protocolo de amplificacion descrito por
Miyazaki, Tsuchiya y Okuda (2009). Para el caso de 7. viride se utilizaron los cebadores
especificos TVF (3’ CTGTCTGAGATGTTGACCTCGGA 5) 'y TVR
(5’ TAACACTCCTGGAGGAGCCACGTT 3") siguiendo el protocolo descrito por

Srivastava y colaboradores (2014).

Determinacion de los grupos de anastomosis de R. solani
Para llevar a cabo esta caracterizacion, se tomaran las muestras de ADN preparadas en el

inciso anterior y se realizard una amplificacion especifica por PCR. Para la identificacion
se utiliaron los cebadores AG-3 PT-F/ AG-3 PT-R (Misawa, 2015); AG-4 HG-II-F/AG-
4 HG-I-II-R (Kuninaga, 2003) y AG-5/ ThanaCera-R (Arakawa & Inagaki, 2014) los
cuales son especificos de los grupos de anastomosis AG-3 PT, AG4-HGIl y AG-5 de R.

solani, respectivamente.

Analisis de diversidad genética de las especies de Trichoderma
Para la caracterizacion molecular de 7. harzianum y T. viride se utilizd el

marcador molecular AFLP. A partir de las muestras positivas mediante PCR para 7.
harzianum 'y T. viride, se desarroll6 la siguiente metodologia para cada especie: se utilizo
ADN genomico a una concentracion de 10 ng/uL, el cual fue digerido con las enzimas de
restriccion EcoR1/ Msel y se incubo por 2 h a 37 °C y después a 70 °C por 15 min para

desactivar las enzimas de restriccion. La ligacion de los adaptadores se llevo a cabo con
los reactivos del kit AFLP® Analysis Sistem for Microorganism y se incubo6 durante 2 h

a 20 °C. Seguidamente se realiz6 una preamplificacion con la reacciéon en cadena de la
polimerasa; el programa empleado en el termociclador fue el siguiente: 94 °C por 30 s,
56 °C por 60 s, 72 °C por 60 s, por 20 ciclos. Los productos amplificados se visualizaron
en un gel de agarosa al 2%. Se hizo una amplificacion selectiva con los cebadores M-A

+ E-C del kit los cuales produjeron mayor polimorfismo.
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Los productos de la PCR se visualizaron en un gel de acrilamida al 5% para
poder observar las bandas amplificadas. La tincion del gel se realizé con nitrato de plata
mediante el siguiente procedimiento: inmersion en solucion fijadora de acido acético
glacial 10% v/v durante 35 min, agua destilada durante 20 min, solucién de tincion
(nitrato de plata 0.15% p/v, formaldehido 0.15% v/v) por 40 min, agua destilada por 10
s, solucion de revelado de 5 a 6 min segln la aparicion de las bandas (carbonato de
sodio 6% p/v, formaldehido 0.3% v/v, tiosulfato de sodio 5 ppm), solucion fijadora para
detener el proceso durante aproximadamente 5 min, finalmente se lavo en agua
destilada. Se dejo secar por 2 dias y posteriormente se realizo la lectura del perfil de las
bandas mediente el analisis de las fotografias del gel utilizando el programa PyElph

(Pavel & Vasile, 2012).

Ensayo para la evaluacion de la virulencia de los grupos de anamostosis de R. solani
Para la evaluacién de virulencia de los aislados obtenidos, se sembraron tubérculos

de papa de las variedades Loman, Atzimba, Atlantis, Tollocan e Icta Frit. Los tubérculos
fueron sembrados en macetas plasticas conteniendo una mezcla de peatmoss y cascara de
arroz (2:1) previamente esterilizada mediante autoclave. Posterior a la siembra, se realizo
la inoculacién con los aislados de R. solani obtenidos y caracterizados por grupos de
anastomosis en la fase previa. Para la inoculacion se tomaron como base el protocolo
reportado por Escalona, Rodriguez y Hernandez (2012). Se tomaron discos de micelio de
6 mm de didmetro de los aislados de 5 dias de edad crecidos en PDA.

Estos fueron directamente colocados en el agujero donde se hallaban sembrados los
tubérculos y fueron cubiertos con una capa de 2 cm de la mezcla peatmoss y cascara de
arroz. Las macetas fueron incubadas a temperatura ambiente. A los 45 dias después de la
siembra e inoculacion se examinaron las plantas y se evalud la presencia y severidad. La
virulencia fue estimada mediante la medicion de la severidad inducida en las plantas,
utilizando para ello la escala de indices de severidad propuesta por Yang, Zhao, Gou y
Wu (2014) lesiones en la base de los tallos de la plantas obtenidas, también se midi6 su
longitud y los valores fueron transformados a escala de severidad.

El experimento constd de dos factores (a) variedades de papa (5 variedades) y (b)
aislados de R. solani identificados por grupos de anastomosis (3 aislados). Se utiliz6é un

disefio completamente al azar (DCA). Se realizaron 5 repeticiones y cada unidad
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experimental estuvo representada por una maceta con una planta para un total de 75

unidades experimentales.

Ensayo de capacidad antagonica 7. harzianum y T. viride sobre R. solani
Para llevar a cabo la evaluacion de la capacidad antagdnica de los aislamientos de 7.

harzianum contra R. solani se realizaron pruebas de cultivo dual reportadas en estudios
previos (Reyes et al., 2008; Rodriguez & Flores, 2018). Para ello, se sembraran, sobre la
superficie de cajas de Petri con PDA, discos de 5 mm de didmetro colonizados con
micelio de 7. harzianum en un lado de la caja de Petri y otro disco de iguales dimensiones
con micelio de R. solani sera colocado en el otro extremo de la caja. El material fue
incubado por 14 dias a temperatura ambiente. La variable de respuesta fue el porcentaje
de inhibicion del crecimiento radial (PICR) el cual se expresa como PIC = PICR = [(C —
T) / C] x 100 donde:

D1 = diametro de las colonias de R. solani en PDA

D2 = diametro de las colonias de R. solani en presencia de Trichoderma spp. en PDA.

