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INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

INFORME ANUAL 2019

1. Departamento:

Departamento Nacional de Proteccion Vegetal

2. Director de la Estacion Experimental Santa Catalina

Ing. Luis Fernando Rodriguez, MBA

3. Responsable del Departamento en la Estacién Experimental:

Dra. Maria Luisa Insuasti A

4. Equipo técnico multidisciplinario 1+D:

Proteccion Vegetal

Area Entomologia: Sandra Garcés, PhD.; Carmen Castillo, PhD

Area Fitopatologia: José Ochoa, PhD.; Dra. Maria Luisa Insuasti; MVZ. Paulina
Cabezas, MSc

Area Control Bioldgico: Cristina Tello, Mg; Ing. Cynthia Perdomo; Ing. Ana
Pincay

Area Nematologia: Ing. Pablo Llumiquinga

Tesista: Domeénica Endara

Personal de apoyo: Elizabeth Puco

Externos:

Nucleo de Transferencia de Tecnologia:
Ing. Diego Pefiaherrera, Ing. Victoria Lopez, Ing. Fausto Yumisaca, Ing. Gabriela

Narvéez

Programa de Leguminosas y Granos Andinos:
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Ing. Nelson Mazén, Ing. Angel Murillo, Ing. Laura Vega, Ing. Diego Rodriguez.

5. Financiamiento:

Gasto Corriente Estacion Experimental Santa Catalina.
Universidad San Francisco de Quito (USFQ)

Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA)-USA
AECID-Espafia

AID-Nueva Zelanda

FONTAGRO

6. Proyectos:

“Monitoreo del psilido de la papa Bactericera cockerelli en dos provincias de
Ecuador” (Financiado por AECID-CIP; USD 40460 / CIP-AECID 22575
(55.8%), INIAP 9180 (22.7%), MAG 8705 (21.5%);

Inicio: Junio 2019

Finalizacion: Agosto 2020.

“Improving Small Farmer Income in Ecuador by Developing Sustainable Farming
Systems, Reducing Plant Protection Costs and Adding Value to Crops”.
Financiamiento AID New Zealand; Coejecutores: AgResearch-NZ, IICA-
Ecuador, INIAP. Ultimo afio de ejecucion.

“Implementacion de un sistema de alerta temprana para un manejo preventivo
sustentable del tizén tardio de la papa (Phytophthora infestans), como medida de

adaptacion frente a la variabilidad del cambio climético en Latinoamérica”.

Direccioén: Av. Eloy Alfaro N30-350 y Amazonas ® Cédigo Postal: 170401 / Quito - Ecuador ¢ Teléfono: 593-2 256 7645

www.iniap.gob.ec
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Financiamiento FONTAGRO; Coejecutores: INIA-Chile, INTA-Argentina,
IDIAP-Panama, IICA-Ecuador, INIAP.
1 afio de 3.
7. Socios estratégicos para investigacion:

e USFQ-Universidad San Francisco de Quito

e Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA)-USA

e UDA-Universidad del Azuay

e CIP-Centro Internacional de la Papa

e UTN-Universidad Técnica del Norte

e UTC-Universidad Técnica de Cotopaxi

e UCE-Universidad Central del Ecuador

e MAG-Ministerio de Agricultura y Ganaderia

e |ICA-Instituto Interamericano de Cooperacidn para la Agricultura

e AgResearch-Nueva Zelanda

8. Publicaciones:

Avila, A. C., Ochoa, J., Proafio, K., y Martinez, M. C. 2019. Jasmonic acid and nitric
oxide protects naranjilla (Solanum quitoense) against infection by Fusarium
oxysporum f. sp. quitoense by eliciting plant defense responses. Physiological and
Molecular Plant Pathology. 106: 129-136.

Béez, F., Perdomo, C., Pincay, A., Tello, C., Villamizar, L., Trevor, J., Jaronski, S.,

Viera, W. (2019). Manual para el analisis de calidad de formulaciones de hongos
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benéficos. Manual N° 112. INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina. Mejia
— Ecuador. 45 p.

Bolanos C, Gallegos P, Ochoa JB, Insuasti M, Bonilla V, Rivadeneira J, Comina P,
Cuesta X. 2019. Potato purple top, lethal wilt of oil palm, and papaya twisted
neck syndrome: Phytoplasma-associated diseases in Ecuador. Biot. Veg. 19:15-
24,

Castillo Carrillo, C., Fu, Z., and Burckhardt, D. (2019). First record of the tomato potato
psyllid Bactericera cockerelli from South America. Bulletin of Insectology,
72(1): 81-91.

Castillo Carrillo, C. (2019). Potato purple top disease in Ecuador. Phytopathogenic
Mollicutes, Vol 9, 1, 143-144.

Nagoshi, R., Nagoshi, B., Cafarte, E., Navarrete, B., Solérzano, R y Garcés-Carrera, S.
(2019). Genetic characterization of fall armyworm (Spodoptera frugiperda) in
Ecuador and comparisons with regional populations identify likely migratory
relationships. PLoS ONE 14(9): e0222332. doi.10.1371/journal.pone.0222332.

San-Blas, E., Campos-Herrera, R., Dolinski, C., Monteiro, C., Andald, V., Garrigos
Leite, L., Rodriguez, M., Morales, P., Sdenz, A., Baez, F., Llumiquinga, P., Ruiz,
J., Guerra, A., Patricia Stock, S. (2019). Entomopathogenic nematology in Latin
America: A brief history, current research and future prospects. Journal of

Invertebrate Pathology. https://doi.org/10.1016/}.jip.2019.03.010
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Sanchez, J., Iturralde, P., Koch, A., Tello, C., Martinez, D., Proafio, N., Martinez, A.,
Viera, W., Ayala, L. y Flores, F. (2019). Dactylonectria and llyonectria species
causing black foot disease of Andean blackberry (Rubus glaucus Benth) in
Ecuador. Diversity 2019, 11, 218.

9. Participacion en eventos de difusion cientifica, técnica o de difusion

Garcés-Carrera, S, Davis, H, Aguirre-Rojas, L, Murugan, M & Smith, M (Noviembre,
2019). Determinacion de categorias de resistencia al &caro del enrollamiento del
trigo, Aceria tosichella (Keifer) (Acari: Eriophyidae), expresada en accesiones de
Aegilops tauschii. En F. Alexis (Presidencia). Agroecologia, Agronomia,
Permacultura y Acuacultura. Poster presentado en las XLIII Jornadas Nacionales
de Biologia 2019. Urcuqui, Ecuador.

Garcés-Carrera, S, Knutson, A, Wang, H, Giles, K, Huang, F, Whitworth, J, Smith, M &
Chen, M (Noviembre, 2019). Analisis de Virulencia y Biotipos en poblaciones de
la plaga, Mayetiola destructor (Diptera: Cecidomyiidae) de Texas, Louisiana y
Oklahoma. En F. Alexis (Presidencia). Agroecologia, Agronomia, Permacultura y
Acuacultura. Conferencia presentada en la XLIII Jornadas Nacionales de Biologia
2019. Urcuqui, Ecuador.

Castillo Carrillo, C.; Fu, Z.; Asaquibay, C.; Aucancela, R.; Camacho, J.; Lopez, V.;
Quimbiamba, V.; Yumisaca, F.; Panchi, N.; Velasco, C. Caracterizacion
molecular de tres especies de polillas de la papa presentes en Ecuador. IV Taller
Internacional de la polilla guatemalteca de la papa Tecia solanivora. 13 y 14 de

junio de 2019. Tenerife. Islas Canarias. Espafia.
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Castillo Carrillo, C.; Rebaudo, F.; Asaquibay, C.; Aucancela, R..; Camacho, J.; L6pez,
V.; Quimbiamba, V.; Yumisaca, F.; Panchi, N.; Velasco, C. Monitoreo de tres
especies de polilla de la papa en cuatro provincias de Ecuador. IV Taller
Internacional de la polilla guatemalteca de la papa Tecia solanivora. 13 y 14 de
junio de 2019. Tenerife. Islas Canarias. Esparia.

Castillo Carrillo, C. 2019. ¢Por qué no es facil el manejo del problema de punta morada
de papa en Ecuador?. IV Simposio en Fitopatologia, Control bioldgico e
interaccion Planta-Patdgeno. Archivos Académicos USFQ, Quito, Ecuador. 23, p.
24,

Castillo Carrillo, C. 2019. El control biolégico de plagas agricolas cumple 82 afios en
Ecuador. IV Simposio en Fitopatologia, Control biologico e interaccion Planta-
Patogeno. Archivos Académicos USFQ, Quito, Ecuador. 23, p. 66.

Castillo Carrillo, C., Fu, Z., Asaquibay, C., Aucancela, R., Camacho, J., Lopez, V.,
Quimbiamba, V., Yumisaca, F., Panchi, N., Velasco, C. (2019). Diferencias
geneticas de las tres polillas que atacan el cultivo de la papa en Ecuador. En:
Rivadeneira J., Racines M., Cuesta X. (Eds.). 2019. Articulos del Octavo
Congreso Ecuatoriano de la Papa. Ambato, Ecuador. pp 150.

Castillo Carrillo, C. (2019). Punta morada de papa en Ecuador. En: Rivadeneira J.,
Racines M., Cuesta X. (Eds.). 2019. Articulos del Octavo Congreso Ecuatoriano
de la Papa. Ambato, Ecuador. pp 150.

Castillo Carrillo, C. (2019). Bactericera cockerelli: un problema actual y Candidatus

Liberibacter solanacearum: una amenaza. En: Rivadeneira J., Racines M., Cuesta
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X. (Eds.). 2019. Articulos del Octavo Congreso Ecuatoriano de la Papa. Ambato,
Ecuador. pp 150.

Castillo Carrillo, C. (2019). El psilido y las polillas de la papa, identificacion y
monitoreo. (2019). Taller ILCYM. 20-22 mayo. CIP. Salcedo, Ecuador.

Castillo Carrillo, C. (2019). Principales problemas causados por plagas en papa. Taller de
capacitacion para técnicos de TRIAS. 2 agosto. EESC, Quito, Ecuador.

Castillo Carrillo, C. (2019). Bactericera cockerelli y punta morada de papa en Ecuador.
Webinar organizada por PepsiCo de América Latina y el Caribe. 10 julio. Quito,
Ecuador.

Castillo Carrillo, C. (2019). Potato purple top problem in Ecuador. Visita técnica de
expertos de la Universidad de Dakota del Norte y de PepsiCo. 13-15 mayo.
EESC, Quito, Ecuador.

Castillo Carrillo, C. (2019). Capacitacion sobre monitoreo de Bactericera cockerelli. 22
julio. Cotopaxi, Ecuador.

Castillo Carrillo, C. (2019). Sintomas de punta morada de papa e identificacion de
Bactericera cockerelli. Capacitacion organizada por AGN y Koppert. 15 febrero.
Ibarra, Ecuador.

Castillo Carrillo, C., Cuesta, X. (2019). Estrategia de punta morada de papa. Capacitacion
a técnicos de instituciones publicas y privadas de Tungurahua, Bolivar y

Chimborazo. 26 de julio. Ambato, Ecuador.
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Castillo Carrillo, C. (2019). Punta morada de papa y Bactericera cockerelli. Reunion con
el ministro de agricultura, autoridades y agricultores de la provincia de Cotopaxi.
19 agosto. Latacunga, Ecuador.

Castillo Carrillo, C. (2019). Potato purple top disease in Ecuador. Phytopathogenic
Mollicutes, Vol 9, 1, 143-144. 1V International Phytoplasmologist Working
Group Meeting (IPWG). 9-12 septiembre. Valencia, Espafia.

Castillo Carrillo, C. (2019). Capacitacion sobre punta morada y el psilido de la papa a
técnicos del MAG y Agrocalidad. 26-28 febrero. EESC, Quito, Ecuador.

Angamarca H y Ochoa J. 2019. Evaluacién de Estrategias para el Manejo Sostenible del
Tizén Tardio (Phytophthora infestans) de la Papa (Solanum tuberosum) en
Ecuador. Congreso Nacional de la Papa. UTA, Ambato-Ecuador.

Angamarca H, Cuvi M, Sierra N, Realpe J, Pozo M, Tello C y Ochoa J. 2019. Desarrollo
de Principios de Manejo del Tizén Tardio (Phytophthora infestans) de la Papa en
Ecuador. Congreso Nacional de la Papa. UTA, Ambato-Ecuador.

Ochoa J, Galarza V, Gallardo A, Leon D, Gallardo y P, Ellis M. 2019. Las Marchiteces
Vasculares del Babaco y Naranjilla: Similitudes y Diferencias de Manejo. En:
Segundo Simposio de Produccion Integrada de Frutas. INIAP, Quito-Ecuador.

Ochoa J. 2019. Variedades mezcla, y la vulnerabilidad de los cultivos a enfermedades en
la Sierra de Ecuador. Jornadas Cientificas Tecnoldgicas: Aniversario 60 del
INIAP, Quito-Ecuador.

Ochoa J. 2019. Capacitacion en la identificacion de Fusarium oxysporum cubense raza 4

tropical. Estacidn experimental Litoral Sur.
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Ochoa J. 2019. Mesa técnica Fusarium oxysporum cubense raza 4 tropical. Diferentes
reuniones sobre la enfermedad para el diagndstico, exclusion, contencion,
erradicacion.

Ochoa J. 2019. Analisis Retrospectivo de la Punta Morada de la Papa en Ecuador.
Capacitacion técnicos del MAG y Estudiantes Universitarios.

Ochoa J. 2019. La Marchitez Vascular o Fusariosis de la Granadilla en Ecuador.
Capacitacion Agricultores Intag.

Tello, C., Ofia, C., Caicedo, J. y Viera, W. (2019). Estudio de la eficacia de fungicidas
para el control de marchitez (Ilyonectria torresensis) en mora de castilla (Rubus
glaucus Benth), bajo condiciones controladas. Memorias del 11 Simposio
Internacional Produccion Integrada de Frutas 2019. Quito, Ecuador: INIAP.

Perdomo, C., Pincay, A., Tello, C. (Enero, 2019). Taller Produccién de bioformulado a
base de Trichoderma spp. y control de calidad. Dirigido a productores de
Laboratorio Artesanal Canchaguano — MAGAP - Carchi.

Perdomo, C., Tello, C. (Agosto, 2019). Entrenamiento en técnicas de aislamiento,
produccidn, conservacion y bioformulaciones con base en Trichoderma sp.
Pasante Instituto Paraguayo de Tecnologia Agraria —IPTA. DNPV EESC —
Pichincha.

Perdomo, C., Tello, C. (Octubre, 2019). Capacitacion en Técnicas de cobertura de
semillas con Trichoderma spp. Técnico Departamento de Proteccion Vegetal —

EELS. DNPV EESC - Pichincha
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Perdomo, C., Tello, C. (Diciembre, 2019). Taller - tedrico practico sobre
bioformulaciones y su control de calidad. Dirigido a Técnicos de Empresa
MICROTECH. DNPV EESC - Pichincha.

Tello, C. (Noviembre, 2019). Capacitacion en Técnicas de cobertura de semillas con
Trichoderma spp. Técnicos Departamento de Proteccion Vegetal — Est. Exp.
Litoral Sur. EELS — Guayas.

Villamizar, L., Perdomo, C., Tello, C. (Julio, 2019). Taller de Intercambio de
experiencias sobre el control de calidad de bioinsumos. Dirigido a Técnicos
MAGAP, AGROCALIDAD y Empresas privadas productoras de bioinsumos.
DNPV EESC - Pichincha.

Villamizar, L., Perdomo, C., Tello, C. (Julio, 2019). Taller - tedrico préactico sobre
bioformulaciones y su control de calidad. Dirigido a técnicos de
AGROCALIDAD, MAGAP y Empresas privadas de produccién de bioinsumos.
DNPV EESC - Pichincha

10. Propuestas presentadas:

e Propuesta 1.

Titulo: Elucidating the molecular mechanisms behind the interplay between calcium and

jasmonate signaling and their implication in plant resistance

Tipo propuesta: Proyecto

Fondos o Convocatoria: CRP - ICGEB Research Grants Programme 2019

Fecha presentacion: 30 de abril, 2019

Responsable: Dr. Antonio Leon-Reyes (USFQ)
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Equipo multidisciplinario:
Dra, Sandra Garcés Carrera (INIAP), Quito-Ecuador.
Dra. Carla Caruso (Tuscia University), Viterbo-Italy
Dra. Laura Bertini (Tuscia University), Viterbo-Italy
Dra. Silvia Proetti (Tuscia University), Viterbo-Italy
Ing. Dario Ramirez (USFQ), Quito-Ecuador
Ing. Noelia Barriga (USFQ), Quito-Ecuador
Presupuesto: 75.000 Euro
Duracion proyecto: 36 meses
Estado: Negado
e Propuesta 2.
Titulo: Monitoreo del psilido de la papa Bactericera cockerelli en tres provincias de
Ecuador
Tipo propuesta: Proyecto
Fondos o Convocatoria: AECID-CIP
Fecha presentacion: Junio 2019
Responsable: Carmen Castillo C.
Equipo multidisciplinario: Nancy Panchi (CIP), MAG Cotopaxi, UTN, UTC, UCE
Presupuesto: Financiado por AECID-CIP; USD 40460 / CIP-AECID 22575 (55.8%),
INIAP
9180 (22.7%), MAG 8705 (21.5%)

Duracion proyecto: 15 meses
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Estado: Aprobado
e Propuesta 3.
Titulo: Diagnostico de los agentes causales de punta morada de papa
Tipo propuesta: Proyecto
Fondos o Convocatoria: Ninguno
Fecha presentacion: 7/2015
Responsable: Carmen Castillo
Equipo multidisciplinario: Assunta Bertaccini (U. de Bolofia), Viviana Rivera Varas y
Gary Secor (U. de Dakota del Sur)
Presupuesto: Ninguno
Duracion proyecto: Indeterminado

Estado: Aprobado

11. Rubro: Proteccion Vegetal

Producto 1. Caracterizacion de especies del género Spodoptera (Lepidoptera:
Noctuidae), asociados al cultivo de maiz en las provincias de Bolivar, Cafar, Azuay y
Loja

Responsable: Sandra Victoria Garcés Carrera., Ph.D.

Equipo multidisciplinario:

Catalina Bravo Zufiiga., Mg. DNPV/EEA

Norma Quillay., Ing. Agr. DNPV/EEA

Veronica Quimbiamba, Ing. Agr. UDVTT/Bolivar
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www.iniap.gob.ec



INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

Sebastian Padron Martinez., Ph.D. UDA

Antonio Ledn Reyes., Ph.D. USFQ

Colaboradores:

Jose Falcon, Bidlg. UDA

Antecedentes:

Esta actividad corresponde a la continuacion de las actividades realizadas desde el 2017,
en las que se verifico la existencia de un complejo de especies del género Spodoptera en
el cultivo de maiz suave y duro en base al analisis de la genitalia de 503 especimenes,
distribuidas en altitudes entre los 1042 m a 2932 m en las provincias de Bolivar, Cafar,
Azuay y Loja.

De los 503 especimenes, 180 fueron enviados al Canadian Centre of DNA Barcoding
(CCDB), 117 para confirmacion de la especie S. frugiperda y 63 para la identificacion de
especie. Los resultados de la identificacion molecular se obtendran en el primer trimestre

del 2020, con dicha informacion se elaborara el informe técnico correspondiente.

Producto 2 Caracterizacion genética de poblaciones de Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) en Ecuador.

Responsable: Sandra Victoria Garcés Carrera., Ph.D.