Todas las cajas con los enfrentamientos se incubaron a 27 °C durante siete dias. Las
evaluaciones se realizaron mediante mediciones del radio de las colonias con el uso de
un vernier hasta el séptimo dia de incubacion. El ensayo contempld dos factores (a)
aislados de R. solani identificados por grupo de anastomosis (3 grupos) y (b) grupos
filogenéticos de 7. harzianum (3 grupos) y T. viride (3 grupos). Cada unidad experimental
estuvo representada por una caja de Petri con la intereaccion 7. spp vs R. solani. Se

utilizaon 5 repeticiones para un total de 90 unidades experimentales en un DCA.

Ensayo de parasitismo de esclerocios de R. solani por 7. harzianum y T. viride
Produccion de esclerocios
Los aislados de R. solani empleados para la evaluacion de virulencia fueron

transferidos a un medio de cultivo MYA (malta 12 g/L, levadura 15 g/L, agar 5 g/L) y se
incubaron a 25 C durante 21 dias. Este método ha sido reportado para la formacion de
esclerocios de R. solani baja condiciones in vitro (Ritchie et al., 2012). De cada aislado
se tomaran 5 esclerocios y seran colocados en cajas de Petri con papel toalla himedo.
Luego se tomaron 20 uL de una suspension de esporas, a una concentracion 10°, y fueron

aplicados directamente sobre los esclerocios. Las cajas de Petri seran incubadas por 7 dias
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a temperatura ambiente. Posteriormente, se tomaron los quistes, se colocaron sobre un
medio PDA y se incubaron por 48 horas a 26 C.

Pasado este periodo de tiempo, los esclerocios fueron evaluados con microscopio
en busca de desarrollo de hifas. Aquellos esclerocios que formaron hifas fueron
catalogados como viables y los que no desarrollen dichas estructuras, se catalogaron como
inviables. La variable de respuesta fue el porcentaje de esclerocios viables. El ensayo
estuvo compuesto de tres factores (a) esclerocios de R. solani identificados por grupo de
anastomosis (3 grupos) (b) grupos filogenéticos de 7. harzianum (3 grupos) y (c) grupos
filogenéticos de 7. viride (3 grupos). Se realizaron 5 repeticiones. Cada unidad
experimental estuvo representada por una caja de Petri con la intereaccion hongo

biofungicida vs R. solani para un total de 90 unidades experimentales.

11.4 Procesamiento y analisis de la informacion

Con el perfil de bandas obtenido con el marcador molecular se gener6 una matriz
binaria de presencia (1) ausencia (0) para cada uno de los loci amplificados. La matriz
se exportd al programa Paleontological Statistics Software Package for Education and
Data Analysis Past v3.18 (Ryan et al., 2001) para generar una matriz de distancias
genéticas con el indice de Dice y posterior analisis con el algoritmo Neighbor-Joining
(NJ) (Saitou & Nei, 1987) generando un dendrograma en formato Nexus, el cual fue
exportado hacia el programa FigTree v1.4.3 (Rambaut, 2008) para una mejor
visualizacion del dendrograma de tipo radial e identificacion de los grupos filogenéticos
de T. harzianum y T. viride.

El experimento de la evaluacion del antagonismo in vitro se desarrollé bajo un
disefio completamente al azar con 9 tratamientos y 5 repeticiones por tratamiento para
cada una de las dos especies de Trichoderma. Cada unidad experimental estuvo
representada por una caja de Petri con medio PDA sobre el cual se realizaron las
mediciones del radio de las colonias del antagonista y el patégeno. Con los datos del PICR
se realizaron las pruebas de Shapiro y Bartlett para determinar la normalidad de los
residuos y homogeneidad de varianzas, respectivamente. Posteriormente, se realiz6 la
prueba de la t de Student de dos muestras independientes con una significancia del 5%,
asi como el calculo del tamafio del efecto con el valor de la d de Cohen, para comparar la

efectividad entre 7. harzianum y T. viride mediante los valores de PICR.
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También se realizo un andlisis de varianza (ANOVA) bifactorial para determinar
la efectividad de cada grupo de cada grupo filogenético de ambas especies de
Trichoderma al ser confrontado contra los grupos de anastomosis de R. solani.
Posteriormente, se realiz6 un ANOVA tomando unicamente el factor de grupos de
anastomosis y, por otra parte, el factor de grupos filogenéticos de ambas especies de
Trichoderma. De esta forma se obtuvo mayor detalle del efecto de ambos factores sobre
el PICR.

Los andlisis de varianza se realizaron con un nivel de significancia del 5% y el
calculo del tamano del efecto se hizo mediante el valor de eta cuadrado (%?).
Posteriormente, se realizaron pruebas de comparacioén por pares con la prueba de t de
Student con 5% de significancia aplicando la correccion de Bonferroni. Las pruebas
anteriormente descritas se realizaron en el programa R v3.6.3 con el paquete stats (R core
Team, 2020) y agricolae (de Mendiburu, 2020). La visualizacion de los resultados de las
pruebas de t de Student, analisis de varianza y comparaciones pareadas, se realizaron con
el paquete ggstatsplot (Patil, 2018).