Equipo multidisciplinario:

Bernardo Navarrete Cedefio., M.Sc. Entomologia-EEP

Ernesto Cafiarte Bermudez., Ph.D. Entomologia-EEP

Ramaén Soloérzano., Ing. Agr. Entomologia-EEP
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Jimmy Pico Cedefio., M.Sc. Fitopatologia-EECA

Catalina Bravo Zufiiga, Mg., Agroecologia-EEA

Joanna Allauca Vizuete., Ing. Agronoma-Granja El Socavon/INIAP-Galapagos.
Colaboradores:

Veronica Quimbiamba., Ing. Agr.-UDT-Bolivar

Maria Nieto., Ing. Agr.-UDT-Imbabura

José Ullauri., M.Sc. —Granja EI Almendral-Loja

Antecedentes:

Esta actividad corresponde a la continuacién de las actividades realizadas en el 2018; en
el presente afio (2019), se han remitido al laboratorio del USDA muestras, que
corresponde, a muestras colectadas en cultivos de maiz suave en la provincia de
Pichincha y, de maiz duro en la provincia de Los Rios; asi también muestras colectadas
en cultivos de arroz en las provincias de Manabi, Guayas y Loja. Dichas muestras se
encuentran en proceso de analisis con técnicas moleculares, para determinar los
haplotipos de S. frugiperda presentes en Ecuador asi como el anélisis de la migracion.
Objetivos:

General

Caracterizar genéticamente las poblaciones de Spodoptera frugiperda, de las principales
zonas productoras de maiz y arroz en el Ecuador, para el desarrollo de estrategias de
manejo de la plaga.

Objetivos Especificos

Identificar los biotipos de S. frugiperda mediante técnicas moleculares.
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Determinar la movilidad o migracién de subpoblaciones o biotipos de S. frugiperda en
cultivos de arroz y maiz.

Metodologia:

Se continu6 con la coordinacion de las actividades técnicas de colectas en las provincias
de Pichicha, Manabi, Guayas, Los Rios y Loja, con los investigadores que forman parte
del equipo multidisciplinario; la seleccion de muestras, empaque y embalaje de las
muestras, para el envio al Laboratorio del Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos de Norteamérica (USDA); gestidn de envio, seguimiento y confirmacion de la
recepcion de muestras en USA; seguimiento de las actividades de analisis y gestiones
para el cumplimiento de las normativas institucionales y del Ministerio del Ambiente
(MAE).

Muestreo de larvas de S. frugiperda (J. E. Smith)

La recoleccion de las muestras e identificacion de los estados larvales de S. frugiperda, se
realizé de acuerdo a la metodologia descrita por (Wagner, et al., 2011); (Peterson 1962),
en cultivos de maiz duro y arroz en las provincias de Los Rios, Manabi, Guayas y Loja.
Las larvas recolectadas fueron transportadas de forma individual en micro tubos de 2.0
ml con tapa, que contenian alcohol potable al 95%; se conservaron a 4°C hasta el envio
de las muestras al Dr. Rodney Nagoshi, entomologo y especialista en genética de
insectos, de los laboratorios del USDA-ARS, en el Estado de Florida-Estados Unidos, en
donde se contintia con la caracterizacion genética con técnicas moleculares de las
poblaciones de S. frugiperda recolectadas.

Resultados:
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Muestreo de larvas de S. frugiperda (J. E. Smith)

En el periodo comprendido entre diciembre 2018 a octubre 2019, se realizaron colectas
de 18 muestras de larvas de S. frugiperda, en cultivos de maiz suave y duro, y arroz, en
las provincias de Pichincha (1), Los Rios (7), Manabi (5), Guayas (3) y Loja (2). Cada
investigador del equipo multidisciplinario involucrado en estas actividades, reportara los
resultados de las colectas realizadas en las provincias asignadas a cada uno, de manera
que en el presente informe se reportara la informacion de las colectas realizadas en la
provincia de Pichincha y Los Rios, como se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1

Fecha, lugar y geo referencia de los puntos de muestreo de larvas de S. frugiperda en
cultivo de maiz suave y duro en las provincias de Pichinchay Los Rios, 2018-2019

Geo-referencia

Fecha Provincia Cantén Parroquia Sitio . . Altitud
g Latitud/Longitud e

(m)
San José de
13/12/2018  Pichincha Quito Sumapz 0172545/784062 2250
Minas
20/05/2019  Los Rios Ventanas Zapotal San Gerardo 675121/9862985 205
20/05/2019  Los Rios Ventanas Zapotal Lechugalito 674797/9855641 178
Loma La
21/05/2019  Los Rios Ventanas Zapotal 678068/9870185 258
Capilla
21/05/2019  Los Rios Mocache Mocache La Porfidia 662542/9868550 135
21/05/2019  Los Rios Mocache Mocache Pecinto Siete 659176/9870525 146
Guarumal del
21/05/2019  Los Rios Mocache Mocache 651781/9868466 127
medio
21/05/2019  Los Rios Vinces Vinces ND 642048/9829989 16
ND= Informacién no disponible
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Caracterizacién genética de poblaciones de S. frugiperda (J. E. Smith)

Como parte de los resultados del analisis de muestras de dos localidades de la provincia
de Manabi, se gener6 una publicacion la misma que se describe en el numeral 7.

En dicha publicacidn, se presenta por primera vez, la caracterizacion genética de la plaga
En Ecuador, los resultados se compararon con poblaciones de habitats de maiz en
ubicaciones seleccionadas del Caribe y Sudamérica para investigar la posible relacion
migratoria entre estas poblaciones y se evaluaron considerando los patrones de viento
predominantes y la distribucion de lugares con clima favorable para el establecimiento
de la poblacion de S. frugiperda.

Conclusiones:

Se cuenta con una coleccion de referencia de 55 muestras de larvas de S. frugiperda
colectadas en las provincias de Manabi, Los Rios, Guayas, Loja, Azuay, Bolivar,
Imbabura, Pichincha, Sucumbios, Orellana, Morona Santiago, Napo y Galapagos.

Un total de 143 especimenes de Manabi fueron analizados por secuenciacion COI con 22
haplotipos, de los cuales, un haplotipo agrupado con el de arroz, mientras que los
restantes fueron mas similares al haplotipo presente en maiz.

Recomendaciones:

Se identificaran los haplotipos de S. frugiperda presentes en cultivos de maiz y arroz en
las trece provincias del Ecuador, migracion y movilidad hasta diciembre, 2020.

Referencias:
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Peterson, A. (1962). Larvae of insects. Lepidoptera and Hymenoptera. Parte I.
Lepidoptera and plant Infesting Hymenoptera. 6™. ed. Ohio State University.
USA.

Wagner, D., Schweitzer, D., Sullivan, J., y Reardon R. (2011). Owlet Caterpillars of

Eastern North America. Princeton University Press. USA.

Producto 3. Categorias de resistencia en germoplasma de Phaseolus spp., a la plaga,
Acanthoscelides obtectus Say,

Responsable: Sandra Victoria Garcés Carrera., Ph.D.

Equipo multidisciplinario:

Angel Murillo., M.Sc. PRONALEG-GA

Nelson Mazon., Mg. PRONALEG-GA.

Diego Rodriguez., M.Sc. PRONALEG-GA

Laura Vega., Ing. Agr. PRONALEG-GA

Antecedentes:

El fréjol es una de las leguminosas de grano comestible mas importante en el Ecuador, se
registré una area sembrada de aproximadamente 67000 ha, Ministerio de Agricultura,
Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP, 2016). Se consume como grano en seco asi
como tierno, en todas las regiones del pais (Peralta, E., Mazon, N., Murillo, A. y
Rodriguez, D. 2014). La mayor parte de la produccién de fréjol desarrollan productores
de la agricultura familiar campesina, quienes tienen varios problemas, como que el fréjol

estd expuesto al dafio causado por plagas en almacenamiento asi como el gorgojo del
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fréjol, (Acanthoscelides obtectus Say.), los que ocasionan pérdidas en las reservas para el
consumo familiar y para semilla (Ernest, E., Falconi, E., Peralta, E., James K. 2008).
Resultados de investigaciones han demostrado que, las hembras de A. obtectus Say.,
depositan los huevos en las vainas del fréjol cuando estan en maduracion fisioldgica en el
campo; en la cosecha son transportados al almacenamiento como larvas dentro de la
vaina (Ramirez y Suris 2015; Castillo, 1996; Cardona, 2004). En condiciones de
almacenamiento, se reportan pérdidas de hasta un 76% en zonas productoras de los valles
del Norte de Ecuador (Ernest et al., 2008), considerando una plaga de importancia
econdmica, debido al dafio que ocasiona a los granos de fréjol, afectando la
comercializacion en grano seco y germinacion de la semilla (Schoonhoven, 1976; Ernest
et al., 2008). Para el manejo de la plaga, los agricultores aplican pesticidas y fumigantes
de alta toxicidad, que ocasionan algunas limitaciones, como incremento de costos de
produccidn, desarrollo de resistencia de las poblaciones de la plaga al producto y
contaminacion a los agricultores y al ambiente con la consecuente reduccion y
eliminacion de la fauna benéfica; ante tal situacion, es necesario aplicar otras alternativas
para un manejo integrado de la plaga, que sean compatibles con otras estrategias de
manejo, que permitan beneficios ecoldgicos, econdmicos y regulen las poblaciones de la
plaga como la resistencia genética de las plantas hospederas (HPR-Host Plant resistance).
Varias investigaciones se han desarrollado para generar variedades resistentes a plagas de
granos almacenados; el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) ha evaluado

germoplasma de fréjol para determinar niveles de resistencia a dos especies de gorgojos,
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Zabrotes. subfasciatus y A. obtectus (Schoonhoven, Ay Cardona, C. 1982) (Cardona y
Posso, 1987). Posteriormente, se encontraron niveles de resistencia satisfactorios a Z.
subfasciatus en especies silvestres de fréjol comin de origen mexicano. Mas tarde
identificaron una proteina de la semilla denominada Arcelina, que fue determinada como
una fuente de resistencia en fréjol al gorgojo Z. subfasciatus. Ademas, se han
caracterizado 7 variantes o alelos de la proteina Arcelina (Osborn, T., Burow, M and
Bliss, F. 1988); demostrando que la seleccién por la presencia de las variantes de
Arcelina (Arl-1, 2, 4 y 5) permite el desarrollo de lineas de fréjol altamente resistente a Z.
subfasciatus y moderadamente resistente y no altamente efectiva a A. obtectus (Cardona
y Kornegay, 1989).

Varias investigaciones se han desarrollado para determinar resistencia a A. obtectus Say.,
en germoplasma de especies del género Phaseolus, como P. acutifolius L., P. coccineus
L., P. polyanthus L., P. lunatus L., reportandose mayor resistencia en accesiones de P.
acutifolius L., y P. lunatus L. con potencial para transferir genes de resistencia a P.
vulgaris L (Dobie, P., Endy, J., Hermanj, C., Adgham, A., Wood, A and Gatehouse, A.
1990). Resultados de otros estudios demuestran que otras especies, P. coocineus L., y P.
polyanthus L., entre otras, demostraron 70% de toxicidad hacia las tres importantes
plagas de la familia Bruchidae, presentando toxicidad en las accesiones parental y en los
cruzamientos (Simmonds, M., Blaney, W., and Birch, A. 1989).

En esta investigacion, se busca determinar las categorias de resistencia del germoplasma
de Phaseolus vulgaris al gorgojo, procedentes de la Universidad de Puerto Rico, y otras

especies del género Phaseolus, para identificar las fuentes con mayor resistencia
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genética, y posteriormente introducir mediante cruzamientos esta resistencia en
variedades comerciales de fréjol de Ecuador, como parte de las actividades del proyecto:
Generacion de lineas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.) con resistencia genética al gorgojo
comun (Acanthoscelides obtectus Say.) (Coleoptera: Chrysomelidae).

Objetivos:

General

Generar lineas de fréjol arbustivo (P. vulgaris L.) con resistencia genética al gorgojo
comun (A.obtectus) que posean alto rendimiento y grano de calidad comercial.
Obijetivos especificos

Determinar las categorias de resistencia en germoplasma de Phaseolus spp., a la plaga,

A. obtectus Say.

Metodologia

Cumplimiento de normas INIAP

El protocolo: Generacion de lineas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.) con resistencia
genética al gorgojo comun (Acanthoscelides obtectus Say)(Coleoptera: Chrysomelidae),
fue aprobado por el Comité Técnico de la Estacion Experimental Santa Catalina el 9 de
julio, 2018 como refiere el documento Hoja de firmas para aprobacion de proyectos
(protocolos).

Ministerio del Ambiente (MAE)

Previo al inicio de actividades del proyecto, y a fin de cumplir con la normativa vigente,
se realizaron las gestiones necesarias en el Ministerio del Ambiente (MAE), para obtener

la autorizacion de inclusion del proyecto en el Programa denominado: “Estudio de
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caracterizacion, bioecologia y desarrollo de componentes de manejo integrado de cultivos
del Ecuador” signado con el Nro. MAE-DNB-CM-2015-0024, suscrito el 13 de junio de
2016, obteniéndose la autorizacion del MAE, como consta en el Oficio Nro. MAE-DNB-
2018-0801-0O del 23 de agosto, 2018.

Poblaciones de A. obtectus Say., para los bioensayos

Las zonas de muestreo, se definieron en base a zonas de mayor produccién de fréjol
arbustivo, condiciones ambientales, areas de siembra continua de fréjol, presencia de la
plaga y diferentes rangos altitudinales de produccion. EI muestreo de poblaciones de
insectos adultos de A. obtectus Say, se realiz6 luego de dos meses de la cosecha, en
lugares de almacenamiento de fréjol, libre de aplicaciones con pesticidas, en las
provincias de Imbabura y Azuay; asi también, se obtuvo informacion de las
caracteristicas de las zonas de muestreo, dafio de la plaga, manejo del grano de fréjol
arbustivo en almacenamiento, variedades, entre otros temas, en base a una ficha de
colecta.

Posteriormente, se procedié a realizar la identificacion del género y especies mediante
caracteres morfologicos considerando criterios de Kingsolver, 1968; Dan Johnson, 1990:
a) coloracion y forma de las antenas; b) coloracion del fémur; ¢) protuberancias espinosas
en el fémur; d) caracteristicas de la genitalia de insectos machos.

Germoplasma de Phaseolus spp.

Para la determinacion de las categorias de resistencia a A. obtectus Say., se procedié a
multiplicar la semilla de once materiales de P. vulgaris L., procedentes de Puerto Rico

que contienen fuentes de resistencia al insecto plaga y de especies del género Phaseolus,
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para determinar otras fuentes alternativas de resistencia genética para posteriormente
introducirla en materiales comerciales de fréjol arbustivo en Ecuador.

Resultados

Poblaciones de A. obtectus Say.

En el periodo septiembre a octubre 2018, se realizaron las colectas de tres poblaciones de
A. obtectus Say., en bodegas de almacenamiento en las provincias de Azuay (2) e
Imbabura (1). Informacién de las caracteristicas de las poblaciones colectadas se
describen en la Tabla 1.

Tabla 1

Fecha, lugar y geo referencia de los puntos de muestreo de insectos adultos de

Acanthoscelides obtectus Say., en granos de fréjol, en las provincias de Azuay e
Imbabura, 2018

Geo-referencia

Fecha Provincia Canton Parroquia Sitio Altitud
Latitud/Longitud
(m)
05/09/2018  Azuay Paute San Cristébal ~ Guachdn chico  2°46'54"S 78°45'36"0 2435
06/09/2018  Azuay Gualaceo Gualaceo San Gerardo 2°54'00"S/78°47'00"O 2439
01/10/2018  Imbabura Cotacachi Pafiaherrera Conrala 0°21'18" N/78°30'49"W 1700

Confirmado, el género y especie, Acanthoscelides obtectus Say , se procedio a realizar la
cria de las tres poblaciones bajo condiciones controladas de temperatura (27 £1°C) y
humedad relativa (70% HR), en granos de fréjol de la variedad INIAP 425 Blanco
Fanesquero como alimento y de acuerdo a las metodologias descrita por (Baldin y Lara,
2008) (Ramirez y Suris, 2015), a fin de contar con suficiente nimero de insectos para los
bioensayos.

Conclusiones:
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e Se harealizado la colecta de tres poblaciones de insectos adultos de A. obtectus
Say., corresponden, dos muestras de la provincia de Azuay y una a la provincia
de Imbabura.

e Serealizo la identificacidon taxondmica de la especie, A. obtectus de las tres
poblaciones recolectadas, mediante caracteristicas morfoldgicas utilizando claves
taxonomicas.

e Se cuenta con una cria de A. obtectus de cada una de las poblaciones bajo
condiciones controladas de 27 +1°Cy 70% HR .

e Se ha realizado la multiplicacion de semilla de 11 genotipos de Phaseolus

vulgaris L.y especies del genero Phaseolus para los bioensayos.
Recomendaciones

e Las actividades de identificacion de la resistencia a la plaga, A. obtectus Say., en

germoplasma del género Phaseolus, finalizaran en el mes de diciembre, 2020.
Referencias:
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Producto 4. Caracterizacion de la resistencia a Empoasca kraemeri Ross & Moore,
(Hemiptera: Cicadellidae), en variedades de fréjol arbustivo (Phaseolus vulgaris L.).
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Angel Murillo., M.Sc. PRONALEG-GA
Nelson Mazo6n., Mg. PRONALEG-GA.
Diego Rodriguez., M.Sc. PRONALEG-GA

Laura Vega., Ing. Agr. PRONALEG-GA
Antecedentes

El fréjol comln (Phaseolus vulgaris L.), es uno de los granos de importancia que forma
parte de la dieta alimentaria, se destina al consumo directo con diversos preparados;
ademas, es una fuente de ingresos para los pequefios agricultores en las regiones de la
Sierra y Costa del Ecuador. Los principales productores de fréjol tierno en el 2015
fueron: Los Rios con el 40% y un rendimiento de 1.06 t/ha, Imbabura con 19% y
rendimiento de 1.87 t/ha.; con relacién a fréjol seco en el 2015, los productores estan
localizados en las provincias de Bolivar con el 21% del total nacional y con un
rendimiento 0.72 t/ha, luego consta Azuay con el 15% de la produccion y un rendimiento
de 0.39 t/ha (MAGAP, 2015). Con respecto a fréjol seco, en el 2015, la produccién
nacional se incrementd en el 2.6% con respecto al 2014; se tiene un comportamiento
variable, en que la mayor producciéon se logré en el 2005 con 23,488 t. y en el 2015 se
redujo a 12,878 t.

La contraccion en superficie sembrada y cosechada, esta determinada por varios factores,
entre los cuales estd, la presencia de plagas, como un serio limitante en la produccion,
como es el insecto plaga conocido como lorito verde, Empoasca kraemeri Ross & Moore,
importante en regiones tropicales en América Latina que afecta al género Phaseolus

(Murguido, 1995; Hallman, 1984).
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El efecto de la plaga causa reducciones considerables en tres componentes del
rendimiento: numero de vainas por planta, niUmero de granos por vaina y el peso del
grano (Garcia, 1981); en Colombia se ha reportado la reduccion del rendimiento en mas
del 79% en campos infestados de cultivo de fréjol (Kornegay y Cardona 1990) y pérdida
total del cultivo en condiciones de sequia y altas temperaturas. En Ecuador, se reporta la
presencia de dicha plaga en cultivos de fréjol arbustivo en las provincias de Imbabura,
Carchi, Cafiar, Azuay y Loja (Guillén, F., Guaman, M y Minchala, L. 1998; Peralta, E.,
Murillo, A., Mazon, N., Monar, C., Pinzon, J y Rivera, M. 2012; Peralta, E.; Murillo A.,
Mazén, N.; Pinzén, J y Villacrés, E. 2013). En el manejo y control de la plaga los
agricultores Unicamente aplican pesticidas, es frecuente realizar entre tres a cuatro
aplicaciones en cada ciclo del cultivo de fréjol arbustivo (Peralta et al., 2012), situacion
que ocasiona incrementos de costos de produccion, sumado a la contaminacion a los
agricultores y al ambiente, por ello se precisa aplicar otras alternativas para un manejo
integrado de la plaga, como la resistencia genética de las plantas hospederas (HPR-Host
Plant resistance).

Varias investigaciones se han desarrollado para identificar fuentes de resistencia a E.
kraemeri en germoplasma de Phaseolus vulgaris L., en varios paises; el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) en Colombia, inicia un programa de
mejoramiento geneético para evaluar la resistencia varietal a la plaga en 1974 (Hallam,
1984), con evaluaciones en campo e invernadero de mas de 22.000 accesiones por un
periodo de 10 afios, de las cuales el 3,4% del germoplasma ha sido identificado como

resistente, predominando la categoria de tolerancia al dafio de E. kraemeri, pocos
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genotipos identificados con categoria de antixenosis o no preferencia de adultos hembras
de E. kraemeri para la oviposicion en plantas de fréjol (Kornegay and Cardona 1990); se
ha reportado antibiosis como categoria de resistencia (Pillermer and Tingey 1976).