Para las pruebas de virulencia y parasitismo de esclerocios, se realiz6 un analisis de
tablas de frecuencia medienta la prueba de Chi cuadrado con un con un nivel de
significancia del 5%. Para las pruebas estadisticamente significativas se realizd un
posterior analisis de los residuos estandarizados para identidicar las interacciones con
mayor aporte a la desviacion entre los valores observados y esperados. Para esto se
empleo el programa estadistico R v3.6.3. y los paquetes stats (R core Team, 2020) y
agricolae (de Mendiburu, 2020).

12 Vinculacion, difusion y divulgacion

Se contd con la vinculacién del Centro Universitario de NorOccidente de la
Universidad de San Carlos de Guatemala (muestreo en campo y capacitacion en técnicas
moleculares), con la Federacion de Cooperativas Agricolas de Guatemala bajo la linea el
Consorcio Nuestra Tierra, la Asociacion de Organizaciones de los Cuchumatanes
(informacién de zonas afectadas y muestreo en campo) y la Czech University of Life

Sciences, Prague de Republica Checa.
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13 Productos, hallazgos, conocimientos o resultados

13.1 Identificar los grupos de anastomosis de R. solani presentes en las principales

zonas productoras de papa del altiplano occidental de Guatemala.

A partir de las muestras colectadas, se obtuvo un total de 78 aislados de R. solani,
de los cuales se identific6 molecularmente la presencia de tres grupos distintos de
anastomosis que corresponden al AG-3 PT, AG-4 HG-II y AG-5 con tamafios de los
productos amplificadas de 480, 420 y 350 pb respectivamente (Figura 2). Los valores de
indicencia en porcentaje fueron de 47.44,23.07 y 29.49 correspondiente al AG-3 PT, AG-
4 HG-II y AG-5 (Tabla 1). Las PCRs para la identificacion de los grupos AG-2-1y AG-
6 fueron negativas para todas las muestras analizadas. Los tres grupos de anastomosis que
resultaron positivos, fueron identificados en todos los departamentos donde se colectaron
las muestras, evidenciando la movilizacion de dichos grupos en las distintas areas de
cultivo del altiplano occidental del pais. Se seleccionaron los aislados Rs 7, Rs 23 y Rs
54 como representantes de los grupos de anastomosis AG 3, AG 4 y AG 5,

respectivamente.

MP 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 MP

Figura 2. Productos amplificados por PCR con los cebadores AG-3 PT-F/ AG-3 PT-R;
AG-4 HG-II-F/AG-4 HG-I-II-R y AG-5/ ThanaCera-R para la identificaciéon de los
grupos de anastomosis AG-3 PT, AG4-HGII y AG-5 de R. solani, respectivamente.
Carriles 1-7 muestras positivas para el grupo AG-3 PT (480 pb). Carriles 8-10 muestras
positivas para el grupo AG4-HGII (420 pb). Carriles 11 y 12 muestras positivas para el
grupo AG-5 (350 pb). MP = marcador de peso molecular 250 pb invitrogen®.
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Tabla 1. Resumen de los cebadores utilizados para la identificacion de los grupos de
anastomosis de Rhizoctonia solani. Se muestra el numero de aislados positivos y el

porcentaje de incidencia para cada grupo de anastomosis del hongo.

Tamaiio No. aislados Porcentaje de

AG, Temperatura de

Cebadores Secuencia (5'- 3") X . del Referencia positivos incidencia
subgrupo alineamiento ( C)

amplicon

P21F CAAAGGCAATRGGTTATTGGAC (Carling et 0 0
AG-2-1 60 480

P2IR CCTGATTTGAGATCAGATCATAAAG al., 2002)

AG-3 PT-F CTGAACGCCTCTAAGTCAGAA (Misawa, 36 46.15
AG-3PT 50 480

AG-3 PT-R CTTGATTAATGCAACTCCC 2015)
AG4HG- AG4HG-I-F GGACCTTCTACTCCCCCT s 20 (Kuninaga, 11 14.10
I AG-4 HG-I-II-R ACAGGGTGTCCTCAGCGA 2003)

AG-5 GGTTGTAGCTGGCTCATGAA (Arakawa & 14 17.96
AG-5 TGATACTCAAACAGGCATGC 55 350 Inagaki,

ThanaCera-R

2014)

AG-6F CCCTCTGTCTACTCAATCCA (Arakawa & 0 0
AG-6 TGATACTCAAACAGGCATGC 55 230 Inagaki,

ThanaCera-R

2014)

Aislados 17 21.79
no
asignadas
Total 78 100
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13.2 Determinar la virulencia de los grupos de anastomosis de R. solani

identificados, sobre S variedades de papa comercializadas en Guatemala.

Luego de la confirmacion de los grupos de anastomosis AG 3, AG 4y AG_5 se
identific6 que las cinco variedades de papa evaluadas fueron igualmente afectadas por
dichos grupos. Las pruebas de severidad demostraron que no existid diferencia
estadisticamente significativa (p = 0.335) en el indice de severidad entre las cinco
variedades evaluadas (Figura 3). Al profundizar en el detalle del efecto de severidad
causado por cada uno de los grupos de anastomosis, se identifico que si existio diferencia
altamente significativa entre estos (p < 0.001). Se identificé que los mayores indices de
severidad fueron causados por el AG_3, seguidos por el AG 4 y por ultimo el AG_ 5

como se observa en la Figura 4.