Los resultados de las investigaciones demuestran la posibilidad de obtener fuentes de
resistencia a la plaga en el germoplasma de P. vulgaris L., que posteriormente permitira
mediante cruzamientos introducir las fuentes de resistencia identificadas en variedades
comerciales de fréjol arbustivo, a fin de incrementar los rendimientos y los ingresos
economicos de los agricultores, reducir o eliminar la aplicacion de los pesticidas para
tener un menor impacto en la salud de los agricultores y consumidores, que sea
compatible con otras estrategias de manejo como el control biologico.

En virtud de lo anterior, la presente investigacion se orienta, a determinar si las siete
variedades de fréjol arbustivo a ser evaluadas, poseen alguna(s) de las categorias de
resistencia de antibiosis, antixenosis y tolerancia a la plaga E. kraemeri, para lo cual,
previamente se identificara y confirmara, en base a caracteres morfologicos usando
claves taxondmicas y técnicas moleculares, el género y la especie de la plaga, Empoasca
kraemeri, que se utilizara en los ensayos; identificando la resistencia, el programa de
mejoramiento geneético de Programa de Leguminosas y Granos Andinos (PRONALEG-
GA) con el Departamento de Proteccion Vegetal (DNPV) de la Estacion Experimental
Santa Catalina (EESC) del INIAP, contarian con germoplasma para realizar los
cruzamientos especificos y los resultados se convertirian en una linea base para
desarrollar actividades de investigacion para generar variedades resistentes a la plaga y

otros artrépodos que afectan al cultivo de fréjol arbustivo.
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Objetivos

General

Caracterizar la resistencia genética a la plaga, Empoasca kraemeri Ross & Moore, en
variedades de fréjol arbustivo (P. vulgaris L.), a fin de generar fuentes de resistencia
genética a esta plaga.

Especificos

Determinar las categorias de resistencia genética de antibiosis, antixenosis y tolerancia en
seis variedades de P. vulgaris L., a E. kraemeri Ross & Moore.

Metodologia

Cumplimiento de normas INIAP

El protocolo: Caracterizacion de la resistencia a Empoasca kraemeri Ross & Moore,
(Hemiptera: Cicadellidae), en variedades de fréjol arbustivo (Phaseolus vulgaris L.), fue
aprobado por el Comité Técnico de la Estacion Experimental Santa Catalina el 30 de
octubre, 2018 como refiere el documento Hoja de firmas para aprobacion de proyectos
(protocolos).

Ministerio del Ambiente (MAE)

Previo al inicio de actividades del proyecto, y a fin de cumplir con las normas vigentes,
se realizaron las gestiones en el Ministerio del Ambiente (MAE), para obtener la
autorizacion de inclusion del proyecto en el Programa denominado: “Estudio de
caracterizacion, bioecologia y desarrollo de componentes de manejo integrado de cultivos

del Ecuador” signado con el Nro. MAE-DNB-CM-2015-0024, suscrito el 13 de junio de
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2016, obteniéndose la autorizacion del MAE como consta en el Oficio Nro. MAE-DNB-
2019-0175-0 del 15 de febrero, 2019.

Colecta de poblacion de E. kraemeri Ross & Moore.

La zona de muestreo y colecta, se definid en base a criterios de seleccion como
importancia del cultivo de fréjol arbustivo, &reas de siembra continua de fréjol, altos
porcentajes de infestacion de la plaga. La colecta de especimenes de insectos adultos
de E. kraemeri, se realizé a partir de la emergencia de las plantas (Garcia, 1981); se
seleccionaron la cuarta y quinta hojas apicales, en las cuales se realizaron ligeros golpes
para colectar los adultos en recipientes plasticos que fueron cubiertos con tela tul, Pedigo
(1988); luego fueron transportados al invernadero ubicado en la Granja de Tumbaco y
colocados en plantas de fréjol, variedad susceptible (blanco fanesquero) en jaulas de
madera, para el desarrollo de la cria de insectos bajo condiciones controladas de 27 +
2°C, 45% HR vy un fotoperiodo de 16:8 (D: N). Se realiz6 la identificacion taxonémica de
los adultos, en base a los caracteres morfoldgicos de venacidon de las alas, considerando la
metodologia descrita por (Aguin-Pombo, D., Valido, L., Sousa, Fy Arraiol, A. 2014;
Arroyo, W., Pérez, A., Soto, Jy Beltran, J. 2015).

Adicionalmente, se obtuvo informacion de las caracteristicas de la zona de muestreo,
dafio de la plaga, manejo del cultivo de fréjol, variedades, entre otros temas, en base a
una ficha de colecta.

Resultados

En el mes de abril, 2019, se realizé la colecta de una poblacion de E. kraemeri en cultivo

de fréjol de la variedad Centenario, en la localidad de Carpuela, Canton Ibarra, provincia
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de Imbabura. Con esa poblacion se implementd la cria de la plaga en cajas de madera en
el invernadero de la Granja de Tumbaco. Durante dos meses se trato de reproducir la
plaga, sin embargo, factores bidticos como la presencia severa de patdgenos (Erysiphe
polygoni) en las plantas de fréjol, fue una limitante para mantener la cria de la plaga.
Ante esa situacion, se implement6 un ensayo, en la localidad de Carpuela, provincia de
Imbabura, ubicada a 1630 m., (0°25°24°°N/77°58°58""), para determinar la resistencia en
las siete variedades comerciales de fréjol, se aplico un disefio de bloques completos al
azar con 4 repeticiones; hasta la presente fecha se contintia evaluando.
Conclusiones
e Se harealizado la colecta de una poblacion de insectos adultos de E. kraemeri, en
la provincia de Imbabura.
e Se realizo la identificacidn taxondmica de la especie, E. kraemeri, mediante
caracteristicas morfoldgicas utilizando claves taxonémicas.
e Se implementd la cria de E. kraemeri bajo condiciones controladas de 27 +2°C y
45% HR
e Se ha implementado un ensayo de campo para determinar niveles de resistencia
en siete variedades comerciales de fréjol a la plaga E. kraemeri.
Recomendaciones
Las actividades de identificacion de resistencia en variedades comerciales de fréjol
finalizaran en el mes de diciembre, 2020.
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En Ecuador, el fréjol (Phaseolus vulgaris L), es un cultivo importante, que provee de
alimentos (carbohidratos y proteinas) e ingresos econémicos a las comunidades de los
valles y zonas temperadas de los Andes (Peralta et al., 1997). En los valles se cultivan los
tipos arbustivos mayormente en monocultivo de variedades mejoradas, mientras que en
las zonas temperadas, se cultivan los tipos volubles, mayormente asociados con maiz.

En la asociacion con maiz, el tipo Canario es al momento la principal poblacion de frejol
que se cultiva en el pais. Sin embargo, en Cotacachi y Saraguro, el cultivo de las
variedades conocidas como mixturiados es la principal practica en la asociacion con
maiz. Un mixturiado es una variedad mezcla y consiste de una poblacién genéticamente
diversa que se siembra, cosecha y consume como mezcla. La composicion y frecuencia
fenotipica de la variedad mezcla es variable entre regiones, y dentro de regiones. En
Cotacachi se cultivan los mixturiados Chacra (habito VI) y los mixturiados Allpa (habito
[1'y 111); mientras que en Saraguro se cultivan solo los mixturiado Chacra. Con menos
frecuencia, el cultivo de los mixturiados se observa también en las provincias de Bolivar
y Azuay.

El interés por el cultivo de variedades mezcla en sitios tradicionales del cultivo de fréjol
voluble, es una evidencia de que el cultivo de variedades mezcla, antes del cultivo
comercial del tipo Canario, ha sido una practica comun de la asociacién maiz/frejol en el
pais.

El cultivo comercial del maiz para choclo y del fréjol para hortaliza, han cambiado las
practicas tradicionales de la asociacion, y se ha dado paso al monocultivo de variedades

comerciales uniformes. Un ejemplo del abandono de la asociacién maiz/fréjol, es el
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monocultivo de la variedad de maiz Guagal, y el monocultivo de las variedades de fréjol
Canario y Cargamanto en la provincia de Bolivar. Sin embargo, el cultivo de variedades
uniformes es vulnerable a problemas principalmente de origen biético, los que
generalmente se presentan en menor frecuencia en la asociacion y en el cultivo de
variedades mezcla.

Una razon importante de la asociacion y del cultivo de variedades mezcla es crear
condiciones desfavorables para el desarrollo de enfermedades, aspecto epidemioldgico
que se conoce como “efecto barrera” (Finck and Wolfe, 2006), y consiste en la
disminucion de autoinfecciones (Murray and Milgroom, 2012). Una ventaja adicional de
la asociacion es la complementacion mutua de los cultivos por espacio; pero ademas, en
la asociacion los cultivos hacen un mejor uso de los nutrientes, creando un proceso
sinérgico, que incrementa la productividad de los cultivos.

Los principios asociados con la estabilidad de la asociacion de cultivos y del cultivo de
variedades mezcla puede contribuir al cultivo contemporaneo del fréjol en el pais. En este
estudio se evaluo el efecto de la asociacion con maiz de la diversidad de variedades de
fréjol voluble y arbustivo que se cultivan en el pais. Se comparo las epidemias de las
enfermedades asi como la productividad de la diversidad de variedades de fréjol en
asociacion con maiz y monocultivo.

Objetivos

a) Evaluar el efecto de la asociacién con maiz en la severidad de las enfermedades de

variedades de fréjol voluble y arbustivo en la Sierra de Ecuador.
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b) Evaluar el efecto de la asociacion con maiz en el rendimiento de las variedades de
fréjol voluble y arbustivo en la Sierra de Ecuador.

Materiales y métodos

Estudio 1: Efecto de la asociacion con maiz de la diversidad local de fréjol voluble
Factores en estudio

Asociacion

Al: Fréjol asociado con maiz

A2: Unicultivo de fréjol (cultivo en espaldera)

Variedades de fréjol

V1: Mixturiado Chacra (habito 1V), cultivado en Cotacachi

V2: Mixturiado Allpa (hébito 11y I11), cultivado en Cotacachi

V3: Canario (habito 1V), variedad comercial local

V4: INIAP-412 Toa (habito 1V), variedad mejorada

V5: INIAP-426 Siete Colinas (habito V), variedad mejorada

V6: Cargamanto (habito 1V), variedad mejorada

V7: Mixturiado Chacra + Mixturiado Allpa, cultivado en Cotacachi

Tratamientos

Resultaron de la interaccion de los niveles de los factores en estudio. El ensayo se realizo6
en Uyumbicho-Mejia en la zona baja de la Estacion Experimental Santa Catalina (EESC)
a 2700 m.s.n.m., y en Bulcay - Gualaceo en la Estacion Experimental del Austro (EEA) a

2250 m.s.n.m. En Uyumbicho las variedades de fréjol se asociaron con la variedad local
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de maiz Chillos; y en Bulcay, las variedades de fréjol se asociaron con la variedad local
de maiz Zhima.

Disefio experimental

El ensayo se implementd en un disefio de parcela dividida con tres repeticiones. En la
parcela grande se implemento el factor asociacién, mientras que en la parcela pequefia se
implemento el factor variedades. La unidad experimental estuvo constituida por cuatro
surcos de cinco metros espaciados a 1 m, y la parcela neta estuvo constituida por los dos
surcos centrales. En la parcela neta se seleccionaron 10 sitios al azar, donde se realizaron
las evaluaciones de las enfermedades y el rendimiento. Cada sitio estuvo constituido por
lo menos por una planta de fréjol y una planta de maiz, lo que se logré sembrando tres
semillas de fréjol y tres semillas de maiz en cada sitio. El espaciamiento entre sitios fue
de 0.80 m.

Estudio 2: Efecto de la asociacion con maiz de la diversidad local de fréjol arbustivo
Factores en estudio

Asociacion

Al: Fréjol asociado con maiz

A2: Unicultivo de fréjol

Variedades de frejol

V1: INIAP-484 Centenario

V2: INIAP-481 Rojo del Valle

V3: INIAP-411 Imbabello

V4: INIAP-404 Cargabello
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V5: Rojo Moteado Allpa

V6: Morado Rayado Allpa

V7: Rojo Rayado allpa

V8: Allpa Negro

VV9: Campeon Morado

V10: Mixturiado Allpa

V11: Mixturiado variedades mejoradas

3.2.2 Tratamientos

Resultaron de la interaccion de los niveles de los factores en estudio. El ensayo se realiz6
en Uyumbicho - Mejia en la zona baja de la Estacion Experimental Santa Catalina
(EESC) a 2700 m.s.n.m., y en la asociacion con maiz se utilizd la variedad local de maiz
Chillos

Disefio experimental

El ensayo se implemento en un disefio de parcela dividida con tres repeticiones. En la
parcela grande se implementd el factor asociacion, mientras que en la parcela pequefia se
implemento el factor variedades. La unidad experimental estuvo constituida por cuatro
surcos de cinco metros espaciados a 1 m, y la parcela neta estuvo constituida por los dos
surcos centrales. En la asociacion, el frejol se sembro entre las plantas de maiz, que
estuvieron espaciadas a 0.8 m, mientras que el fréjol en monocultivo se sembré a 0.40 cm
entre sitios. En la asociacion se sembraron tres semillas de maiz y tres semillas de fréjol
por sitio, mientras que monocultivo tres semillas de fréjol por sitio.

Variables
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Severidad de enfermedades foliares

En estos estudios se evaluaron las enfermedades mancha gris (Cercospora sp),
antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum), roya (Uromyces appendiculatus), mildiu
polvoso (Erysiphe polygoni) y el virus del mosaico comun del fréjol (CBMV). Para la
evaluacion de las enfermedades se utilizé la escala modificada de Cobb (0-100), adaptada
para fréjol por Stavely, 1983), donde 0 corresponde a ausencia de sintomas y 100 a
plantas completamente afectadas por la enfermedad. Las enfermedades se evaluaron
desde la aparicion de los primeros sintomas cada 21 dias hasta la maduracién fisiologica
de la planta. En este reporte se analiza la evaluacion mas representativa de cada
enfermedad.

Rendimiento

Se cosecho y peso las semillas de cada sitio seleccionado (g/sitio), valor que se trasformé
a kg/ha.

Resultados y discusion

Efecto de la asociacion con maiz de la diversidad local de fréjol voluble

En este estudio se evaluo la reaccion de la diversidad local de fréjol a mancha gris y roya
en Uyumbicho, y a CBMV, mildiu polvoso y roya en Bulcay. La condiciones frias y
humedas favorecieron a mancha gris en Uyumbicho, mientras que las condiciones secas y
abrigadas favorecieron a CBMV y mildiu polvoso en Bulcay, aspecto que permitio
evaluar el efecto de la asociacion y el comportamiento de las variedades de fréjol en

condiciones contrastantes.
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El andlisis del ADEVA (Tabla 1) para la evaluacion de mancha gris en Uyumbicho
presenta diferencias altamente significativas para el factor asociacion, variedades e
interaccion asociacion x variedades, mostrando un efecto importante de la asociacion con
maiz en el desarrollo de la enfermedad, y diferencias de reaccién de las variedades en la
asociacion. En el analisis de medias (Tabla 2) se observa que la asociacion tiene un efecto
positivo, reduciendo la severidad de mancha gris en relacién al monocultivo. La variedad
Cargamanto presentd menos severidad de la enfermedad tanto en asociacién como en
monocultivo. Un resultado interesante que resaltar de este estudio es que en la asociacion
las variedades susceptibles presentaron menor enfermedad, por lo que las diferencias de
severidad entre variedades es menos evidente, creando colectivamente uniformidad
epidemiologica. La severidad de roya por otra parte fue en general baja en Uyumbicho;
sin embargo, en el ADEVA se observé diferencias significativas para variedades e
interaccion asociacion x variedades. Las variedades INIAP-412 Toa e INIAP-416 fueron
las que menos severidad presentaron, mientras que la variedad Cargamanto presento
mayor severidad tanto en asociacion con maiz como en monocultivo. El efecto de la
interaccion se observo con claridad en las variedades mixturiados Chacra y mixturiados
Allpa, las que presentaron menor enfermedad en asociacion que en monocultivo
(Tabla2). El efecto de la interaccion asociacion x variedades en las variedades
mixturiados Chacra y Allpa también esta asociado con la diversidad de resistencia de los

genotipos componentes de las variedades mezcla.
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Tabla 1

Analisis del ADEVA para severidad de mancha gris y roya, rendimiento de grano de
siete variedades de fréjol voluble evaluadas en monocultivo y en asociacion con maiz en
Uyumbicho-Mejia

Cuadrados Medios

GL Mancha gris Roya Rendimiento
Repeticion 2 51.3*** 15.391** 11
Asociacion 1 23707*** 0.903 282514***
Variedades 6 3610*** 28.449*** 22419***
Asociacion x variedades 6 1366*** 19.555** 31048***
Residual 44848 1179.8 594558

En Bulcay, el anélisis del ADEVA para CBMV, mildiu polvoso y roya presentd
diferencias estadisticas para la asociacion y variedades y solo para mildiu polvoso para la
interaccion asociacién x variedades (Tabla 3). En el analisis de medias (Tabla 4) se
observa el efecto positivo de la asociacion, produciendo una reduccién de la severidad de
las tres enfermedades, especialmente de roya. En este estudio las variedades Cargamanto,
INIAP-412 y INIAP-426 presentaron menor severidad de CBMV, la variedad
Cargamanto presentd menos severidad de mildiu polvoso, y las variedades Cargamanto y
mixturiado Allpa presentaron menor severidad de roya. En la interaccién asociacion x
variedades se observé un efecto importante de la asociacion en la reduccion de las
epidemias del mildiu polvoso en las variedades Cargamanto y mixturiado Allpa (Tabla

4), lo que probablemente se deba a la precocidad de estas variedades.
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Tabla 2.Analisis de medias para severidad de mancha gris y roya, y rendimiento de grano, de siete variedades de
frejol voluble evaluadas en monocultivo y en asociacion con maiz en Uyumbicho - Mejia.

Mancha Gris* Roya® Rendimiento (Kg/ha)
Asociado No Asociado  Asociado  No Asociado Asociado No Asociado

Cargamanto® 35.0a 40.0 a 3.0b 13 ab 619.4b 21489 a
Mixturiado Chacra® 42.1 ab 71.7¢ 0la 0.8 ab 9275a 8243 D
Canario* 42.6 ab 715¢ 0.0a 0la 606.0 b 897.8 b
Mix Chacra + Mix Allpa 45.6 ab _ 1.6 ab _ 789.1a _
Mixturiado Allpa® 46.9 ab 55.2 b 0.0a 23D 4405b 17894 a
INIAP-426 Siete Colinas’®  48.2 b 73.8¢c 0.0a 00a 1077.8a 2122.1a
INIAP-412 Toa’ 56.7 b 739¢ 03a 00a 984.3a 17440a
Promedio 453 a 64.4 b 0.7 0.8 7778 b 1587.7 a

'Severidad utilizando la escala modificada de Cobb (0-100)
’Lineas (variedades) mejoradas

3Variedades mezcla cultivada en Cotacachi-Imbabura
*Variedad comercial local

En relacion al rendimiento, en el analisis del ADEVA en la localidad de Uyumbicho
(Tabla 1) se presentd diferencias estadisticas para el factor asociacion, variedades e
interaccion asociacién x variedades. En el analisis de medias (Tabla 2) se observé que el
rendimiento en monocultivo fue estadisticamente mayor que en la asociacién, lo que
basicamente se debid a los rendimientos significativamente altos en monocultivo de las
variedades Cargamanto, INIAP-426, INIAP-412, y mixturiado Allpa. Sin embargo, la
variedad mixturiado Chacra fue beneficiada por la asociacion, con rendimientos mejores
gue en monocultivo, mientras que la variedad Canario fue menos afectada por la
asociacion (Tabla 2). Estos resultados muestran que las variedades mejoradas fueron
seleccionadas en condiciones Optimas para el crecimiento y no se adaptan a la asociacion,
mientras que el mixturiado Chacra esta adaptado a la asociacion. La variedad mixturiado
Allpa, aun cultivada en asociacion produce significativamente mas en monocultivo,

seguramente porque al ser de habito Il y 111 se afecta mas por la competencia.
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Tabla 3. Analisis del ADEVA para severidad de CBMV, midiu polvoso y roya, y rendimiento de grano de
siete variedades de fréjol evaluadas en monocultivo y en asociacién con maiz en Bulcay-Gualaceo.

GL Cuadrados Medios
CBMV Mildiu Polvoso  Roya Rendimiento
Repeticion 145.9 0.9 75.6 9190***
Asociacion 750.8* 4449*** 3604*** 17
Variedades 2771.9%** 4426*** 1750*** 39397***
Asociacion x Variedades 300.5 626> 421 2083
Recidual 24607 39023 38236 185777

Los resultados de Bulcay para rendimiento son diferentes a los de Uyumbicho; en el
analisis del ADEVA se observaron diferencias significativas solo para variedades (Tabla
3). Los rendimientos similares entre la asociacion y monocultivo lo mas probable se debe
al efecto negativo de las enfermedades en monocultivo, ya que complementariamente los
niveles de severidad de las enfermedades en monocultivo fueron altos. Las variedades
gue mejor rendimiento presentaron en Bulcay fueron Cargamanto, INIAP-412 e INIAP-
426. Las variedades Mixturiado Chacra, Mixturiado Alllpa y Canario presentaron
rendimientos bajos. Estos resultados claramente muestran que las variedades mejoradas
han sido seleccionadas con amplia adaptacion, ya que rindieron bien tanto en condiciones
frias (Uyumbicho) como en condiciones abrigadas (Bulcay). La variedad mixturiado
Chacra de otra forma tiene adaptacion restringida y produce bien en condiciones frias
(Uyumbicho) similares a las de Cotacachi, y no se adaptaron bien a los valles bajos de

Bulcay.
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Tabla 4. Andlisis de medias para severidad de BCMV, mildiu polvoso y roya, y rendimiento de grano de siete variedades de fréjol voluble evaluadas en
monoculktivo y en asociacién con maiz en Bulcay - Gualaceo.

BCMV! Mildiu Polvoso® Roya® Rendimiento (kg/ha)
Asocio  No asocio Asocio  No asocio Asocio  No asocio Asocio No asocio
(_‘,argan‘mntg2 10a 10a 8.2a 21.2 a 28a 4.1 3 1420.9 3 1844.2 3
INIAP-412 Toa? 8.7a 17.3b 482 ¢ 53.4p 124 3 1714 11911 4 1140.6 b
INIAP-426 Siete Colinas? 93a 153 p 30.2 bc 50.8 b 124 3 114 3 1208.6 3 1104.5 p
Mixturiado Allpa® 108 a 22.7b 23.7 ab 40.8 p 044 71a 551.6 b 798.9 b
Mixturiado Chacra® 232b 222 b 38.7¢ 412 p 153 b 26.3 b 2409 p 1233 ¢
Canario” 30.7b 273 b 355 ¢ 34.2 ab 78 a 27.1p 420.2 b 180.2 ¢
139a 176 b 30.7 a 40.3 b 8.5a 155 b 838.9 865.3

!Severidad utilizando la escala modificada de Cobb (0-100)

%L ineas (variedades) mejoradas

3Variedades mezcla cultivada en Cotacachi-Imbabura

4, . .
Variedad comercial local

Efecto de la asociacion con maiz de la diversidad local de fréjol arbustivo

En este estudio se evalud la reaccion de la diversidad local de fréjol arbustivo a mancha

gris, antracnosis y roya en asociacién con maiz y monocultivo. El analisis del ADEVA

para mancha gris (Tabla 5) muestra diferencias estadisticas significativas para los

factores asociacion y variedades, y el analisis de medias (Tabla 6) muestra que la

severidad de la enfermedad es mayor en la asociacion, lo que probablemente se debe a

que en la asociacion la humedad es mayor, que favorece el desarrollo de la enfermedad.

Las variedades que presentaron menor severidad de la enfermedad fueron INIAP-481 e

INIAP-411. La mayoria de variedades presentaron niveles intermedios de enfermedad, y

las variedades INIAP-404 y Rojo Moteado Allpa, presentaron niveles de severidad altos.

Tabla 5.Andlisis del ADEVA para mancha gris, roya y rendimiento de 11 variedades de fréjol arbustivo

Cuadrados Medios

71 Mancha Gris Roya Antracnosis Rendimiento
Repeticion 2 34.3 22.09* 0.0412 3147.5*
Asociacion 1 1932** 40.5%* 0.03 2003*
Variedades 10 11504*** 6.59ns 145.46%** 6224***
Asociacion x Variedades 10 237 ns 1683.2 0.35 3415***
Recidual 75606 385.6 195278
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Las epidemias de roya fueron esporadicas y poco consistentes; sin embargo, en el
ADEVA se present6 diferencias estadisticas significativas para el factor asociacion
(Tabla 5), y a diferencia de mancha gris, en la asociacion con maiz se presentd menor
enfermedad que en monocultivo. Las epidemias de antracnosis también fueron bajas pero
consistentes, y se presentaron diferencias para variedades (Tabla 5), siendo las variedades
INIAP-481 e INIAP-411 susceptibles a la enfermedad (Tabla 6).

El analisis del ADEVA para el rendimiento presenta diferencias estadisticas significativas
para la asociacion, variedades e interaccion asociacion x variedades (Tabla 5). El
rendimiento fue significativamente mas alto en monocultivo, las variedades que
presentaron mejores rendimientos tanto en asociacion como monocultivo fueron Morado
Rayado Allpa e INIAP-411; pero ademas se not0 una clara interaccion asociacion x
variedades (Tale 6). La mayoria de variedades tuvieron un rendimiento
significativamente mayor en la asociacion, y las variedades Allpa Negro y mixturiado de
variedades mejoradas, rindieron mejor en la asociacion; pero ademas, las variedades
INIAP-381 y Campeon Morado rindieron en forma similar en asociacion como en

monocultivo.
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Tabla 6.Analisis de medias para mancha gris, roya y rendimiento de 11 variedades de fréjol arbustivo evaluadas en monocultivo y en asociacion con
maiz en Amaguaria - Pichincha.

Mancha gris* Roya® Antracnosis’ Rendimiento (kg/ha)
Asoc  No Aso. Asoc  No Aso. Asoc No Aso. Asoc No Aso.

INIAP-481 Rojo del Valle 2 272a 8.94 ab 0.00 0.00 3.72b 413 b 301.25 bc 440.34 ¢
INIAP-411 Imbabello® 744 a 6.10 a 0.00 1.68 0.00 0.01la 570.00 b 146124 a
Morado Rayado Allpa® 21.08 b 9.84 ab 1.55 0.38 0.0la 0.14 a 1026.25 a 1303.80 ab
Mixturiado Allpa* 2204b 188lab 0.43 0.11 0.67 a 0.8la 416.25 bc  1198.02 ab
Rojo Rayado Allpa3 2444b 1755ab 0.33 0.64 0.00 0.0la 296.25 bc 937.261bc
Allpa Negro3 29.89b 2390b 0.00 0.80 0.01a 0.02 a 695.00 b 396.06 ¢
Mixturiado variedades mejoradas 3235b 26.96b 0.00 0.45 0.29 a 0.0la 565.00 b  499.38 ¢
Campeon Morado® 3345b 3271b 0.27 1.48 0.0la 0.01a 611.25 b  843.78 bc
INIAP-484 Centenario” 42.05c 34.76b 0.05 0.00 0.0la 0.01a 450.00 bc  1055.341ibc
Rojo Moteado Allpa® 58.35¢c 51.96¢ 0.00 211 0.02 a 0.0la 328.75 bc  665.60 bc
INIAP-404 Calrgabello2 58.89¢ 60.00 ¢ 0.00 0.56 6.11 c 5.83 c 192.50 c 565.80 bc
Promedio 30.25 b 26.5a 0.24a 0.75b 0.99 0.1 495.68 b 851.61 a

!Severidad utilizando la escala modificada de Cobb (0-100)
variedades mejoradas

3Lineas tradicionales

3Variedades mezcla obtenidas en Cotacachi-Imbabura

Conclusiones

Para los tipos volubles, la asociacién con maiz tuvo un efecto positivo, reduciendo la
severidad de todas las enfermedades evaluadas en los tipos volubles de fréjol, tanto en
zonas frio-humedas (Uyumbicho), como abrigado-secas (Bulcay). Sin embargo, para los
tipos arbustivos la asociacion con maiz tuvo un efecto negativo incrementando la
severidad de mancha gris.

El rendimiento de grano de las variedades volubles fue en general mayor en la asociacion
cuando la presion de enfermedades fue baja (Uyumbicho), pero cuando la presion de las
enfermedades fue alta, los rendimientos de la asociacién y monocultivo fueron similares
(Bulcay), por lo que el efecto de la competencia se compensa con la reduccién de las
epidemias en la asociacion. Este aspecto fue menos evidente en fréjol arbustivo donde el
rendimiento fue significativamente mayor en monocultivo, lo que evidencié que para

arbustivos, la asociacion cred mejores condiciones ambientales para mancha gris.
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En las variedades mezcla, mixturiados volubles y mezcla de variedades mejoradas se

presentd menor severidad de las enfermedades evaluadas y los rendimientos fueron

superiores en la asociacion, por lo que la mezcla de variedades es un componente

adicional de manejo que mejora la productividad del cultivo de fréjol.

A pesar, de que los rendimientos de las variedades mejoradas fueron afectadas por la

competencia, las variedades volubles INIAP-412 e INIAP-426 y las variedades arbustivas

INIAP 411 e INIAP-481 tuvieron rendimientos aceptables en la asociacion.
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Producto 7. Avances del estudio: Evaluacion de la resistencia a enfermedades y
caracterizacion agrondmica de lineas mejoradas de naranjilla en Ecuador
Responsable: José Ochoa Lozano.,Ph.D.

Colaboradores: Ing. Carlos Feican. EEA

Antecedentes

En Ecuador, la naranjilla comun o de jugo (Solanum quitoense Lamark) se cultiva
esporadicamente, debido basicamente a epidemias de la marchitez vascular (Fusarium
oxysporum f. sp. quitoense) (Ochoa et al 2010). El hibrido Puyo que resulto de la cruza
entre la naranjilla comun y una cocona silvestre (S. sessiliflorum) (Heiser 1993), ha
reemplazado el cultivo de la naranjilla comdn en el pais, debido basicamente a la
resistencia del hibrido Puyo a F. oxysporum f. sp. quitoense. Sin embargo, una limitante
importante de este hibrido es que produce frutos de tamafio pequefio, y para alcanzar el
tamano comercial, el agricultor aplica al fruto dosis bajas de Dacocida, un herbicida

hormonal cuyo ingrediente activo es 2-4-D Ester (Lucio 1997).

Durante la implementacion del proyecto IPM/CRSP, el Departamento Nacional de
Proteccién Vegetal desarroll6 lineas con resistencia a F. oxysporum f. sp quitoense. Estas
lineas se derivaron de cruzas inter-especificas entre S. quitoense con S. vestissimun, S.
hyporodium y S. hirtum. Durante el desarrollo de estas lineas se incluyé como criterio
complementario de seleccion, la calidad de fruta; por lo que al momento se disponen de
lineas promisorias F5, resistentes a F. oxysporum f. sp quitoense y con calidad de fruta

similar a la de la naranjilla coman.
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En este estudio se esta evaluando el potencial agronémico de las lineas promisorias de
naranjilla con resistencia a F. oxysporum f. sp quitoense. Complementariamente, se esta
evaluado el nivel de resistencia de estas lineas a otras enfermedades, lo que permitira
establecer programas de manejo sustentable de estas lineas, en el caso de que sean

liberadas como nuevas variedades.

Avances de la actividad

Métodos

Las lineas que se presentan en la Tabla 1, se trasplantaron en Tandapi-Pichincha, Chical-
Carchi y Molleturo-Azuay, en enero, febrero y marzo del 2019. Las lineas se evaluaron
en un disefio de Bloques Completos al Azar con tres repeticiones. Las parcelas estaban
constituidas por tres surcos de cuatro plantas en Chical y Tandapi, mientras que de un
surco de cuatro plantas en Molleturo. Las variables se tomaron en al menos cuatro plantas
en cada parcela. Los ensayos al momento estan en el estado fenoldgico de madurez
fisioldgica, por lo que en este reporte se incluye la reaccion a enfermedades que se han
presentado hasta el momento, y proyecciones de rendimiento comercial de la primera
cosecha para Tandapi y Molleturo. Se evalud la incidencia de la marchitez vascular
contando el nimero de plantas infectadas con F. oxysporum f. sp quitoense, y la
severidad del tizon tardio (Phytophthora infestans) contando el nimero de lesiones de la

enfermedad por planta.
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Tabla 1
Genealogia e historial de seleccion de lineas promisorias de naranjilla que se evaltian en
Tandapi-Pichincha, Chical-Carchi y Molleturo Azuay

Lineas Genealogia Historial de seleccion
L1 S. qui var. Dul'S. ves//S. qui var. Tan D)B)(1)(1)

L2 S. hyp/S. qui var. Bae 2)(67)(2)(3)

L3 S. hir x S. qui var. Dul//S. qui var. Tan (38)(2)(1)

L4 Naranjilla comin

Simbologia de la genealogia:

S. qui: S. quitoense ; S. ves: S. vestissimun; S. hyp: S. hyporhodium; S. hir: S hirtum

var. Tan: variedad Tandapi; var. Bae: variedad Baeza; var. Dul: variedad Dulce
Resultados preliminares

La marchitez vascular se presentd en Tandapi y Molleturo, mientras que el tizén tardio se
presentd solo en Tandapi. La incidencia de la marchitez vascular llegd al 50% de plantas
en Tandapi, mientras que al 35% de plantas en Molleturo, solo en la variedad comdn. El
tizén tardio igualmente fue una enfermedad muy severa en Tandapi (Tabla 2). En
naranjilla comdn se registraron 15 lesiones/planta, muchas de las cuales fueron severas:
en cambio la enfermedad fue menos severa en las lineas evaluadas L1y L2, con 8.3 y 8.6
lesiones/planta, siendo pocas severas. Los bajos niveles de severidad se deben a la
resistencia heredada de S. hyporodium y S. vestisimun en las lineas L1y L2
respectivamente. Estos resultados sugieren que el manejo de tizon tardio va a ser mas

facil en las lineas mejoradas que en naranjilla coman (L4).
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Tabla 2. Severidad de tizon de la naranjilla y proyecciones de rendimiento de fruto por planta de
lineas promisorias de naranjilla evaluadas en Tandapi-Pichincha y Molletuto- Azuay.

Linea Lesiones de tizon' Frutos/planta® Rendimiento (kg/planta)”
Total Severas® Tandapi Molleturo Tandapi Molleturo
L1 8.3 2.0 37 14 4.85 1.54
L2 8.6 1.8 26 35 3.64 5.25
L3 B ~ B 17 B 2.04
L4 15.0 6.5 _ 21 2.52

'Enfermedad causada por Phytophthora infestans
?Lesiones que causan el estrangulamiento de las ramas
3Frutos producidos en la primera floracion
*Rendimiento de la primera floracion

Los rendimientos de fruto de las lineas evaluadas se presentan en la Tabla 2. Las lineas
L1y L2 que se derivaron de cruzas entre S. hyporodium y S. vestissimun fueron las que
mejores tamafios de fruta y rendimiento presentaron. Los rendimientos de las lineas
variaron entre sitios; la linea L1 presentd mejores rendimientos en Tandapi con 37
frutos/planta, mientras que la linea L2 fue mas estable y presentd buenos rendimientos en
las dos localidades, con 26 y 35 frutos/planta en Tandapi y Molleturo, respectivamente.
La linea L3 no presentd buenos rendimientos en Molleturo donde se evalud. Los
resultados para peso de fruto fueron similares que para nimero de frutos, y la linea L2
presentd un rendimiento estable en Tandapi y Molleturo (Tabla 2). Aunque existen
diferencias de rendimiento de las lineas en los sitios evaluados, los rendimientos de las
lineas mejoradas fueron similares o mejores que el de naranjilla comun (L4).
Conclusiones

Todas las lineas evaluadas presentaron mejores niveles de resistencia a marchitez

vascular y tizon tardio que la naranjilla comdn (L4).
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Los rendimientos de las lineas evaluadas son altos para la proyeccion de la primera
cosecha, especialmente de las lineas L1y L2, por lo que se consideran lineas promisorias.
Recomendaciones

Continuar con las evaluaciones de las siguientes cosechas, para evaluar de mejor manera
el potencial de estas lineas, que podrian ser candidatas a nuevas variedades de naranjilla.
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Producto 9. Monitoreo del psilido de la papa Bactericera cockerelli, en dos provincias
de Ecuador

Responsable: Carmen Castillo C. Ph.D.

Colaboradores: Nancy Panchi (CIP), MAG Cotopaxi, UTN, UTC, UCE
Antecedentes: La papa (Solanum tuberosum) es un cultivo de importancia agricola que
forma parte fundamental de la seguridad alimentaria del Ecuador. En el pais se registro

una produccion de 422589 Tm de papa con un area de siembra de 32188 hectareas en el
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2018 (MAG, 2019) lo que indica la importancia de este cultivo. La produccion se ve
afectada por plagas que disminuyen el rendimiento en campo y en postcosecha, se ha
estimado una disminucion de hectareas sembradas de 47 mil en el 2013 a un promedio de
31 mil ha en los dos siguientes afos, y otra reduccion de 53 mil ha sembradas en el 2016
a un promedio de 32 mil ha en los dos siguientes afios (MAG, 2019). Reducciones que
podrian ser efecto de la presencia de punta morada de papa. Recientemente fue reportada
la presencia del psilido de la papa Bactericera cockerelli Sulc (Triozidae: Homoptera) en
Ecuador (Castillo et al. 2019), insecto que, en otros paises, ha sido reportado como vector
de Candidatus Liberibacter solanacearum, el agente causal del chip cebra (Munyaneza, et
al. 2007). Se presume que B. cockerelli esta involucrado en la transmisién de fitoplasmas
0 en la sintomatologia de punta morada de papa en Ecuador.

Cuando se dan invasiones de nuevos insectos vectores, existe la posibilidad de que
nuevos patdgenos ingresen a una region. Los movimientos de estos insectos son
generalmente movidos por cambios climéticos, uso de la tierra y el comercio (Chunco,
2014). Cuando los insectos se alimentan de cultivos, el movimiento de poblaciones a
nuevas regiones puede llegar a un surgimiento de nuevas plagas debido a los
intercambios a los rasgos especificos de la poblacién, incluida una mayor resistencia a los
pesticidas, una mayor variedad de plantas hospederas y una mayor capacidad para tolerar
la variacion climatica (Oliveira et al. 2001). Ademas, la dispersion de estos insectos que
son vectores de patdgenos de plantas altera la incidencia y la gravedad de los brotes de
enfermedades de los cultivos debido a su mayor capacidad para transmitir patdgenos

(Czosnek, et al., 2017).
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Los hemipteros son insectos de un orden muy importante en agricultura porque tiene un
namero alto de especies que son plagas directas e indirectas. Tres de sus subdrdenes
tienen importantes plagas agricolas: Heteroptera (chinches), Auchenorrhyncha (saltones),
Sternorrhyncha (&fidos, moscas blancas, escamas y psilidos). Los psilidos son pequefios,
generalmente hospedero-especificos y se alimentan del floema de las plantas (Burckhardt
et al. 2014). Dentro de la superfamilia Psylloidea existen mas de 4000 especies descritas
en el mundo (Ouvrard 2019).

El ciclo de vida de B. cockerelli comprende de un estado de huevo, cinco estadios
ninfales y un estado adulto (macho y hembra) se reproduce sexualmente. Las ninfas son
moviles durante todos sus estadios de desarrollo (Hodkinson 2009). Se alimentan del
floema, igual que los adultos, lo que hace de ellos excelentes vectores de bacterias
patogénicas. Existen cuatro diferentes haplotipos de la misma especie de B. cockerelli:
central, occidental, suroccidental y el noroccidental que difieren a nivel molecular en
ciertas regiones de su genoma, en endobiontes y en ciertas caracteristicas reproductivas
(Swisher et al. 2012; Cooper et al. 2015). En Ecuador se ha reportado la presencia del
haplotipo central de B. cockerelli (Castillo et al. 2019).