Fweich(4,34.74) =1.18, p = 0.335, ni = 0.05, Clgss [0.00, 0.14], nops = 75
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70+ L J [
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S
(i=66.33, Clos,ii62.41, 71.09] |
o o
[ i=62.33. Clos,.[57.49. 67.52] |
50 ° - (2=59.17. Closs.[54. 65.09] | -
([8=59.83, Clos:[54.24, 67.63] | L4 — -
° [ =59, Closs.[51.57. 65.68] |
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indice de severidad

50 4

404 ® (]

Icta. Frit Lor;'|an Sol(l)ma Dilaz Tollécan
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Variedades de papa

Pairwise test: Games—Howell test; Comparisons shown: only significant

Figura 3. Diagrama de cajas del indice de severidad de ocasionado por Rhizoctonia
solani sobre las variedades de papa evaluadas. Se muestra el detalle del resultado del

analisis de varianza.
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Figura 4. Diagrama de caja del comportamiento del indice de severidad en funcion de
los tres grupos de anastomosis identificados en Rhizoctonia solani. Se muestra el detalle
del resultado del analisis de varianza y Unicamente las comparaciones por pares de las

medias estadisticamente significativas p < .05.

Al detallar sobre el comportamiento de las variedades de papa en funcion del
grupo de anastomosis de R. solani con el que fueron inoculadas, se identifico que para
todos los casos de la interacion variedad*grupo de anastomosis existié diferencia
significativa en el indice de severidad (p < .001). Para todos los casos de interaccion, el
AG 3 tuvo el mayor efecto en el indice de severidad, siendo asi el mas agresivo sin
importar la variedad de papa sobre el cual se realiz6 el ensayo. Seguido se ubico el AG 4
para todos los casos de evaluacion, siendo éste estadisticamente diferente al AG 3.
Finalmente, el AG_5 demostrd siempre ser el grupo de anastomosis con menor indice de
severidad para todas las variedades de papa, ademés de ser estadisticamente diferente a

los otros dos grupos. El detalle de cada prueba se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Diagrama de cajas del comportamiento del indice de severidad haciendo un

agrupamiento por variedades de papa. Se muestra el detalle del resultado del analisis de

varianza y Unicamente las comparaciones por pares de las medias estadisticamente

significativas p <.05.

Al explorar sobre el efecto directo de cada grupo de anastomosis sobre las

variedades de papa, se observo que los AG 3 y AG_4 fueron igualmente virulentos para

todas las variedades y a pesar de que la variedad Icta Frit fue siempre la afectada, las

diferencias en los valores de indice de severidad con el resto de las variedades de papa

evaluadas no fueron estadisticamente significativa (p > .05). Sin embargo, al examinar el

AG 5 la diferencia entre el indice de severidad de cada variedad si mostré diferencia

significativa (p < .001), siendo las variedades Icta Frit y Loman las mas afectadas,

mientras que las variedades Soloman, Diaz y Tollocan mostraron los valores de severidad
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mas bajos y por tanto se clasificaron en un grupo separado a las otras dos variedades. El

detalle de cada prueba se muestra en la Figura 6.

Anastomosis: AG_3 Anastomosis: AG_4
Fweion(4,9.88) = 1.53, p = 0.268, wf; =0.07, Clgss, [0.00, 0.22], ngps = 25 Fuweicn(4,9.78) = 0.77, p = 0.567, wf, =0.03, Clgs, [0.00, 0.02], ngps = 25
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Figura 6. Diagrama de cajas del comportamiento del indice de severidad haciendo un
agrupamiento por grupos de anastomosis de Rhizoctonia solani. Se muestra el detalle del
resultado del analisis de varianza y Unicamente las comparaciones por pares de las medias

estadisticamente significativas p <.035.

Sobre la incidencia de plantas enfermas al ser inoculadas con los diferentes grupos
de anastomosis de R. solani, la prueba de Chi cuadrado (Tabla 2.) no mostr6 diferencia
significativa (p =. 9317) entre la proporcion de plantas enfermas de las cinco variedades

evaluadas, por lo que todas las variedades fueron igualmente susceptibles al hongo
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(Figura 7). Mediante le valor de los residuos estandarizados de la prueba de Chi cuadrado

se establecio el umbral de valor absoluto de 2 para identificar las categorias que mostraron

mayor influencia sobre la diferencia entre los valores observevados y esperados. Para este

caso, como era de esperar al no rechazar la hipotesis nula (p = . 9377), nigun valor de

residuo estandarizado estuvo fuera del umbral establecido.

Tabla 2. Resultados de la prueba de Chi cuadrado sobre la indicencia de plantas

enfermas de las variedades de papa evaluadas.

Variedades de Plantas Plantas Proporcion Residuos
papa enfermas sanas enfermas estandarizados
Loman 139 11 0.926 0.0694587  -0.069458
Icta Frit 141 9 0.940 0.7640461 -0.764046
Soloma 138 12 0.920 -0.277834  0.277834
Tollocan 137 13 0.913 -0.625128  0.625128
Diaz 139 11 0.926 0.069458  -0.069458
X2 = (.84911 Grados de libertad = 4 Valorp=0.9317

1.00- Prop.general

°
3
a

Proporcion de plantas enfermas
o
&
o

o
N
q

0.00-

Diaz Icta Frit

Loman Soloma
Variedades de papa

Tollocan

Figura 7. Incidencia de plantas enfermas por Rhizoctonia solani a nivel de variedades

de papa. La proporcion general de plantas enfermas se indica mediante la linea punteada.
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En cuanto al efecto de cada grupo de anastomisis sobre la incidencia de la
enfermedad a través de la proporcion de plantas enfermas, la prueba de Chi cuadrado
(Tabla 3) si demostré diferencia estadisticamente significativa (p < .001). Los grupos
AG 3 y AG 4 estuvieron por encima de la proporcién general de plantas enfermas,
mientras que el AG 5 estuvo por debajo de dicha proporcion. De tal forma, los grupos
AG 3 y AG 4 causaron la mayor cantidad de plantas enfermas como se observa en la
Figura 8. Mediante le valor de los residuos estandarizados de la prueba de Chi cuadrado
se establecio el umbral de valor absoluto de 2 para identificar las categorias que mostraron
mayor influencia sobre la diferencia entre los valores observevados y esperados. De esta
manera, tanto el AG_3 como el AG_4 hicieron un aporte significativo para tener valores
por encima de lo esperado, mientras que el AG_5 hizo un aporte significativo al mostrar
valores por debajo de lo esperado.