Para un desarrollo més adecuado de MIP para todas las plagas en los cultivos de papa, en
particular para el psilido de la papa, el monitoreo con trampas amarillas pegajosas y los
conteos de oviposturas y ninfas han sido utilizados para monitorear la fluctuacion de las
poblaciones de plagas. EI monitoreo de poblaciones y el establecimiento de umbrales es
dificil (Vereijssen et al. 2018) sin embargo existen software de modelos matematicos

desarrollados para utilizar los datos obtenidos en los muestreos para predecir el desarrollo
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de las plagas. Las trampas de color amarillo de tamafio estdndar (23 cm x 14 cm) logran
capturar mayor numero de adultos de B. cockerelli que las de tamafio pequefio (7.5 cm x
12.5 cm) y las de color anaranjado nedn, y capturaron significativamente igual que las de
color verde nedn. Se colocan sobre una estaca de madera a un metro de altura (Henne et
al. 2010). Los monitoreos se pueden realizar mediante la observacion y conteo de los
diferentes estados de desarrollo de B. cockerelli, siendo los mas adecuados el conteo de
oviposturas y de ninfas durante un determinado tiempo (Verijssen et al. 2018; Castillo et
al. 2016).

ILCYM (Insect Life Cycle Modeling) es un software (ILCYM - version 4.0) que facilita
el desarrollo de modelos fenoldgicos de insectos (plaga y enemigos naturales) y provee
de herramientas analiticas para el estudio de la ecologia de las poblaciones de las plagas.
El software ILCYM presenta dos mddulos principales. Uno es el “modelo constructor”
que facilita el desarrollo del modelo fenologico del insecto basado en datos de
temperatura experimental de una plaga especifica. Este modelo también provee de
herramientas para analizar tablas de vida de las plagas y para validar modelos de
desarrollo. El segundo médulo que posee ILCYM, es la implementacion del modelo
fenoldgico en un sistema de informacidn geografico ambiental que permite una
simulacion espacio-global o regional de las actividades de la plaga (mapeo del riesgo de
la plaga). El objetivo del ILCYM es proveer de una herramienta digital de fuente abierta
que facilite el desarrollo de modelos fenoldgicos para investigadores y estudiantes que
utilicen técnicas de modelamiento avanzado. EI ILCYM interactivamente lleva al usuario

a través de pasos al desarrollo de modelos de la fenologia de la plaga, o para realizar
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simulaciones espaciales con un modelo de desarrollo de la plaga. Puede ser aplicable a
muchas especies de plagas y a muchas circunstancias para las cuales el modelo fue
necesitado. El software ILCYM se desarroll6 en un paguete R que facilita la creacion de
aplicaciones web interactivas directamente desde R (https://research.cip.cgiar.org/
confluence/display/ilcym/Home).

Objetivos:

Caracterizar la abundancia y registrar la poblacion de B. cockerelli en dos provincias
durante dos ciclos de cultivo de papa.

Colectar otros posibles vectores, enemigos naturales e insectos benéficos en el cultivo de
la papa.

Caracterizar molecularmente B. cockerelli para determinar su/sus haplotipo/s e
identificacion molecular de los posibles vectores e insectos benéficos.

Aplicar el ILCYM con los datos obtenidos en el muestreo para obtener mapas de riesgo
de la plaga.

Metodologia: Este estudio se desarrolla en campos sembrados con papa de tres
provincias, Imbabura, Pichincha y Cotopaxi. En cada provincia se han seleccionadio los
cantones/parroquias. EI monitoreo se realiza con los estudiantes de la UTN, UCE y UTC
como tesistas de pregrado, y con los técnicos del MAG quienes llevan a cabo el
monitoreo en sus zonas de intervencion en Cotopaxi. Los lotes monitoreados tienen una
extension de 2000m? a 10000m?. En estos lotes se realizan evaluaciones cada 15 dias
durante dos ciclos del cultivo de la papa, observando las variables que se detallan en el

manejo especifico del cultivo.
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Monitoreo

Monitoreo de adultos: Las trampas son colocadas a cinco metros del borde del cultivo dos
por lote. Las trampas son colectadas y reemplazadas cada 15 dias y enviadas al DNPV de
la EESC. Previo al envio, se las debera cubrir con una funda plastica transparente para
proteger a los insectos adheridos. Los psilidos son identificados y contabilizados en el
laboratorio.

Se registraran las fechas del periodo en el que las trampas estuvieron en el campo, el
lugar de monitoreo, y las coordenadas geogréaficas. Los resultados seran presentados en el
namero de psilidos/trampa/15 dias (Vereijssen et al. 2015).

Monitoreo de oviposturas: Se seleccionan veinte plantas al azar en un transepto en forma
de X en cada lote. En cada planta se contabilizan las oviposturas en cinco minutos
(utilizando un cronémetro) (Castillo et al. 2016). Para realizar un conteo adecuado, se
divide la planta en cuatro cuadrantes y se revisan en orden los brotes jovenes de las
plantas (parte apical principalmente) para contabilizar todas las oviposturas dentro del
tiempo determinado con la ayuda de una lupa. Se registran los datos en el libro de campo
y directamente en un aplicativo EPICOLLECTS5. Cada técnico mantendra como respaldo
los libros de campo y si es necesario se los entregara a su jefe inmediato quien enviara los
datos al INIAP.

Monitoreo de ninfas: Se seleccionan veinte plantas al azar en un transepto en forma de X
en cada lote. En cada planta se toman dos hojas compuestas de la parte baja de la planta.

Se contabilizan las ninfas (de los estadios ninfales del 1V y V estados) con ayuda de una
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lupa. Se registran los datos el libro de campo y directamente en un aplicativo
EPICOLLECTS.

Frecuencia del monitoreo de las variables: La frecuencia de monitoreo de ninfas y huevos
se realizan cada 15 dias, las trampas para el monitoreo de adultos se cambian cada 15
dias.

Para los monitoreos en Cotopaxi se cuenta con el apoyo de los técnicos del MAG-
Cotopaxi, AGROCALIDAD, UTC y también con el apoyo de la UTN y UCE con
trabajos de tesis y la UDT-INIAP. Ademas, ademas el apoyo de los técnicos de las UDT
de Cotopaxi e Imbabura para realizar actividades especificas.

Colecta de B. cockerelli para los analisis moleculares: Se colectaran muestras de adultos
de cada sitio donde se realicen los monitoreos los cuales seran preservados en tubos
Eppendorf con alcohol al 90%, posteriormente estas muestras se someteran a analisis
moleculares, cada tubo sera rotulado con dato de fecha, lugar de colecta y nombre del
colector. Se colectaran muestras por una sola vez en los diferentes lotes de monitoreo.
Informacion de los lotes: Se recopilara informacién secundaria como estado fenoldgico
del cultivo de la papa, practicas culturales, controles fitosanitarios realizados durante los
15 dias previos a cada monitoreo, fertilizacion, riego y/o precipitacion, entre otras que
nos ayuden a entender la distribucion de B. cockerelli.

Temperatura: Se colectara informacion de temperatura registrada en los dispositivos data
logger (programados para tomar los datos cada hora durante el tiempo que dure el
monitoreo) instalados en la zona mas cercana a los sitios seleccionados para los

monitoreos.
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Los grados dias (GD) acumulados seran calculados de la media de la temperatura por
hora usando las minimas y maximas (Butler et al. 2013). En estudios de laboratorio se
estimd el tiempo de desarrollo entre una ovipostura a adulto en papa fue de 358 GD para
temperaturas debajo del umbral de 7.1°C, de este modo se puede calcular el namero
potencial de generaciones del psilido por afio en una region (Vereijssen et al. 2018).
Caracterizacion molecular de los psilidos colectados: Se realizara la extraccion de ADN
genomico del insecto completo en los laboratorios de Biotecnologia de la EESC, de
acuerdo a protocolos como los de Crosslin et al. (2013) u otros. Se utilizaran primers
determinados para la identificacion de los diferentes haplotipos y los utilizados para
determinar la presencia o ausencia de Candidatus Liberibacter solanacearum (Castillo et
al. 2016). Se analizaran los psilidos con la metodologia para detectar fitoplasmas en
general o especificos (16Srl-F u otro) (Castillo et al. 2018). Ademas, se utilizaran primers
para detectar la bacteria endobionta Wolbachia que pudiera ser especifica para el
haplotipo central (Cooper et al. 2015). La prueba de reaccion en cadena de la polimeraza
(PCR) seran realizadas en el Dept. de Biotecnologia. Los fragmentos seran secuenciados
y analizados en comparacion a los resultados. Los resultados de los analisis de
secuenciacion tipo Sanger seran comparados con los ya publicados en la base de datos del
GenBank® NCBI con el programa de alineamiento BLAST, luego con las secuencias se
realizara el analisis filogenético en el programa PHYLOGENY, ambos disponibles
online.

Documento de aprobacion: INIAP-EESC_DIR-2019-0905-MEM
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Resultados: La actividad se encuentra en ejecucion. Se estan realizando los monitoreos
en lotes de las provincias de Cotopaxi, Pichincha, Imbabura y Carchi (Tabla 1). También
se estan recolectando datos de temperatura en ciertas zonas.
Se estan colectando B. cockerelli para su analisis molecular, asi como también otros
insectos que posiblemente sean vectores de los patégenos de punta morada y de otras
enfermedades, y se colectan insectos benéficos como enemigos naturales de B. cockerelli
y polinizadores en el cultivo de la papa.
Tabla 1
Localidades donde se esté realizando el monitoreo de B. cockerelli. Ecuador, 2019
# Provincia Cantén Parroquia Localidad uUtTm Altitud
1 Cotopaxi Latacunga Alaquez Cuchitingue 773997 9905760 3183
2 Cotopaxi Latacunga Pastocalle Comuna San Juan 763639 9929177 3532
3 Cotopaxi Latacunga Pastocalle Culche Salas 836365 9221305 3098
4 Cotopaxi Latacunga Belisario Quevedo  Compaiiia 769137 9894201 2860
5 Cotopaxi Latacunga Belisario Quevedo  Cangahua 767872 9889726 2727
6 Cotopaxi Latacunga Ignacio Flores Santan Chico 769835 9896077 2949
7 Cotopaxi Latacunga Juan Montalvo Jesus del Gran Poder 776651.6  9901741.4 3604
8 Cotopaxi Latacunga Poalo Maca Atapulo 754129.3 9901656.4 3421
9 Cotopaxi Latacunga Poalo Bellavista 756361 9902586 3219
10 Cotopaxi  Salcedo La Matriz Cumbijin 7777429 9884013 3186
11 Cotopaxi  Salcedo La Matriz Cumbijin
12 Cotopaxi  Salcedo Mulliquindil Belisario Quevedo 769904 9888306 2686
13 Cotopaxi  Salcedo Mulliquindil Mulliquindil 775977 9886008 3133
14 Cotopaxi  Pujili La Matriz Guantubamba 754056.5 9883752.4 3395
15 Cotopaxi  Pujili La Matriz Rumipungo 749704.46 98926262.4 3574
16 Cotopaxi  Pujili La Victoria La Victoria 750761 9884401 3615
17 Cotopaxi  Pujili Zumbahua Caucho 728000 9900896.3 3450
18 Cotopaxi  Sigchos La Matriz Cerro Azul 737894 99308680 2942
19 Cotopaxi  Sigchos La Matriz Cerro Azul 737932 9930714 2913
20 Cotopaxi  Sigchos Chugchilan Tonducto Alto 720908 9908512 3672
21 Cotopaxi  Sigchos Chugchilan Guayama Grande 731583 9908334 3346
22 Cotopaxi  Saquisili Cochapamba Fassupamba 799873 9911781 3508
23 Cotopaxi  Saquisili Canchagua Canchagua 5 esquinas 757009.5 9909950 3113
24 Cotopaxi  Saquisili Canchagua
25 Cotopaxi Latacunga Alaquez
26 Cotopaxi Latacunga Salache
27 Cotopaxi  Salcedo Salache
28 Cotopaxi Salcedo Rumipamba
29 Cotopaxi  Salcedo Rumipamba

Pedro

Mo

30 Pichincha nca Tabacundo
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Pichincha
Pichincha
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura

Imbabura

Imbabura

Imbabura

Imbabura

Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura

Carchi

Carchi

Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
Imbabura
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Pedro

Cayambe
Pimampiro
Pimampiro
Pimampiro
Pimampiro
Pimampiro
Otavalo

Otavalo
Otavalo
Otavalo
Otavalo

Otavalo
Cotacachi
Cotacachi
Cotacachi
Cotacachi
Cotacachi
Cotacachi
Pimampiro
Pimampiro
Pimampiro
Pimampiro
Pimampiro
Ibarra
Ibarra
Carpuela

Bolivar

Bolivar
Ibarra
Ibarra
Ibarra
Ibarra
Ibarra
Ibarra
Ibarra
Ibarra
Ibarra
Ibarra
Otavalo
Otavalo
Otavalo
Otavalo
Otavalo
Cotacachi
Cotacachi

yo

nca
yo

2 localidades

3 localidades
Mariano Acosta
Mariano Acosta
Mariano Acosta
Colimburo
Colimburo

San Pablo

San Pablo
San Pablo
San Pablo
San Pablo

San Pablo
Imantag
Quiroga
Quiroga
Quiroga
Quiroga
Quiroga
Pimampiro
Pimampiro
Pimampiro
Pimampiro
Pimampiro
Carolina
Carolina

Ambuqui

San Vicente de
Pusir

San Vicente de
Pusir

La Esperanza
La Esperanza
La Esperanza
La Esperanza
La Esperanza
La Esperanza
La Esperanza
La Esperanza
La Esperanza
La Esperanza
San Pablo
San Pablo
San Pablo
San Pablo
San Pablo
San Francisco
El Sagrario

Mariano Acosta
Mariano Acosta 2
Pilcacho
Colimburo
Colimburo 2

Comunidad Ugsha- sector Primavera 0,208022 -78,141972
Comunidad Ugsha- sector Primavera

2 0,206261
Comunidad Ugsha- sector Primavera

3 0,188886
Comunidad Ugsha- sector Primavera

4 0,177873
Comunidad Ugsha- sector Primavera

5 0,177765
Comunidad Ugsha- sector Primavera

6 0,177803

-78,134364
-78,194381
-78,197417
-78,197469

-78,197459
Tunibamba
Chilcapamba
Chilcapamba 2
Ugshapungo
Ugshapungo 2
Ugshapungo 3
Ellnca 1
ElInca 2
Ellnca3
ElInca 4

El arbolito
CUAMBO
CUAMBO 2
CARPUELA

TUMBATU 1

TUMBATU 2
Chirihuasi Bajo 1
Chirihuasi Bajo 2
Chirihuasi Alto 1
Chirihuasi Alto 2
Chirihuasi Alto 3
Chirihuasi alto 1
Chirihuasi alto 2
Chirihuasi bajo 1
Chirihuasi bajo 2
Chirihuasi bajo 3
Ugsha 1

Ugsha 2

Ugsha 3

Ugsha 4

Ugsha 5
Chicapamba

0,265435  -78,137638

0,291444  -78,100903

Tunibamba
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77 Imbabura Cotacachi El Sagrario Ugshapungo 1
78 Imbabura Cotacachi El Sagrario Ugshapungo 2
79 Imbabura Cotacachi El Sagrario Ugshapungo 3
80 Imbabura Pimampiro Pimampiro Colimburo 1

81 Imbabura Pimampiro Pimampiro Colimburo 2

82 Imbabura Pimampiro Mariano Acosta Pilcacho

83 Imbabura Pimampiro Mariano Acosta Mariano Acosta 1
84 Imbabura Pimampiro Mariano Acosta Mariano Acosta 2

Conclusiones: Se estan llevando a cabo los monitoreos y las colectas segin lo

planificado.

Recomendaciones: Continuar con el monitoreo y la recoleccion de B. cockerelli y los

otros insectos posibles vectores y benéficos.
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Producto 10. Evaluacién de la resistencia/ tolerancia a Meloidogyne sp. de 10 lineas
promisorias de naranjilla.

Responsable técnico: Ing. Pablo Llumiquinga

Colaboradores: Srta. Egda. Doménica Endara.

1. Antecedentes

La naranjilla (Solanum quitoense Lam.), es un frutal originario de la region interandina
del Ecuador. En el pais, se han desarrollado muchas investigaciones para generar nuevos
materiales genéticos como variedades y portainjertos resistentes/tolerantes a diferentes

problemas fitosanitarios de interés econémico (INIAP, 2014).
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Segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (2013), la superficie cultivada de
naranjilla fue de 5015 ha a nivel nacional, con una produccion de 22596 t y un
rendimiento de 4,5 t ha™*, con un mejor rendimiento en la Amazonia.

A pesar de que la naranjilla es muy apreciada en el mercado nacional y tiene potencial
internacional, hay ciertos factores que limitan su produccién. Uno de los principales
limitantes son los problemas fitosanitarios ocasionados por virus, hongos, insectos y
nematodos, que a su vez restringen la produccion y su posterior comercializacion
(Revelo et al., 2010).

Dentro de los nematodos fitoparasitos se encuentra el género Meloidogyne, el nematodo
del nudo de la raiz, que es considerado como el més perjudicial para muchos cultivos de
interés agricola y comercial, por a su amplio rango de hospederos, adaptabilidad,
capacidad reproductiva y sobrevivencia (Jones et al., 2013).

Dentro del manejo integrado del cultivo un pilar importante es la busqueda de variedades
resistentes al parasitismo del nematodo, por ello el Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) ha realizado diversos estudios con el objetivo de encontrar
variedades de naranjilla resistentes a varios agentes limitantes del cultivo, entre ellas a
Meloidogyne spp. (Bermeo, 2015a; Revelo & Sandoval, 2003; Silva et al., 2016; Viteri et
al., 2009).

Pujota (2005), realiz6 una evaluacion de resistencia a Meloidogyne spp. y Fusarium
oxysporum, donde se encontrd que las accesiones S. hirtum Ecu-6242 y S. pseudolulo
presentaron resistencia y tolerancia. En 2009 y 2010, en el INIAP se desarrollé una nueva

variedad resistente a Fusarium oxysporum y Meloidogyne incognita denominada INIAP
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Quitoense 2009, injertada en patrones S. arboreum o S. hirtum; y encontraron una serie
de clones resistentes entre ellos GTP-30, GTP-41, GTP-24, GTP-39, GTP-36 y GTP-7
(Revelo et al., 2010; Viteri et al., 2009).

Bermeo (2015) realizd un screening de varios segregantes de la seccidn Lasiocarpa para
evaluar la resistencia a Meloidogyne spp. y Fusarium oxysporum, donde se determiné que
la variedad HxQ(B)(2)(67)(3) tiene una menor susceptibilidad al nematodo agallador de
las raices. En base a ello este estudio busca evaluar la resistencia de lineas promisorias de
naranjilla a Meloidogyne sp. para utilizarlas en cruces favorables que permitan el control
del ataque de este microrganismo sin afectar el rendimiento y la calidad del fruto.

2. Objetivos

2.1 General

Evaluar la resistencia/tolerancia a Meloidogyne sp. de 10 lineas promisorias de la seccion
Lasiocarpa (Naranjilla) bajo condiciones de invernadero para la seleccion del mejor
material vegetal y su posterior evaluacién en campo.

2.2 Especificos

e Identificar morfolégicamente la especie de Meloidogyne ubicada en campos de
naranjilla que servird como indculo del ensayo.

e Determinar la resistencia/tolerancia al nematodo en el material vegetal través de
las variables agrondmicas (nimero de agallas, nimero de masa de huevos, factor
reproductivo, porcentaje de incremento de peso de la raiz, reduccién del largo de

la raiz, reduccion en largo y peso del tallo).
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3. Materiales y métodos

El presente estudio fue aprobado por Comité Técnico de la Estacion Experimental Santa
Catalina-INIAP (EESC-INIAP) mediante Memorando Nro. INIAP-EESC_DIR-2019-
0239-MEM.

3.1 Caracteristicas del sitio experimental

3.1.1 Ubicacién

El ensayo se establecid los invernaderos y laboratorios del Departamento Nacional de
Proteccién Vegetal, para la identificacion morfoldgica y evaluacion de las lineas
promisorias de naranjilla al parasitismo de Meloidogyne sp. Las caracteristicas del sitio se
muestran en la Tabla 1.