Tabla 3. Resultados de la prueba de Chi cuadrado sobre la indicencia de plantas

enfermas por cada grupo de anastomosis de Rhizoctonia solani.

Grupo de Plantas Plantas Proporcion Residuos

anastomosis enfermas sanas enfermas estandarizados

AG 3 243 7 0.972 2.749199  -2.749199
AG 4 241 9 0.964 2.105400  -2.105400
AG 5 210 30 0.875 -4.904907  4.904907
X2 =24.195 Grados de libertad = 2 Valor p < 0.001

1.00-

o
3
o

Proporcién de plantas enfermas
o
Py
o

o
N
o

0.00+

AG_3 AG_4 AG_5
Grupos de anastomosis R. solani

Figura 8. Incidencia de plantas enfermas por cada grupo de anastomosis de Rhizoctonia

solani. La proporcion general de plantas enfermas se indica mediente la linea punteada.
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Sobre el efecto de cada grupo de anastomosis en cada una de las variedades de
papa evaluadas, se observd que la prueba de Chi cuadrado mostrd diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.001). Mediante el valor de los residuos
estandarizados de la prueba de Chi cuadrado se establecio el umbral de valor absoluto de
2 para identificar las categorias que mostraron mayor influencia sobre la diferencia entre
los valores observevados y esperados. De esta manera, las categorias que mostraron
valores por debajo de lo esperado fueron todas las interaccion de las variedades de papa
con el AG 5, lo cual concuerda con el hecho de que este grupo fue previamente
catalogado como el menos agresivo. Los grupos AG 3 y AG 4, a pesar de no mostrar
valores de residuos estandarizados fuera del umbral, siempre estuvieron por encima de

los valores esperados, como se observa en la Figura 9.

Tabla 4. Resultados de la prueba de Chi cuadrado sobre la indicencia de plantas
enfermas en la interaccion de las variedades de papa y grupos de anastomosis de

Rhizoctonia solani.

Variedadde  Grupo de Plantas Plantas  Proporcion Residuos estandarizados
papa Anastomosis  enfermas sanas enfermas
AG 5 42 8 0.84 -2.3761445 2.3761445
Loman AG 3 49 1 0.98 1.5222175 -1.5222175
AG 4 48 2 0.96 0.9653087 -0.9653087
AG 5 44 6 0.88 -1.2623267 1.2623267
Icta Frit AG 3 49 1 0.98 1.5222175 -1.5222175
AG 4 48 2 0.96 0.9653087 -0.9653087
AG 5 42 8 0.84 -2.3761445 2.3761445
Soloma AG 3 48 2 0.96 0.9653087 -0.9653087
AG 4 48 2 0.96 0.9653087 -0.9653087
AG 5 40 10 0.80 -3.4899622 3.4899622
Diaz AG 3 48 2 0.96 0.9653087 -0.9653087
AG 4 49 1 0.98 1.5222175 -1.5222175
AG 5 42 8 0.84 -2.3761445 2.3761445
Tollocan AG 3 49 1 0.98 1.5222175 -1.5222175
AG 4 48 2 0.96 0.9653087 -0.9653087
X2 = 4253 Grados de libertad = 14 Valor p < 0.001
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Figura 9. Indicencia de plantas enfermas en la interaccion de las variedades de papa y

grupos de anastomosis de Rhizoctonia solani.

13.3 Describir la estructura genética de las poblaciones de Trichoderma harzianum
y T. viridae aisladas de las principales zonas productoras de papa del altiplano

occidental.

A partir de los cultivos monospéricos de Trichoderma spp. se confirmd
molecularmente la presencia de 25 aislados de 7. harzianum y 29 aislados de 7. viride
con tamanos de los productos amplificadas de 395 y 330 pb respectivamente, como se
observa en la Figura 10. El andlisis con el marcador molecular para los 25 aislados de 7.
harzianum permiti6 identificar un alto grado de diversidad genética, asi como la
formacion de tres grupos filogenéticos claramente constituidos en base al arreglo
observado en el dendrograma de tipo radial (Figura 11a). De forma similar, los 29 aislados
de T. viride, también mostraron una alta diversidad genética y un arreglo que permitio la
identificacion de tres grupos filogenéticos bien definidos como se observa en la Figura
11b. Para las pruebas posteriores, se escogieron los aislados de 7. harzianum Th_15,
Th 21y Th 11 como representantes de los grupos filogenéticos 1, 2 y 3 respectivamente.
Para el caso de 7. viride, se seleccionaron los aislados Tv 2, Tv 12 y Tv 22

representantes de los grupos filogenéticos 1, 2 y 3, respectivamente.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 MP

Figura 10. Productos amplificados por PCR con los cebadores THITS-F2/THITS-R3 y
THITS-F1/THITS-R1 para la identificacién de T. harzianum y T. viride respectivamente.
Carriles 1-7 muestras positivas para T. harzianum (395 pb). Carriles 8-11 muestras

positivas para 7. viride (330 pb). MP = marcador de peso molecular 250 pb invitrogen®.
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Figura 11. Dendrograma de tipo Neigbor-Joining (NJ) con arreglo radial generado a
partir del marcador molecular amplified fragment length polymorphism (AFLP) que
muestra la diversidad genética y grupos filogenéticos de a) 25 aislados de 7. harzianum

y b) 29 aislados de T. viride.
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13.4 Determinar el grupo filogenético de Trichoderma harzianum y T. viridae mas

efectivo para el control biologico de cada grupo de anastomosis de R. solani.

En cuanto al ensayo de actividad antagonica in vitro para evaluar la eficiencia entre
T. harzianum 'y T. viride para el control de R. solani, se determin6 una media de PICR de
56.71 y 37.58 respectivamente. Mediante la prueba de t de Student, se identifico
diferencia estadistica altamente significativa entre ambas especies evaluadas con un p <
0.001 y un tamano del efecto grande de d = 4.41. Se determind que 7. harzianum es la

especie mas efectiva como se observa en la Figura 12.

tstucen(88) = 20.93, p = 6.21€~36, Ugohen = 4.41, Clasy, [3.64, 5.18], Nops = 90

60 -

[ 7=56.71, Closs,[55.97, 57.8]

50-

40-

Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial

[ 71=37.58, Closs,[35.96, 3928]}_

30-

Harzwlanum Virlide
(n =45) (n =45)
Especie de Trichoderma

Figura 12. Diagrama de cajas de la capacidad antagonica de 7. harzianum 'y T. viride
sobre R. solani. Se muestra el detalle del resultado de la prueba de t de Student, asi como
el valor de la media de PICR e invervalo de confianza al 95% para ambas especies de

Trichoderma.
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Al realizar un exploracion mas detallada, mediante el anélisis de varianza tomando
en cuenta los grupos de anastomosis de R. solani y los grupos filogenéticos de T.
harzianum, no se identific6 diferencia estadisticamente significativa con un p = .355
como se observa en la Figura 13. Por esta situacion, se asumié que los tres grupos
filogenéticos de 7. harzianum fueron igualmente efectivos a los tres grupos de
anastomosis de R. solani. Al replicar este mismo analisis, pero con los grupos
filogenéticos de 7. viride, si se encontr6 diferencia estadisticamente significativa con p
< .001 y un tamafo del efecto grande de #? = .62. El tratamiento mas efectivo fue la
interaccion del grupo filogenético 3 al confrontarse con el grupo de anastomosis AG-5,
mientras que, el menos efectivo se dio con la interaccién del grupo filogenético 1 al
confrontarse con el grupo de anastomosis 4 (AG-4 HG-II). El detalle de todas las
comparaciones pareadas de medias estadisticamente significativas se observa en la Figura

14.

Frisner(8,36) = 1.15, p = 0.355, 11> = 0.20, Clgss, [0.00, 0.32], nops = 45
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Figura 13. Diagrama de cajas de la capacidada antagdnica de los grupos filogenéticos
de T. viride sobre los grupos de anastomosis R. solani. Se muestra el detalle del

resultado del analisis de varianza.
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Figura 14. Diagrama de cajas de la capacidada antagonica de los grupos filogenéticos
de T. viride sobre los grupos de anastomosis R. solani. Se muestra el detalle del resultado
del andlisis de varianza y Unicamente las comparaciones por pares de las medias

estadisticamente significativas p <.035.

Al profundizar en el efecto de los grupos de anastomosis sobre la efectividad de
T. harzianum y T. viride, en cuanto al PICR de R. solani, el analisis de varianza no mostrd
diferencia estadisticamente significativa con un p = .85/ y p = .547 respectivamente.
Esta condicion mostré que, de forma indivual y previamente establecida la superioridad
de T. harzianum sobre T. viride con la prueba de la t de Student, la efectividad de ambas
especies no se ve afectada y es independiente de los tres grupos de anastomosis de R.

solani al que se confronta, como se observa en la Figura 15a y 15b.
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Figura 15. Diagrama de cajas de la capacidada antagonica de a) 7. harzianum y b) T.
viride sobre cada grupo de anastomosis de R. solani. Se muestra el detalle del resultado

del analisis de varianza

En cuanto a la efectividad en la actividad antagonista de los grupos filogenéticos
de ambas especies de Trichoderma, para la inhibicion del desarrollo in vitro de R. solani,
el analisis de varianza no mostro diferencia estadisticamente significativa (p =.068) entre
los grupos filogenéticos de 7. harzianum. Para el caso de los grupos filogenéticos de T.
viride si existio diferencia estadisticamente significativa (p < .0001) ,siendo el grupo
filogenético 2 el mas efectivo, mientras que el grupo filogenético 1 fue el menos efectivo.
En la figura 16 se observa el detalle de las comparaciones pareadas de medias

estadisticamente significativas.
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Figura 16. Diagrama de cajas de la capacidada antagdnica de cada grupo filogenético
de a) T. harzianum y b) T. viride sobre R. solani. Se muestra el detalle del resultado del
analisis de varianza y Uinicamente las comparaciones por pares de las medias

estadisticamente significativas p <.035.
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14 Analisis y discusion de resultados

El presente estudio confirma la presencia del R. solani en los campos de cultivo de
papa afectados por la enfermedad de la costra negra, detallando sobre los grupos de
anastomosis de este patogeno. La presencia y alta incidencia del AG-3 PT en Guatemala
era predecible, ya que ha sido ampliamente reportado como grupo mayormente asociado
a la costra negra en paises latinoamericanos como Brasil (Inokuti et al., 2018), Colombia
(Ferrucho et al., 2012), México (Virgen-Calleros et al., 2000), Pert (Anguiz, 1989) y en
regiones mas distantes como China (S. Yang et al., 2017) o Finlandia (Lehtonen et al.,
2009). Por otra parte, la presencia de los grupos AG-4 HG-II y AG-5 coincide con los
hallazgos descritos tras el analisis filogenético de aislados de R. solani obtenidos de
tubérculos de papa en Chipre (Kanetis et al., 2016). E1 AG-5 también ha sido asociado a
la costra negra en Sudéfrica, en donde ha sido catalégado como el segundo grupo mas
agresivo tras el AG3 PT (Muzhinji et al., 2015).