Tabla 1

Caracteristicas del sitio experimental para la evaluacion de resistencia/tolerancia de
naranjilla al parasitismo de Meloidogyne sp

Caracteristica EESC

Provincia: Pichincha

Canton: Mejia

Parroquia: Cutuglagua

Sitio: E. E. Santa Catalina
Altitud: 3.058 m.s.n.m.
Latitud: 00° 22'S

Longitud: 78° 33'0
Temperatura promedio: 15.3°C

Humedad relativa promedio: 79 %

3.2 Disefio experimental

3.2.1 Factores en estudio
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Se evaluaron 10 lineas promisorias de naranjilla y dos niveles de inoculacién nO= sin
nematodos y n1= con nematodos (5000 huevos y larvas por planta)

3.2.2 Tratamientos

Resultaron de la interaccién de las lineas promisorias con los niveles de inoculacion
(Tabla 2).

Tabla 2
Tratamientos utilizados para la evaluacion de lineas promisorias de naranjilla al
parasitismo de Meloidogyne sp

Tratamiento Cadigo Descripcion

T1 L1nO (S. vestisimun x NC) x NC sin nematodos
T2 L1nl (S. vestisimun x NC) x NC con nematodos
T3 L2n0 NC x (16)16 sin nematodos

T4 L2nl NC x (16)16 con nematodos

T5 L3n0 C2-67 B2B3R3 sin nematodos

T6 L3n1 C2-67 B2B3R3 con nematodos

T7 L4n0 C2-67 B1B5 sin nematodos

T8 L4nl C2-67 B1B5 con nematodos

T9 L5n0 314 X 100N sin nematodos

T10 L5n1 314 X 100N con nematodos

T11 L6n0 S. pseudolulo sin nematodos

T12 L6énl S. pseudolulo con nematodos

3.2.3 Unidad experimental

Las plantas de naranjilla de cada linea promisoria y control, dispuestas en fundas negras
con 1,5 kg de sustrato.

3.2.4 Tipo de disefio

Se us6 un disefio completamente al azar (DCA), con 5 tratamientos y 1 control resistente

con 5 repeticiones.
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3.2.5 Andlisis funcional

Se empled el programa RStudio (RStudio Team, 2019) para realizar ANOVAS o pruebas

no paramétricas en caso de no existir normalidad y homocedasticidad. Se utilizé la

prueba de Diferencia Minima Significativa (LSD) al 5% para tratamientos con

significancia estadistica. Ademas se compararon las medias entre las plantas inoculadas y

no inoculadas mediante una prueba t de Student al 95% para identificar la tolerancia de

las lineas evaluadas.

3.2.6 Variables medidas

3.2.6.1 Evaluacion de la resistencia a Meloidogyne sp.

a)

b)

Factor reproductivo
Resultd de la razén entre la poblacidn final (Pf) resultante del conteo de huevos y
larvas presentes tanto en suelo como en raices y la poblacion inicial (Pi), que fue

de 5000 larvas y huevos en cada planta.

FI

.
Pi

Donde: I = Incremento poblacional

Pf = Poblacién final
Pi= Poblacién inicial
Una planta es resistente al nematodo cuando I<1 y una planta susceptible cuando

I>1.

Numero de agallas
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Se contd el nimero de agallas presentes en la raiz de cada planta y se determind el
indice de agallamiento de acuerdo a la escala de indice de agallamiento de Taylor
& Sasser (1978) modificada por Mukhtar et al. (2013), como se observa en la

tabla 3.

Tabla 3
indice de agallamiento para determinar severidad de dafio por Meloidogyne sp. en
raices

Numero de agallas indice de agallamiento Escala de resistencia

Sin agallas 0 Inmune (1)

1-2 1 Altamente resistente (HR)
3-10 2 Resistente (R)

11-30 3 Moderadamente resistente (MR)
31-70 4 Moderadamente susceptible (MS)
71-100 5 Susceptible (S)

Mayor a 100 6 Altamente susceptible (HS)

Fuente: Mukhtar et. al., 2013.

3.2.6.2 Evaluacion de la tolerancia a Meloidogyne sp.
a) Incremento de largo y peso de la raiz
Se relaciond el largo y peso de las raices de cada planta inoculada con el peso de las
raices de las plantas no inoculadas a las 10 semanas desde la inoculacién y se

expreso en porcentaje.

Pri

04 reduccion = (— — 1) x 100
Prn

Donde:

Pri = Peso de raiz inoculada

Prn= Peso de raiz no inoculada
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Lri

% reduccion = (—— 1)::; 100
Lrn

Donde:

Lri = largo de raiz inoculada

Lrn=largo de raiz no inoculada

b)  Incremento en largo y peso del tallo
Se relaciond el peso/largo de los tallos de cada planta inoculada con el peso/largo de los
tallos de las plantas no inoculadas a las 10 semanas de la inoculacion y se expresé en

porcentaje.

Pti
% reduccion peso tallo = ( —— 1) x 100
Ptn

Donde:
Pti = Peso del tallo inoculado

Ptn= Peso del tallo no inoculado

Lti
% reduccion longitud tallo = (1 —E)x 100

Donde:
Lti = longitud del tallo inoculado

Ltn= longitud del tallo no inoculado

c) Incremento del contenido de clorofila de las hojas
Se relaciond el indice de clorofila de las plantas inoculadas con el indice de clorofila de

las plantas sin inocular y se expreso en porcentaje mediante la siguiente formula:

CCHI
U reduccion del cantenido de clorofila = (1 — )x 100
CCHN

Donde:
CCHI = contenido de clorofila en hojas de plantas inoculadas
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CCHN-= contenido de clorofila en hojas de plantas no inoculadas

3.2.7 Seleccion de materiales resistentes/tolerantes

Se selecciond los materiales estudiados a partir de la evaluacion de la interaccion de los
parametros de resistencia (Incremento poblacional) y tolerancia (Incremento de peso y
largo de raiz y tallo e indice de clorofila). Los criterios de Cook (1974) citados por

Revelo et al. (2009) se visualizan en la tabla 4.

Tabla 4
Reaccidn de resistencia/tolerancia de las plantas al efecto de Meloidogyne sp

Dafio del nematodo a la planta

Eficiencia del hospedero para Estadisticamente Estadisticamente no
la reproduccion del nematodo significativo significativo
(p<0,05) (p>0,05)
Eficiente (Pf/Pi > 1) Susceptible no tolerante Susceptible tolerante
Eficiente (Pf/Pi< 1) Resistente no tolerante Resistente tolerante

Fuente: Revelo et al., 2009

4. Resultados

Se observé un bajo porcentaje de germinacion de las semillas de naranjilla al momento de
preparar el material vegetal. Es asi que, se realizé una prueba de tetrazolio al 1% y se
verifico que muchas semillas de los segregantes a evaluarse tenian dafios en el embrion
de la semilla.

4.1 Identificacion morfolégica de Meloidogyne sp.

El in6culo utilizado en el presente estudio fue colectado en 2014, de un campo de

naranjilla ubicado en Tandapi. Desde entonces ha sido mantenido bajo condiciones
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controladas en el invernadero del DNPV-EESC-INIAP, en plantas de tomate rifion y
naranjilla.

Las medidas morfométricas realizadas a 25 machos y 25 larvas juveniles en segundo
estado juvenil (J,) (Tabla 5), se compararon con medidas de otros estudios y claves
taxonodmicas (Karssen et al., 2013, Del Moral y Romero, 1979 y Whitehead, 1968), los
cuales indican que la poblacién de la presente investigacion corresponde a la especie

Meloidogyne hapla.

Tabla 5
Promedios de medidas morfométricas de machos e infectivos juveniles de Meloidogyne
sp. que se utilizo en el presente estudio

Caracter morfométrico Machos (um) J, (um)
Largo del estilete 20,83+0,20 12,96+0,23
(19,09-22,46) (9,60-14,22)
Distancia del estilete al bulbo medio 83,48+1,25 53,16+0,72
(70,50-93,47) (46,22-63,06)
Distancia del estilete al anillo nervioso 93,88+1,35 61,52+0,73
(79,27-105,20) (56,84-74,35)
Distancia del estilete al poro excretor 97,87+1,31 65,65+0,84
(85,05-109,10) (60,35-79,42)
Espicula 27,00+0,88 -

(17,27-32,35)

Gobernéaculo 14,59+0,44 -

(9,65-19,30)
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a (Largo/Ancho del cuerpo)

H% (Largo cola hialina/Largo cola x 100)

C (Largo del cuerpo/Largo de la cola)

34,99+0,83

(28,98-44,98)

24,73+0,53

(20,11-30,76)

29,56+1,22

(19,67-45,98)

129,82+5,03 7,53+0,27

(93,23-186,66) (5,14-11,11)
C’ (Largo de la cola/ancho de cola) 0,61+0,02 4,85+0,12
(0,42-0,78) (4,12-6,25)

Ademas, se realizaron cortes perineales de 25 hembras de Meloidogyne sp, encontradas
en las raices de naranjilla que se observan en la Figura 1. Estos cortes se compararon con
bases existentes de estudios a nivel mundial (Vergel et al., 2000 y Garcia-Bastidas et al.,

2004) y se determiné que la especie del in6culo pertenece a M. hapla.

Figura 1. Patron perineal de Meloidogyne

4.2. Evaluacion de resistencia/tolerancia de segregantes de naranjilla a M. hapla
4.2.1. Evaluacion de resistencia de segregantes de naranjilla a M. hapla
Las lineas promisorias de naranjilla utilizadas en el presente estudio mostraron un

incremento poblacional menor a uno con lo que se determind que todas las lineas
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evaluadas presentaron resistencia a Meloidogyne hapla. Para corroborar lo expuesto
anteriormente, las variables nimero de agallas y masas de huevos determinaron un indice
de agallamiento entre 3-4 que expresan una resistencia moderada de las lineas evaluadas.
En la tabla 6 se muestran los valores obtenidos en la evaluacion de resistencia de lineas

segregantes de naranjilla a Meloidogyne hapla.

Tabla 6

Reaccidn de resistencia de segregantes de naranjilla a Meloidogyne hapla

Linea Numero de agallas Masa de indice de Incremento Reaccion

huevos agallamiento Poblacional (1)

(S. vestisimun x NC) x 21 22 3 0,57 Resistente
NC 32 51 4 0,72 Resistente

NC x (16)16 24 32 3 0,76 Resistente

C2-67 B2B3R3 31 36 4 0,76 Resistente

C2-67 B1B5 14 15 3 0,40 Resistente

314 X 100N 14 15 3 0,35 Resistente

S. pseudolulo

4.2.2 Evaluacion de la tolerancia de segregantes de naranjilla a M. hapla
Los segregantes evaluados mostraron tolerancia al parasitismo de M. hapla, debido a que
no existio diferencia estadistica para el incremento en valores de las variables medidas

entre plantas inoculadas y no inoculadas. Estos datos se pueden observar en la tabla 7.
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Tabla7

Reaccion de tolerancia de segregantes de naranjilla a Meloidogyne hapla

Linea Tallo Raiz Clorofila

Peso (%) Largo (%) Peso (%) rgo (%) (%)

(S. vestisimun x NC) x  -15,96™ -7,41"™ -40,58"™ -29,75™ -7,01™
NC 86,59™ 4,00™ 1,20™ 13,19™ 27,62™

NC x (16)16 13,70™ 17,78™ 81,89™ 10,86™ 18,36™

C2-67 B2B3R3 47,87 24,76"™ 137,76"™ 4,42" -4,64"

C2-67 B1B5 97,65 -25,75™ 38,82™ 1,39™ 18,29™

S. pseudolulo

4.3 Seleccion de los materiales resistentes/tolerantes.

En base a las variables anteriormente evaluadas, se determino que todas los segregantes
estudiados presentaron resistencia-tolerancia de acuerdo a los criterios de Cook (1974)
citados por Revelo et al. (2009). El incremento poblacional fue menor a uno (Resistentes)
y las variables evaluadas no presentaron diferencia estadistica significativa entre plantas

inoculadas y no inoculadas (Tolerantes).

5. Conclusiones
e La poblacion utilizada en esta investigacion pertenece a la especie Meloidogyne
hapla.
e Las lineas segregantes evaluados en el presente estudio mostraron resistencia-

tolerancia al parasitismo de Meloidogyne hapla.
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6. Recomendaciones
- Realizar una segunda evaluacion de los materiales para una eficaz determinacion
de resistencia como se recomienda internacionalmente.
- Realizar el screening de los materiales con otra poblacién de nematodos como

M. incognita.
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Producto 13. Evaluacion de calidad y estabilidad del bioformulado granulo cubierto con
base en Trichoderma spp. en condiciones de almacenamiento.

Responsable: Cristina Tello

Colaboradores: Ana Pincay, Cynthia Perdomo

Antecedentes

El uso de microorganismos es una alternativa de control biol6gico que disminuye la
aplicacion de agroquimicos en diferentes cultivos; sin embargo, es importante destacar,
que las esporas flngicas como otros propagulos microbianos, son susceptibles a
condiciones ambientales como las altas temperaturas, el pH del medio, la desecacion y la
radiacion ultravioleta del sol, siendo esta ultima, uno de los factores mas limitantes para
la persistencia y eficacia de los bioformulados en campo (Chaparro et al., 2012).

Los microorganismos benéficos como los hongos del género Trichoderma, son usados
para elaborar bioformulaciones que mejoran el establecimiento del microorganismo en el
sitio de aplicacion, permitiéndole actuar como biocontrolador de hongos fitopatogenos
(Pineda et al., 2017). Las formulaciones consisten en una combinacion equilibrada de
ingredientes, que le proporcionan estabilidad al agente bioldgico (mohos, levaduras,
bacterias, virus o nematodos) y los protege de las condiciones ambientales, dandoles un
mayor tiempo de viabilidad. La mayoria de las formulaciones de hongos
entomopatdgenos se elaboran con materiales inertes tales como polvos, microtalcos,
solventes, emulsificantes y otros aditivos, los cuales deben ser inocuos para la salud y el
ambiente, de facil adquisicidn y bajo costo pero que aseguren la viabilidad y mantengan

la actividad antagonica del ingrediente activo (Chaparro, et al. 2012).
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En cuanto al almacenamiento, las formulaciones a base de microorganismos deben tener
un trato especial, considerando que su ingrediente activo es un organismo vivo. Se
recomienda que su almacenamiento se realice en contenedores o empaques bien sellados
que no permitan el ingreso de humedad ambiental. Igualmente se recomienda que los
productos no sean expuestos a altas temperaturas y en algunos casos puede ser
recomendable su refrigeracion para prolongar su vida de anaquel (Chaparro, et al. 2012).
Las formulaciones microbianas pueden dividirse en dos grupos: sélidos/secos, en el que
se utiliza un vehiculo que absorbe la humedad de los conidios y los encapsula para
mantenerlos viables por un tiempo considerable, o liquidos/emulsiones, en el que los
conidios estan suspendidos en un medio liquido para lograr una mezcla homogénea que
garantice una buena aplicacion y mantener la viabilidad del hongo en el almacenamiento
y después de su aplicacion (Burgues, 1998).

En la presente investigacion se realizo el estudio de la estabilidad de una formulacion
granulo cubierto, con base en diferentes aislamientos del hongo Trichoderma spp., en
diferentes condiciones de almacenamiento.

Objetivos

Objetivo general

Determinar la calidad y estabilidad del bioformulado granulo cubierto con base en

aislamientos de Trichoderma spp. almacenados a diferentes condiciones.
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Objetivos especificos

- Realizar pruebas microbioldgicas para el control de la calidad de un bioformulado con
base en Trichoderma asperellum almacenado en temperatura ambiente de la provincia
de Los Rios.

- Realizar pruebas microbiologicas para el control de la calidad de un bioformulado con
base en Trichoderma harzianum almacenado en temperatura ambiente de la provincia
de Tungurahua.

- Evaluar la estabilidad de los bioformulados por un periodo de seis meses de

almacenamiento.

Metodologia

El presente estudio corresponde al Protocolo de investigacién aprobado por Comité

Técnico “Control de Calidad de formulaciones experimentales y productos biologicos

comerciales con base en los hongos Trichoderma sp., Beauveria sp., Metarhizium sp.,

Isaria sp. y Purpureocillium sp.”, como referencia el Memorando Nro. INIAP-

EESC_PV-2017-0039MEM, del 20 de abril de 2017. Actividad que se realizé con

financiamiento del Proyecto AgResearch — Nueva Zelanda.

Ubicacion del ensayo experimental

El andlisis de la calidad y estabilidad de los bioformulados, almacenados en dos

ambientes, se realizé en el laboratorio de Control Bioldgico del Departamento de

Proteccién Vegetal de la Estacion Experimental Santa Catalina del INIAP.

Manejo del experimento

Andlisis de calidad de bioformulados con base en Trichoderma spp.
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Para la recuperacion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) se tomaron
mensualmente muestras del bioformulado para su anélisis de pruebas microbioldgicas. El
bioformulado con base en Trichoderma asperellum fue almacenado a temperatura
ambiente de la Provincia de Los Rios, mientras que, el de Trichoderma harzianum se
almacend a temperatura ambiente de la Provincia de Tungurahua.

En laboratorio se procedié a homogenizar las muestras de bioformulado (lotes 2, 3y 4),
posteriormente, se pes6 1 gramo de producto para diluir en 9 ml de una solucién de agua
destilada estéril con dispersante Silwet® (150 uL/L). Los tubos de ensayo con la
suspension obtenida, fueron agitados durante 10 minutos mediante un vortex. Una vez
transcurrido este tiempo en la camara de flujo laminar se procedi6 a realizar las
diluciones de 102 hasta 10 con la solucién agua destilada y dispersante Silwet® (150
uL/L). Luego por el método de extension en placa se sembraron 100 pL de cada dilucion
en las cajas Petri con medio PDA. Las cajas fueron incubadas durante 7 dias a 25 °C,
posteriormente se dejaron a temperatura ambiente por 3 dias mas, para favorecer la
esporulacién de las colonias de Trichoderma spp. Finalmente, se selecciono la dilucion
adecuada para realizar el conteo de colonias por caja Petri y multiplicar por el factor de
dilucién, asi obtuvo el niumero de UFC/g (entre 10 y 100 colonias/caja Petri) (Baez et al.,
2019).

Resultados

Se analiz0 la viabilidad de los lotes de los bioformulados granulos cubiertos, con base en
Trichoderma asperellum y Trichoderma harzianum, almacenados a temperatura ambiente

de cada localidad en la que se aplico el mismo. La viabilidad del ingrediente activo se
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evalud durante 6 meses para cada lote conservado, evidenciando una reduccion en la
concentracion de colonias (UFC/g) de los microorganismos en la formulacion granulo
cubierto. Los lotes de granulo cubierto a base de Trichoderma asperellum, almacenados a
19°C (Provincia de Tungurahua), Tabla 1 y Figura 1, presentaron una viabilidad de
1x107, 5x10°% y 4x10° UFC/g para los tres lotes evaluados. Mientras que, a 30°C
(Provincia Los Rios), Tabla 2 y Figura 2, presentaron una viabilidad de 1x10’, 2x10° y
5x10° UFC/g para los tres lotes evaluados, siendo estas, inferiores al limite de aceptacion
establecido por el Laboratorio de Control Biolégico (1x10® UFC/g). Por otro lado, los
lotes con base en Trichoderma harzianum almacenados a 19°C, Tabla 3 y Figura 3,
presentaron una viabilidad de 1x108, 3x10° y 2x10” UFC/g, respectivamente,
evidenciando que solo el segundo lote se mantuvo sobre el limite de aceptacion.

Tabla 1

Concentracion de colonias (UFC/g) y conidias (esporas/g) en la formulacion de granulo
cubierto a base de dos microrganismos - Trichoderma asperellum 19°C.

Concentracion UFC/g Concentracion esporas/g
Lote N°
Inicial Final Inicial Final
2 2,27x10°  1,35x10’ 2,27 x 10° 6,46 x 10’
3 3,74x10° 5,30 x10° 3,74 x 10° 2,25 x 10°
4 2,47x10° 4,50 x 10° 2,47 x 10° 5,00 x 10°
Direccioén: Av. Eloy Alfaro N30-350 y Amazonas ® Cédigo Postal: 170401 / Quito - Ecuador ¢ Teléfono: 593-2 256 7645

www.iniap.gob.ec



INSTITUTO NACIONAL DE
INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

Trichoderma asperellum (19°C)
1,00E+0%
3,74E+02

2ATE+HDE

100E+07

Cancentracion de colonias (UFC/g)
=
=]
[=]
b
[=]
|
1
1
1
1
1 f
1
1
1
1
1
1

1,00E+06
mes 0 mes 1 mes 2 mes 3 mes 4 mes 5 mes 6

|} i3 L4

Figura 1. Lotes de Trichoderma asperellum almacenados a 19°C durante 6 meses.