En cuanto a las muestras de ADN que no amplificaron para los cebadores especificos,
es probable que pertenezcan a grupos recimente asociados a la macha negra de la papa
como el AG-2-1, AG1-IB, AG-4HG-I, AG-4HG-III y AG-11 reportados en China (Li et
al., 2014; S. Yang et al., 2017). Para esclarecer la identidad en cuanto al grupo de
anastomosis de dichas muestras, se sugiere optar por la secuenciacion region ITS1 —5.8S
— ITS2 del ADN ribosémico a través de cebadores universales (White et al., 1990). La
secuenciacion de esta region, de aproximadamente 700 pb, ha sido reportada para la
determinacion de los grupos y subgrupos de anastomosis de R. solani mediante la
comparacion con secuencias de referencia depositadas en bases de datos (Das et al., 2014;
Fiers et al., 2011) ademas de poder realizar un analisis filogenético para determinar la
relacion evolutiva dentro y entre los grupos de anastomosis (Gondal et al., 2019; Kanetis
et al., 2016).

En cuanto al comportamiento de la incidencia y severidad de la enfermedad causada
por R. solani sobre las cinco variedades de papa evaluadas, es claro que ninguna variedad
presenta resistencia ante dicho patogeno. Esta situacion es de vital importancia, ya que
para lograr un control efectivo de la enfermedad, el factor de resistencia, a través de los
distintos genotipos de papa, representa un pilar fundamental para el manejo integrado de

la enfermedad (Singh & Singh, 2018).
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Por otra parte, el presente estudio muestra el potencial de los aislados nativos de T.
harzianum y T viride como antagonistas de patogenos transmitidos por el suelo, como R.
solani, resultando en una estrategia efectiva para el control de este patdogeno. Se conoce
que las especies de Trichoderma se pueden encontrar en una amplia variedad de suelos a
nivel de rizosfera, por lo que es de gran importancia como agente de biocontrol en
diversos cultivos y regiones (Berg et al., 2006). Ademas, su baja especificidad vegetal, la
variedad de mecanismos antimicoticos y la capacidad de interactuar directamente con la
planta huésped mediante la resistencia inducida, convierte a los aislados de Trichoderma
en grandes aliados como agentes de control bioldgico (Harman et al., 2004; Howell, 2003).
La amplia diversidad genética encontrada en ambas especies de Trichoderma evaluadas
en este estudio, también ha sido reportada anteriormente, ya que este género comprende
un amplio complejo de especies y cepas utilizadas como agentes de biocontrol de diversos
patogenos (Feitosa et al., 2019; Grosch et al., 2007).

En cuanto a los valores del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial, PICR
de R. solani a causa de T. harzianum (53.36 - 58.36), estos son similares a los reportados
por Tsegaye-Redda y colaboradores (2018), quienes afiaden sobre la efectividad de 7.
harzianum contra otros patdgenos de suelo como Fusarium oxysporum'y Botrytis cinerea
que también afectan la produccion del cultivo de papa. Los valores de PICR de R. solani
por T. harzianum reportados por Sanchez-Garcia y colaboradores (2017) alcanzan el 65%
siendo levemente mas elevados a los reportados en este estudio. Asi mismo, la
competencia por espacio y nutrientes, asi como la colonizacion e inhibicion el crecimiento
vegetativo de R. solani por T. harzianum identificada en este estudio, es concordante con
dichos autores.

Los valores de PICR de R. solani por la accion de T. viride (43.7 — 31.22) en este
estudio, son ligeramente mds bajos al comparar con los reportados por Samaniego-
Fernandez y colabodores (2018) quienes informan de valores cercanos al 47% y 50% para
aislados nativos de 7. viride y T. harzianum, respectivamente. Ademads, los autores
destacan el valor del uso de aislados nativos para el control de R. solani y otros patdgenos
como Fusarium spp. y Sclerotium rolfsii, enfoque que es coincidente con el presente
estudio. Otra evaluacion reciente de 7. viride, como agente de biocontrol, reporta la
efectividad en el PICR para R. solani, asi como de otros patdégenos como F. solani'y S.

rolfsii (Awad et al., 2018).
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Al profundizar sobre el potencial de la diversidad genética de las especies de
Trichoderma para el control de R. solani, destaca el hecho que los tres grupos
filogenéticos de 7. harzianum 'y T. viride fueron efectivos en el PICR de R. solani. Esto
es un hecho remarcable para promover el uso de aislados nativos de 7. harzianum
mediante procesos de bioaumentacion, debido a que la adaptacion de dichos aislados a
factores bioticos y abidticos locales, es mas efectiva en comparacion a aislados no nativos
(Salvatierra-Martinez et al., 2015).