Tabla 2
Concentracion de colonias (UFC/g) y conidias (esporas/g) en la formulacion de granulo
cubierto a base de dos microrganismos - Trichoderma asperellum 30°C

Lote N° Concentracion UFC/g Concentracion esporas/g
Inicial Final Inicial Final
2 2,27x10° 1,58 x 10’ 2,27 x 10° 3,65 x 10’
374x10%°  2,70x 10° 3,74 x 10® 3,35 x 10°
4 2,47x10®  510x10° 2,47 x 10 5,24 x 10’
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Figura 2. Lotes de Trichoderma asperellum almacenados a 30°C durante 6 meses.
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Nota: el tltimo lote almacenado a 30°C, se evalud Unicamente hasta el quinto mes, fecha
hasta la que se recibi6 la muestra correspondiente de la Estacion Litoral Sur donde fue
almacenada.

Tabla 3
Concentracion de colonias (UFC/g) y conidias (esporas/g) en la formulacién de granulo
cubierto a base de dos microrganismos - Trichoderma harzianum 19°C

Lote N° Concentracion UFC/g Concentracion esporas/g
Inicial Final Inicial Final
540x10° 1,56 x 10° 4,38 x 10® 1,25 x 10°
3 1,00x 10° 3,80 x 10° 2,00 x 10® 3,00 x 10’
4 3,20x10° 2,98 x 10’ 2,00 x 108 4,88 x 10’
Trichoderma harzianum (19°C)
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Figura 3. Lotes de Trichoderma harzianum almacenados a 19°C durante 6 meses.

Conclusiones

La viabilidad el formulado granulo cubierto con base en aislamientos de Trichoderma
asperellum y Trichoderma harzianum, no alcanzé los 6 meses de vida en anaquel a
temperaturas ambientes de 30°C y 19°C, respectivamente; en promedio los lotes
evaluados mantienen la calidad hasta los tres meses de almacenamiento a 19°C; sin

embrago, se pudo determinar que a mayor concentracion de colonias/viabilidad (UFC), se
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prolonga la viabilidad en percha, encontrandose sobre nuestro limite de aceptacion a los

seis meses de almacenamiento a 19°C, uno de los lotes del bioformulado con

Trichoderma harzianum, el cual presentd la concentracion inicial mas alta (5,40 x 10°).

La formulacién granulo cubierto le proporciona al microorganismo un ambiente estable y

seguro que lo protege de las condiciones ambientales adversas para establecerse en el

suelo, pero hay que considerar que el almacenamiento es clave para conservar un

bioformulado y éste pueda ser eficaz en campo.

Recomendaciones

Para incrementar el tiempo de estabilidad y calidad de los bioformulados en

almacenamiento se sugiere incrementar la concentracion de los mismos en su

formulacion inicial, ademas, evaluar la calidad en condiciones de refrigeracion.
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Producto 16. Difusién de un Sistema de Apoyo a la Decision para el control del tizén

tardio (Phytophthora infestans) de la papa (Solanum tuberosum) en tres provincias del

Ecuador.

Responsable: Cristina Tello

Colaboradores: Victoria Lopez, Fausto Yumisaca, David Ortega, Gabriela Narvaez,

Diego Pefiaherrera

Antecedentes

La papa representa el 7 % de la canasta basica familiar nacional del Ecuador. En la sierra

ecuatoriana la papa es el segundo cultivo mas importante después del maiz. Constituye la

base de la alimentacion de gran parte de la poblacién ecuatoriana (Chehab & Jacome,

2013).

El Tizon tardio (Phytophthora infestans) de la papa (TTP), es considerada una de las

enfermedades que mas pérdidas causa al cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) en

Ecuador y a nivel mundial, cuyas pérdidas que varian entre el 30% y 100 % del

rendimiento. La presencia constante de indculo y la susceptibilidad de la mayoria de

cultivares comerciales obligan al productor al uso intensivo de fungicidas cuyo costo
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representa entre el 8 y el 20% del valor comercial de la produccion de papa, (Oyarzun,
Taipe, & Forbes, 2001).

Variedades de papa, susceptibles y tardias (Superchola y Capiro), dominan el panorama
productivo. La aspersion de fungicidas de contacto y en menor grado sistémicos es la
estrategia actual que aplican los productores para controlar el TTP en todas las zonas
productoras. El alto costo de produccidn, el constante riesgo de pérdidas y la falta de
conocimiento de los agricultores incrementan su inseguridad por lo cual realizan un
control quimico intensivo (independientemente de la variedad cultivada) deteriorando su
salud, la de su familia y el medio ambiente. EI CIP y el INIAP disefiaron varias
estrategias de manejo del TTP con el conocimiento generado los ltimos afios, (Pérez et
al., 2015).

Estas estrategias de control del TTP incluyen la rotacion de fungicidas y el uso de un
Sistema de Apoyo a la Decision (SAD) desarrollado por el CIP — Perd, el cual a partir del
afio 2014 ha sido evaluado en experimentos en diferentes ambientes, para adaptarlo a las
condiciones de Ecuador; el SAD relaciona tres elementos importantes en el desarrollo de
la epidemia: la resistencia genética del cultivar, el factor climatico y el intervalo de
aplicacién de fungicidas; al relacionar estos tres parametros, este sistema guia al
agricultor en la decision de cuando aplicar y qué tipo de fungicida (sistémico o de
contacto), haciendo un control mas eficiente y favoreciendo a la optimizacién de
recursos, (INIAP & CIP, 2014).

En el proceso de adaptacion del SAD a las condiciones agroclimaticas del Ecuador y a las

variedades locales de papa, se han obtenido resultados importantes en los que se ha
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demostrado que la estrategia de rotacion de fungicidas mas el SAD tiene similar eficacia
de control del TTP que la estrategia utilizada por el agricultor, la gran diferencia entre
ambos tratamientos fueron los valores mas bajos de Impacto Ambiental (1A) obtenidos
con el uso de estas herramientas, (Taipe et al., 2015; Inca, 2015; Yépez, 2016; Muisin,
2016).

El criterio SAD establece tres diferentes herramientas, cada herramienta serd usada de
acuerdo a la variedad sembrada, de esta manera cada herramienta dentro del primer nivel
presenta un determinado color, este color puede ser; verde para las variedades con alto
nivel de resistencia al TTP (escala de susceptibilidadO, 1, 2), amarillo para las variedades
con nivel de resistencia intermedio (escala de susceptibilidad 3, 4, 5) y rojo para las
variedades susceptibles (escala de susceptibilidad 6, 7, 8, 9, 10). Este primer nivel
representa el cultivar estudiado o la respectiva variedad sembrada (dentro del triangulo de
desarrollo de una enfermedad con el hospedante), lo cual indica la herramienta adecuada
para utilizar de acuerdo a la resistencia genética del cultivar (Kromann et al., 2014).
Objetivos

General

Realizar la Difusion de uso del SAD para control del Tizon tardio en papa a
organizaciones campesinas de la agricultura familiar de las provincias de Pichincha,
Cotopaxi y Chimborazo, beneficiarios del proyecto FONTAGRO.

Especificos

- Implementar parcelas demostrativas del uso del SAD en la variedad Superchola con

Organizaciones campesinas.
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- Capacitar a las Organizaciones campesinas beneficiarias del proyecto en el manejo del
cultivo con las tecnologias generadas por el INIAP y CIP, en temas como el manejo

integrado de plagas y buenas préacticas agricolas.

Metodologia

El presente trabajo, utilizd la metodologia correspondiente al Protocolo de investigacion
aprobado por Comité Técnico “Evaluacion de fungicidas para el control de tizon tardio
(Phytophthora infestans)”, como referencia el Memorando Nro. INIAP-EESC_DIR-
2018-1243MEM, del 22 de noviembre de 2018. Esta actividad que se realizé con el
financiamiento del Proyecto FONTAGRO - Tizén tardio de la papa.

La difusion del SAD para control del tizon tardio de la papa se realizé mediante la
implementacion de parcelas demostrativas durante los ciclos del cultivo 2019, en las
provincias de Pichincha, Cotopaxi y Chimborazo con diferentes organizaciones
campesinas de la agricultura familiar. La ubicacion y caracteristicas de los sitios donde se
instalaron tres parcelas de difusion, se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1

Descripcion de las caracteristicas geogréficas y agroclimaticas donde se implemento6 la
parcela de difusion. Cotopaxi 2019

Provincia Pichincha Cotopaxi Chimborazo
Cantoén Mejia Latacunga Riobamba
Parroquia Machachi Juan Montalvo Quimiag
Localidad Puichig Pusuchusi Puculpala
Altitud® 3150 msnm 2975 msnm 3107 msnm
Topografia Pendiente 40%  Pendiente 5% Pendiente 10%
Tipo de suelo Franco Franco arenoso Franco
Temperat_uga 10°C 12°C 10°C
promedio
Precipitacion 850 mm 500 mm 930 mm
promedio

Fuente: * Datos tomados por GPS, 2019; ? Informacién Datalogger/pluviémetro
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Se sembraron tres parcelas grandes (de 1000 m?) utilizando la variedad Superchola, cada
una con diferente manejo del TTP (Manejo utilizando el SAD, Manejo de agricultor y
testigo absoluto sin control del TTP), se separaron las parcelas grandes con caminos de 2
metros de ancho, en los cuales se sembr6 cebada, para delimitar y facilitar la aplicacion
de los diferentes manejos.
Se registro la informacidn en cada parcela y por tipo de manejo del TTP, de 20 plantas al
azar etiquetadas, como referencia del comportamiento de la epidemia en cada localidad y
la eficacia de la estrategia SAD, la estrategia del agricultor y el testigo a libre infeccion.
Las variables evaluadas:
Severidad del TTP: Cada 12 dias se monitore¢ la variedad Superchola (SAD amarillo),
se realizaron evaluaciones del porcentaje de area foliar afectada por el TTP, la primera
lectura se realizé a partir de los 35 dias de la siembra, con las lecturas obtenidas durante
el ciclo del cultivo se utilizé la siguiente formula para calcular el Area Bajo la Curva del
Progreso de la Enfermedad (AUDPC), propuesta por (Yuen & Forbes, 2009).
AUDPC=[L1+2* (L2+L3+--.LN—1)+Ln]*t/2

Donde:

L1(%) = Primera lectura

Ln(%) = Ultima lectura

Ln — 1(%) = Penultima lectura

t = Tiempo entre lecturas
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Numero de tubérculos por planta: de las 20 plantas tomadas al azar de la parcela, se
conto el nimero total de tubérculos cosechados y se obtuvo el promedio por planta.
Rendimiento total: de la cosecha de las plantas tomadas al azar, se determiné el
rendimiento por categorias. EI rendimiento se dividio en categorias de papa comercial de
primera o gruesa (tubérculos mayores a 100 g), papa comercial de segunda o “semilla”
(tubérculos de 70 a 100 g), papa redrojilla o semilla fina (tubérculos de 40 a 70 g) y fina o
desecho (tubérculos menores a 40 g, o con deformidades o dafio fitosanitario). Se registrd
el rendimiento de cada categoria el rendimiento total.

Manejo especifico de la parcela

Para la implementacion del cultivo se seleccionaron lotes comunales en zonas paperas de
las provincias Pichincha, Cotopaxi y Chimborazo, de una superficie total de 2500 m?.
Aproximadamente, 30 dias antes de la siembra, al azar se tomaron de 20 submuestras por
parcela, efectuando un recorrido en zig-zag. Las muestras se homogenizaron y se obtuvo
una muestra de aproximadamente 1 kg de mezcla de suelo, la cual se envid al laboratorio
para su respectivo analisis de macro y micro elementos en el Departamento de Suelos de
la EESC.

La preparacion del terreno se realiz6 mediante una arada con tractor 30 dias antes de la
siembra y una rastra para dejar uniforme la superficie del suelo, posteriormente previo a
la siembra se surco a 1,20 m de distancia.

La fertilizacion edéafica tanto inicial como complementaria se realizé bajo calculos,

tomando en cuenta el resultado del analisis del suelo y las recomendaciones de
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fertilizacion para el cultivo de papa por parte del Departamento de Manejo de Suelos y
Aguas de la Estacion Experimental Santa Catalina; ademas, se realizo fertilizacion foliar
segun la etapa fenoldgica y el comportamiento del cultivo en campo (Montesdeoca et al.,
2012).

La siembra se realizd cuando la semilla presentd un estado adecuado de brotacion, sin
presencia de ataques de plagas ni enfermedades, semilla joven y con varios brotes cortos
y fuertes (Montesdeoca et al., 2012). Se incorpord el fertilizante quimico de acuerdo al
analisis de suelos, se sembr6 a 0,30 m entre plantas (un tubérculo por sitio) y de 1,20 m
entre surcos.

Para el manejo de plagas y enfermedades, se aplicaron las recomendaciones del Manejo
Integrado de Plagas: rotacion de cultivo, sembrar en un suelo bien trabajado con
anticipacion, aplicar abonos de origen organico bien descompuestos, instalar trampas
para gusano blanco, utilizar semilla de buena calidad, evitar el encharcamiento de agua
en la parcela, limpieza de malezas, (Montesdeoca et al., 2012), ademas de usar el control
quimico cuando sea estrictamente necesario, procurando utilizar productos de menor
toxicidad.

Para el manejo de punta morada, se realizaron las recomendaciones descritas en la Guia
de Manejo de la Punta Morada de la Papa (Cuesta et al., 2018).

Se cosecho cuando los tubérculos estuvieron maduros, es decir, cuando estos no
estuvieron pelosos a la friccion de los dedos (Pumisacho & Velasquez, 2009).
Finalmente, se realizaron capacitaciones en cada localidad a los grupos de agricultores

participantes; ademas, se llevo a cabo un dia de campo en la Provincia de Pichincha,
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dirigida a los beneficiarios del proyecto, sobre el uso de SAD, manejo integrado de

plagas de importancia de la papa y buenas practicas agricolas.

Manejo Integrado del tizén tardio de la papa en la variedad Superchola.

El CIP y el INIAP han identificado una estrategia de manejo integrado del tizon tardio, la

cual se aplicé en la variedad Superchola para su difusion. La implementacion de esta

estrategia requiere la aplicacion de las siguientes recomendaciones, las mismas que se
describen en la parte posterior de las herramientas SAD:

Iniciar el control con un fungicida sistémico: es necesario realizar un control

preventivo aplicando un fungicida sistémico (se recomienda dimetomorf) cuando se

observe un 80% de emergencia de los tubérculos sembrados.

- Rotar ingredientes activos: aplicar ciclicamente varios ingredientes activos, tomando
como referencia los fungicidas que se recomiendan en la parte posterior de SAD.

- Uso de azoxistrobina con doble propdsito y en etapas claves del cultivo: la
azoxistrobina es un fungicida efectivo en el control del tizon tardio de la papa, pero muy
costoso. Por esta razon, se recomienda usarlo Unicamente si se llegara a presentar otro
problema fitosanitario como oidio y/o roya y generalmente se necesita una sola
aplicacion pasada la floracion.

- Utilizar fungicidas de bajo impacto ambiental: dentro de la rotacion de fungicidas, el
uso de fosfitos nos permite reducir el impacto ambiental y evita el uso y la exposicion
de los productores a sustancias peligrosas como el mancozeb, sin afectar el control del

tizon tardio y la productividad.
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- La aplicacién de fungicidas se hara utilizando un sistema de apoyo a la decision
(SAD): usar el SAD amarillo para la variedad Superchola, por presentar niveles
moderados de susceptibilidad al TTP. Esta herramienta SAD relaciona tres factores: el
nivel de susceptibilidad de la variedad de papa a cultivar, el factor climatico y el
intervalo en dias desde la ultima aplicacion.

En la primera rueda (amarilla) se encuentra la escala de evaluacion de susceptibilidad de
las variedades de papa y el nimero de dias que se debe considerar para intervalos de
seguimiento en el lote, en Superchola son 12 dias.

En la segunda rueda (azul) se encuentra el factor clima. Este se relaciona con la
cantidad de lluvia y la neblina durante el periodo desde la ultima evaluacion.

En la tercera rueda (naranja) se consideran los dias transcurridos desde la ultima
aplicacion de fungicida que se realizé para el control del TT.

En la cuarta y Gltima rueda (morada) se encuentra la recomendacion para la aplicacion,
esta puede ser: no aplicar, aplicar producto de contacto o aplicar un producto sistémico.

Criterios de evaluacion y decision.

Resultados

Severidad del TTP

En la Tabla 2, se presentan los resultados de AUDPC para cada manejo del TTP, manejo
del cultivo con el SAD, manejo del agricultor y el testigo sin aplicaciones. La severidad
de TTP de la parcela con el manejo utilizando el SAD, comparten el primer rango de
significancia estadistica con la parcela manejada por el agricultor; mientras que, la

parcela del testigo absoluto ocupa el segundo rango de significancia con el AUDPC més
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alto, en las tres provincias, lo que demuestra que las condiciones ambientales fueron
adecuadas para el desarrollo de la enfermedad.
Tabla 2

Area bajo la curva del progreso de la enfermedad TTP en la difusion del SAD, variedad
Superchola, en las provincias de Cotopaxi, Pichincha y Chimborazo 2019

Provincia Cotopaxi Pichincha Chimborazo
AUDPC SAD 599 a 163 a 157 a
AUDPC gricultor 728 a 63 a 407 a
AUDPC Testigo 1460 b 2300b 1250b

Numero de tubérculos por planta

De la parcela de la variedad Superchola (Categoria Registrada), se contabilizé el nimero
de tubérculos cosechados de 20 plantas de cada tipo de manejo de TTP, como se presenta
en la Tabla 3, la observacién del manejo del cultivo con el SAD obtuvo un promedio de
27,3 tubérculos por planta, mientras que la observacion del manejo del agricultor alcanzé
14,05 tubérculos por planta y el testigo obtuvo 7,45 tubérculos por planta en la Provincia
de Cotopaxi; en Pichincha SAD 23 tubérculos por planta, manejo del agricultor 26
tubérculos por planta y el testigo 12 tubérculos; mientras que, en Chimborazo el SAD
obtuvo en promedio 28 tubérculos por planta, el manejo del agricultor 26 tubérculos y el
testigo 10 tubérculos. Los resultados en todas las provincias presentan diferencias
significativas entre tratamientos, ubicandose en el primer rango de significancia los
tratamientos de manejo del TTP con uso de SAD y el manejo realizado por el agricultor;
mientras que, en el segundo rango con la menor cantidad de tubérculos se encuentras las

parcelas de testigo absoluto.
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Tabla 3
Ndmero de tubérculos por planta de la parcela de difusion de papa variedad
Superchola. Cotopaxi, Pichincha y Chimborazo. 2019

NUmero de tubérculos / planta

Provincia Cotopaxi Pichincha Chimborazo
T SAD 27,3a 23a 28 a
T Agricultor 14,05 ab 26 a 26 a
Testigo 7,45b 12b 10b

Rendimiento

En la provincia de Cotopaxi, de la parcela de la variedad Superchola (Categoria
Registrada), como se presenta en la Tabla 4, el manejo del cultivo con el SAD obtuvo un
rendimiento total de 21,33 t.ha™, de las cuales 7,33 t corresponden a papa gruesa
comercial (>100g), 7,00 t son de semilla (70 a 100g), 4,5 t se obtuvo de semilla fina (40 a
709) y 2,50 t de papa desecho. Estos resultados que se encuentran dentro de las

caracteristicas propias de la variedad cuyo rendimiento fluctda entre 20 y 30 t.ha™.