Comercialmente, existen formulaciones compuestas por varias especies de
Trichoderma (T. harzianum, T. viride y T. atroviride) aplicadas en campo (Lorito et al.,
2010) que generalmente pertenecen a una region diferente a donde se aplica, obteniendo
resultados poco o completamente ineficientes (Harman et al., 2010). Las ventajas del uso
de la diversidad genética nativa también se destaca con una cepa nativa de 7. asperellum,
aislada del Valle de Toluca, México, que mostrd un alto porcentaje de biocontrol sobre
P. infestans, en comparacion a formulaciones comerciales de cepas exodgenas de
Trichoderma (Garcia-Nufiez et al., 2017). Este hecho es sumamente relevante, ya que P.
infestans es el patdogeno causante de la destructiva enfermedad en el cultivo de la papa,
conocida como tizén tardio, el cual tiene su origen en el Valle de Toluca (Griinwald &
Flier, 2005). Esta relacion, entre el lugar del aislamiento del patdgeno y antagonista, hace
que la accion de biocontrol sea mas eficiente. Por esta razon, en el presente estudio, los
aislados de Trichoderma fueron aislados de muestras del suelo colectado en los
alrededores de los tubérculos afectados por la enfermedad de la mancha negra.

En cuanto al efecto de los grupos de anastomosis de R. solani sobre la efectividad de
T. harzianum y T. viride, se observd que ambas especies de Trichoderma no se vieron
afectadas por este factor. Esta situacion es de gran interés, ya que a nivel de campo, el
AG-3 PT ha sido reportado como el grupo més agresivo en comparacion al resto de grupos
asociados a la costra negra (Abdel-Sattar et al., 2017; Muzhinji et al., 2015). Sin embargo,
la agresividad de los grupos de anastomosis, sobre el cultivo de papa, parece no afectar
la accion de biocontrol de los aislados nativos de 7. harzianum y T. viride, lo cual es un
punto mas a favor para promover el uso de la diversidad genética nativa.

Finalmente, queda confirmada la presencia de los grupos de anastomosis AG-3 PT,
AG-4- HG-II y AG-5 en la region del altiplano occidental de Guatemala. Sin embargo,
queda abierta la posibilidad de que existan otros grupos asociados la costra negra, dado
los resultados negativos para 17 de las 78 muestras de ADN analizadas por PCR con
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cebadores especificos. Por esto, se sugiere el uso de secuenciacion genética sobre la
region del ADN ribosomal y asi dilucidar la identidad de estos grupos de anastomosis.

Por otra parte, los aislados nativos de tres grupos filogenéticos 7. harzianum y T. viride
resultaron ser efectivos para la inhibicion in vitro de R. solani. Se destaca el hecho que,
la efectividad de antogonismo de ambas especies de Trichoderma, no se ve afectadas por
el factor de los grupos de anastomosis, a pesar de que el AG-3 PT ha sido reportado como
el mas agresivo. Ante estos hallazgos, se sugiere aprovechar el potencial de la diversidad
genética evaluando la efectividad de los aislados nativos de 7. harzianum y T. viride bajo
condiciones de campo, pudiendo promover asi el uso de estos agentes de control biologico

contra patogenos del suelo como R. solani.

15 Conclusiones

1. A partir de los 78 aislados de R. solani se identificod molecularmente la presencia
de los grupos de anastomosis AG-3 PT, AG-4 HG-Il y AG-5 en los departamentos
de Huehuetenango, San Marcos y Quetzaltenango. Debido a que 17 aislados no
pudieron ser identificados con los cebadores utilizados, se presume la presencia
de otros grupos de anastomosis, por lo cual se sugiere la secuenciacion de la region

ITS para determinar la identidad de dichos aislados.

2. Las cinco variedades de papa evaluadas fueron igualmente afectadas en cuanto a
incidencia y severidad de la enfermedad. A pesar de no existir diferencia
estadisticamente significativa en el comportamiento de los genotipos de papa
evaluados, la variedad Loman fue la mas afectada, tanto en incidencia como en
severidad de la enfermedad. En cuanto a los grupos de anastomosis, el AG-3 PT

fue el mas virulento, mientras que el AG-5 fue el menos virulento.

3. Se confirmo la presencia de 7. harzianum 'y T. viride a partir de muestras de suelo
tomadas de la rizofera de plantas de papa con sintomtologia tipica causada por R.
solani. El anélisis molecular de los aislados nativos de 7. harzianum y T. viride
demostro6 una alta diversidad para ambas especies, diferenciandose claramente la

formacion de tres grupos filogenéticos para cada especie.
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4. Las pruebas de antagonismo demostraron que 7. harzianum presenta valores de
PICR estadisticamente superiores (p < 0.001) a T. virens. Se identificé que los
tres grupos filogenéticos de 7. harzianum son igualmente efectivos para el control
de los tres grupos de anastomosis de R. solani. Para el caso de 7. viride, el grupo
filogenético 2 fue el mas efectivo para el control del desarrollo de los tres grupos

de anastomosis de R. solani.

16 Impacto esperado

Se ha esclarecido la composicion de los grupos de anastomosis de R. solani presentes
en algunas de las las zonas productoras de papa del Occidente del pais. Se ha identificado
que el AG-3 PT es el grupo de anastomosis mas agresivo, por lo cual las estrategias de
control deben dirigirse hacia el control de dicho grupo. Por otra parte, debido a la poca
efectividad de resistencia de las variedades de papa evaluadas, el uso de aislados nativos
de T. harzianum son altamente recomendables para el control de R. solani. Los aislados
nativos de 7. viride también constituyen una alternativa bioldgica para el control del
patogeno.

Los aislados evaluados de ambas especies de Trichoderma seran la base para un
posterior proceso de evaluacion en campo para determinar su efectividad bajo estas
condiciones y posteriormente ser facilitados a los agricultores de las zonas con el
problema de rizoctoniasis. Debido a la falta de genotipos de papa resistentes a R. solani,
los hallazgos sobre el biocontrol de este hongo patdgeno a través de los aislados nativos
de ambas especies de Trichoderma, representan, hasta el momento, la alternativa no

quimica mas viable para el problema de rizoctoniasis.
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