Tabla 4
Rendimiento en t.ha™de la parcela de difusién de papa variedad Superchola. Cotopaxi,

2019

Tratamiento Gruesa Semilla Semilla fina Desecho Rendimiento
(>10009) (70 a 100g) (40 a 709) (<409)

T SAD 7,33 7,00 4,50 2,50 21,33

T Agricultor 4,00 1,50 1,75 2,00 9,25

Testigo 1,00 0,13 0,75 0,75 2,63

Para la observacion del manejo del agricultor se alcanzé 9,25 t.ha™, de las cuales 4,00 t
corresponden a papa gruesa comercial (>100g), 1,50 t son de semilla (70 a 100g), 1,75 t

se obtuvo de semilla fina (40 a 70g) y 2,00 t de papa desecho. Mientras que, para el
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testigo se alcanzo 2,63 t.ha™, de las cuales 1,00 t corresponden a papa gruesa comercial
(>100g), 0,13 t son de semilla (70 a 100g), 0,75 t se obtuvo de semilla fina (40 a 70g) y

2,63 t de papa desecho.

En la provincia de Pichincha, de la parcela de la variedad Superchola (Categoria
Registrada), como se presenta en la Tabla 5, de la observacién del manejo del cultivo con
el SAD obtuvo un rendimiento total de 13,7 t.ha™, de las cuales 5,40 t son de semilla (70

a 100g); 7,8 t de semilla fina (40 a 70g) y 0,50 t de papa desecho.

Tabla 5
Rendimiento en t.ha™ de la parcela de difusién de papa variedad Superchola. Pichincha,
2019

Gruesa Semilla Semilla fina Desecho

Tratamiento Rendimiento
(>1009) (70 a 100g) (40 a 70g) (<409)

T SAD 0 54 7,8 0,5 13,7

T Agricultor 0 4,1 11,1 8,5 23,7

Testigo 0 1,1 3,2 3,7 8,0

Para el manejo del agricultor se alcanz6 23,7 t.ha™, de las cuales 4,1 t corresponden a
semilla (70 a 100g); 11,1 t de semilla fina (40 a 70g) y 8,5 t de papa desecho. Mientras
que, para el testigo se alcanz6 8,0 t.ha™, de las cuales 1,1 t son de semilla (70 a 100g), 3,2

t se obtuvo de semilla fina (40 a 70g) y 3,7 t de papa desecho.

En la provincia de Chimborazo, como se presenta en la Tabla 6, el manejo del cultivo con
el SAD obtuvo un rendimiento total de 21,33 t.ha™, de las cuales 7,33 t corresponden a
papa gruesa comercial (>100g), 7,00 t son de semilla (70 a 100g), 4,5 t se obtuvo de

semilla fina (40 a 70g) y 2,50 t de papa desecho.
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Tabla 6
Rendimiento en t.ha™ de la parcela de difusién de papa variedad Superchola.

Chimborazo, 2019

. Gruesa Semilla Semilla fina Desecho o
Tratamiento Rendimiento
(>100g) (70 a 100g) (40 a 70g) (<40g)
T SAD 10,9 7,5 9,3 53 33
T Agricultor 5,3 2,8 4,5 3,4 16
Testigo 0 0,7 0,5 1,9 3,1

Para el manejo del agricultor se alcanzé 9,25 t.ha™, de las cuales 4,00 t corresponden a
papa gruesa comercial (>100g), 1,50 t son de semilla (70 a 100g), 1,75 t se obtuvo de
semilla fina (40 a 70g) y 2,00 t de papa desecho. Mientras que, para el testigo se alcanzo
2,63 t.ha, de las cuales 1,00 t corresponden a papa gruesa comercial (>100g), 0,13 t son
de semilla (70 a 100g), 0,75 t se obtuvo de semilla fina (40 a 70g) y 2,63 t de papa

desecho.

En la Tabla 7, se presentan los promedios de rendimiento total de cada uno de los
manejos de TTP, observandose que, en las provincias de Cotopaxi y Chimborazo, el
manejo con el SAD obtuvo un mayor rendimiento que las parcelas con el manejo de TTP
del agricultor y en la provincia de Pichincha fue superior el manejo del agricultor, sin
embargo, en este manejo fue muy elevado el rendimiento de papa desecho.

Tabla 7

Rendimiento total en t.ha™ de las parcelas de difusién de papa variedad Superchola.

Cotopaxi, Pichincha y Chimborazo, 2019
Rendimiento total t.ha™

Provincia Cotopaxi  Pichincha Chimborazo
T SAD 21,33 a 13,7 ab 33,0a
T Agricultor 9,25b 23,7a 16,0b
Testigo 2,63 b 80hb 31lc
Promedio 9,5 79 15,0
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Conclusiones

En las parcelas de difusion del SAD para control del TTP, los resultados de severidad la

enfermedad y rendimientos obtenidos en las diferentes provincias, fueron muy similares

entre tratamiento de uso del SAD y manejo del agricultor, pero la ventaja de usar el SAD,

es que se disminuye el nimero de aplicaciones y se recomiendan fungicidas menos

toxicos, lo que se confirmara con los resultados de analisis econémico y de impacto

ambiental.

Recomendaciones

Continuar con la difusion del uso del SAD en otras localidades y utilizando diferentes

variedades de papa, implementando un manejo integrado de plagas.

Continuar con el incentivo a la produccion de semilla de papa de categorias iniciales para

fortalecer a las asociaciones a nivel socioecondémico y asociativo.

Seguir transfiriendo tecnologias sostenibles a los agricultores para la produccién de papa

de excelente calidad.

Realizar el analisis de costos de produccion y de impacto ambiental para cada

tratamiento.

Referencias

Chehab, C. & Jacome, M. (2013). El cultivo de papa en Ecuador. Planes de mejora.
Conferencia Magistral. VV Congreso Ecuatoriano de la Papa. 1V Congreso

Iberoamericano sobre Investigacion y Desarrollo en Papa. 111 Feria Expopapa.

Direccioén: Av. Eloy Alfaro N30-350 y Amazonas ® Cédigo Postal: 170401 / Quito - Ecuador ¢ Teléfono: 593-2 256 7645
www.iniap.gob.ec



INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

Cuesta, X., Pefiaherrera, D., Velasquez, J., Castillo, C. (2018). Guia de manejo de la
punta morada de la papa. INIAP, Manual técnico No. 104. Primera edicién. Mejia
— Ecuador. 15 p.

Inca, A. (2015). Validacion de la herramienta circular de toma de decisiones para el
control del tizén tardio (Phytophthora infestans) (Mont.) De Bary de la papa
(Solanum tuberosum L.) en Tunshi, provincia de Chimborazo. Tesis de grado
previa a la obtencion de titulo de Ingeniero Agrénomo. Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, Facultad de Recursos Naturales, Escuela de
Ingenieria Agrondmica. Riobamba, Ecuador. 136 p.

Instituto de Investigaciones Agropecuarias del Ecuador y Centro Internacional de la Papa.
(2014) Ayuda memoria “Taller de Estrategias sobre Manejo del Tizoén Tardio de
la Papa”. Estacion Santa Catalina. Quito, Ecuador.

Kromann, P., Taipe, A., Pérez, W., Gamboa, S., Forbes, G. & Andrade, J. (2014).
Combatiendo el Tizon tardio (Phytophthora infestans). Quito, Ecuador: CIP.

Montesdeoca, F., Panchi, N., Pallo, E., Yumisaca, F., Taipe, A., Mera, X., Espinoza, S.,
Andrade, J. (2012). Produzcamos nuestra semilla de papa de buena calidad. Guia
para agricultoras y agricultores. Centro Internacional de la Papa (CIP). 82 p.

Muisin, B. (2016). Evaluacion de nueve fungicidas para el control del tizén tardio
(Phytophthora infestans) en papa. Tesis de grado previa a la obtencion de titulo de
Ingeniera Agronoma. Universidad Central del Ecuador. Facultad de Ciencias

Agricolas. Escuela de Ingenieria Agronomica. Quito, Ecuador. 64 p.

Direccioén: Av. Eloy Alfaro N30-350 y Amazonas ® Cédigo Postal: 170401 / Quito - Ecuador ¢ Teléfono: 593-2 256 7645
www.iniap.gob.ec



INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

Oyarzun, P., Taipe, J. & Forbes, G. (2001). Phytophthora infestans, su actividad y
particularidades en el Ecuador. 12p.

Pérez, W., Arias, R., Anticona, R., Orrego, R., Ortiz, O., Forbes, G. y Andrade, J. (2015).
Decision Support System prototypes for control late blight designed for use of
Andean Farmers. Manuscrito, 21p.

Pumisacho, M., Velasquez, J. (2009). Manual del cultivo de papa para pequefios
productores. Manual técnico 78: 100 p.

Taipe, A., Kromann, P., Andrade-Piedra, J., Pérez, W., Tello, C., Panchi, N. y Cuesta, X.
(2015). Desarrollo de Estrategias de Manejo del Tizon Tardio de la Papa en
Ecuador. Memorias VI Congreso Ecuatoriano de la Papa, del 08 al 11 de Julio de
2015. Ibarra — Ecuador. pp 83 — 85.

Yépez, L. (2016). Validacion de estrategias de manejo del tizon tardio (Phytophthora
infestans) en tres variedades de papa. Tesis de grado previa a la obtencion de
titulo de Ingeniero Agrénomo. Universidad Central del Ecuador. Facultad de
Ciencias Agricolas. Escuela de Ingenieria Agronomica. Quito, Ecuador. 93 p.

Yuen, J., & Forbes, G. (2009). Estimating the Level of Susceptibility to Phytophthora
infestans in potato genotypes. Phytopathology. Recuperado el 24 de enero de

2019, de: http://apsjournals.apsnet.org/doi/pdfplus/10.1094/PHY TO-99-6-0782.

Direccioén: Av. Eloy Alfaro N30-350 y Amazonas ® Cédigo Postal: 170401 / Quito - Ecuador ¢ Teléfono: 593-2 256 7645
www.iniap.gob.ec


http://apsjournals.apsnet.org/doi/pdfplus/10.1094/PHYTO-99-6-0782

INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

ACTIVIDADES DE INVESTIGACION NO CONTEMPLADAS EN EL POA 2019

Producto 17. ldentificacién molecular de bacterias asociadas al floema causantes de

punta morada, marchitez letal y escoba de brujas en solanaceas.

Responsable técnico: Ing. Pablo Javier LIumiquinga Hormaza

Colaboradores: Dr. José Ochoa, Ing. Johana Buitron, Dr. Eduardo Morillo, Dra. Paulina

Cabezas, Dra. Maria Luisa Insuasti

1. Antecedentes

Los cultivos pertenecientes al grupo de las solanaceas estan afectados a menudo por un
sinnumero de agentes patdgenos como son virus, bacterias, hongos y nematodos. En los
Gltimos afios, los agricultores ecuatorianos han obtenido una baja produccién de sus
cultivos debido a la presencia de bacterias asociadas al floema de la planta como son

fitoplasmas y Candidatus Liberibacter solanacearum.

Los fitoplasmas son organismos pertenecientes a la clase Mollicutes que estan asociados
al floema de las plantas y son transmitidos por insectos vectores del orden Hemiptera
(Weintraub & Beanland, 2006). Estas bacterias se caracterizan porque carecen de pared
celular y poseen un genoma entre 700 a 1600 kb (Camarena Gutiérrez & De La Torre

Almaraz, 2008).

Candidatus Liberibacter solanacearum es una bacteria Gram negativa perteneciente al

grupo de organismos asociados al floema de varios grupos de plantas y que son
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transmitidos por medio de psillidos principalmente Bactericera cockerelli (Bujanos &
Ramos, 2015) . Esta bacteria produce considerables pérdidas en varios cultivos de interés

econdmico principalmente solanaceas y algunas apiaceas (EPPO, 2013).

En el pais, se han realizado varios analisis en papa en busqueda del agente causal de
punta morada (C. Phytoplasma y C. Liberibacter solanacearum), en los cuales se
detectaron C. Phytoplasma aurantifolia (Caicedo et al., 2015) y C. Phytoplasma grupo
16Srl (Castillo et al. 2018) sin detectar la presencia de C. L. solanacearum. Sin embargo,
en andlisis realizados en 2015 en cuatro laboratorios internacionales de muestras
sintomaticas de papa de la provincia del Carchi, s6lo en México se encontrd la presencia

de C. L. solanacearum (Béez, 2016; Castillo et al. 2017).

En 2019, en ensayos de investigacion de técnicos de la Estacion Experimental Santa
Catalina se visualizaron sintomas de esta enfermedad en tomate de arbol (Solanum
betaceum) y S. hirtum por lo que se realizaron analisis para microorganismos asociados al

floema de estas plantas mediante métodos moleculares.

Objetivos

General

- Identificar molecularmente C. Phytoplasmay C. Liberibacter solanacearum

asociados a cultivos solanaceos.
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- Determinar mediante PCR convencional la presencia de C. Phytoplasmay C.

Liberibacter solanacearum en cultivos solanéaceos.

- Comparar mediante secuenciacion los productos de amplificacién obtenidos de

estas bacterias.

Materiales y Métodos

Se analizaron 17 muestras de tomate de arbol (Solanum betaceum), 12 muestras de papa

(S. tuberosum), 3 de S. hirtum y 2 aji habanero (Capsicum chinense) provenientes de las

provincias de Pichincha, Tungurahua e Imbabura que presentaron sintomas de la

enfermedad, las cuales se detallan en la Tabla 8.

Tabla 8

Muestras colectadas con posibles sintomas de C. Liberibacter solanacearumy C.
Phytoplasma en varias localidades del pais

Cultivo NUmeroy Localidad Sintomas
codigos de
Muestras

Tomate 7 (T1-T3, T6- Tumbaco - Enanismo, clorosis morada, escoba

de arbol T9) Pichincha de brujas.

Tomate 2 (T4-T5) Cotacachi - Enanismo, clorosis morada, escoba

de arbol Imbabura de brujas.

Tomate 6 (T10-T15) Pelileo - Clorosis morada, escoba de brujas.

de arbol Tungurahua

Tomate 2 (T16-T17) Bafios - Clorosis morada, escoba de brujas.

de érbol Tungurahua

Papa 8 (P1-P4; P9- Machachi - Tubérculos aéreos, enrollamiento

P12) Pichincha de hojas.

Papa in 2 (P5-P6) Machachi - Sin sintomas (diagndstico).

vitro Pichincha

Papa 2 (P7-P8) Pintag — Zebra Chip, tubérculos aéreos,
Pichincha enrollamiento de hojas.

S. hirtum 3 (N1-N3) Tumbaco - Enanismo, clorosis, escoba de
Pichincha brujas

Aji 2(A1-A2) Pifo — Enanismo generalizado, clorosis
Pichincha
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De cada una de las muestras colectadas, se extrajo el ADN total de las nervaduras de las hojas y de los peciolos de cada
planta mediante la metodologia de Doyle y Doyle (1990) de acuerdo a protocolo CTAB. Luego se amplificé el ADN
mediante Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) con los cebadores OA2/O12c (Liefting et al., 2008, Liefting et
al., 2009) que amplifica la region 16S del RNA ribosomal de C. L. solanacearum. Las muestras con amplificacion
positiva se secuenciaron mediante metodologia Sanger y los resultados obtenidos se analizaron mediante el programa
informatico BLAST (Altschul et al., 1990).

Resultados

En campo se observd los dafios provocados por C. L. solanacearum los cuales se
observan en la Figura 2, que fueron un acortamiento y ensanchamiento de los entrenudos,
una clorosis generalizada, coloracion morada de los bordes y las nervaduras de las hojas
asi como enrollamiento de las hojas en todos los cultivos analizados. Ademas se observo
tubérculos aéreos y una muerte vascular de los tubérculos de papa denominado “zebra

chip”.

Figura 2. Sintomas de la enfermedad en A) tomate de arbol B) Papa C) Aji D) S. hirtum
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Mediante amplificacion con los cebadores anteriormente mencionados, se detect6 que las
muestras analizadas presentaron C. Liberibacter solanacearum. En un primer diagnéstico
amplificaron tres muestras de tomate de &rbol y una muestra de S. hirtum con los
marcadores anteriormente mencionados con aproximadamente 1200 pb (OA2/0l2c)
como se muestra en la Fig. 3. Ademas, se analizaron seis muestras de papa provenientes

de campo y plantulas in vitro sin visualizarse alguna amplificacion.

100bp C- Ci+ C2+ P1 P2 P3 P4 P5 P6 T1 T2 T3 N

A

Figura 3. Amplificaciones del gen 16S de C. L. solanacearum mediante marcadores OA2/Ol2c.
P1-P3: Papa P5-P6: Papa invitro  T1-T3: Tomate de arbol N: Naranijilla.

En analisis posteriores de dos muestras de papa, seis de tomate de arbol, dos de aji y una
de S. hirtum se observaron amplificaciones de aproximadamente 1200 pb con primers
OA2/0i2C.
En la tabla 2, se expone las muestras que tuvieron amplificaciones positivas para C.
Liberibacter solanacearum con los primers especie especifico OA2/0i2C en varios
cultivos de importancia. En tomate de arbol se detectaron cinco de 17 muestras las cuales

pertenecen a Tumbaco y Cotacachi. En papa se encontré dos de 12 muestras de papa que

amplificaron para este microorganismo provenientes de Pintag, en cambio en aji
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habanero se encontrd C. Liberibacter solanacearum en todas las muestras tomadas desde

campo de Pifo.

Luego, se secuenciaron dos muestras de tomate de arbol (T1y T4) y una de S. hirtum

(N1) en direccion forward y reverse y mediante anélisis BLAST se determinG con un

porcentaje de identidad entre 99.37% y 99.62% y una cobertura entre 99%-100% que las

muestras fueron afectadas por C. Liberibacter solanacearum. En la tabla 2, se observa los

resultados obtenidos en la identificacion de este microorganismo.

Tabla 2

Amplificaciones de varias muestras de cultivos solanaceos e identidad de muestras

tomadas en el presente estudio

% ldentidad C.

) Parte Cadigo o Tamario de o
Cultivo ) Ubicacion Liberibacter
Muestreada laboratorio banda
solanacearum
Tomate de arbol Hoja T1 Tumbaco 99.62
Tomate de arbol Hoja T2 Tumbaco
Tomate de arbol Hoja T3 Tumbaco
Tomate de arbol Hoja T4 Cotacachi 99.52
] - En todos los
Tomate de arbol Hoja T5 Cotacachi
. ) casos ~1200
S. hirtum Hoja N1 Tumbaco . 99.37
Papa Peciolo P5 Pintag 4
Papa Peciolo P7 Pintag
Aji habanero Peciolo All Pifo
Aji habanero Peciolo AJ2 Pifo

Conclusiones

Se determino la presencia de C. Liberibacter solanacearum mediante métodos

moleculares de amplificacion con cebadores especie especifico OA2/0I2C, en cuatro

especies solanaceas (tomate de arbol, S. hirtum, papa y aji).
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Se establecié por medio de secuenciacion de la region 16S (>99% identidad) que dos
muestras de tomate de arbol (T1y T4) y S. hirtum (N1) pertenecen a C. Liberibacter
solanacearum.
Recomendaciones
- Realizar futuros muestreos y deteccidn en otras especies solandceas y apiaceas
que son hospederos de este microorganismo, asi como presencia en vectores de
esta bacteria.

- Determinar transmisibilidad de la enfermedad por vectores e injertos.
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Producto 18. Evaluacién de calidad y estabilidad de dos bioformulados granulo cubierto
con base en cepas de Trichoderma spp. en dos condiciones de almacenamiento.
Responsable: Cristina Tello

Colaboradores: Cynthia Perdomo

Antecedentes

En base a los resultados del estudio que antecede, se realizo la presente investigacion, en
la que se evaluaron dos formulaciones granulo cubierto, utilizando dos cepas de
Trichoderma spp. pertenecientes a una empresa productora de bioinsumos con la cual se
iniciara la fase de escalamiento de la tecnologia de formulacion generada por el
Departamento de Proteccion Vegetal del INIAP; para lo cual, el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias INIAP, firma una Carta Compromiso con una empresa
privada, el pasado 25 de marzo de 2019, con el fin de aplicar las tecnologias generadas
por el INIAP y generar bioinsumos de calidad e innovadores, que puedan ser aplicados
para mejorar la productividad de los cultivos, contribuyendo al uso de tecnologias
limpias, mediante el desarrollo de prototipos de bioformulaciones estables y eficientes,
con lo que se espera mejorar la productividad de los cultivos y promover la disminucién
de aplicaciones de agroquimicos.

Objetivo
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Evaluar mensualmente la estabilidad y calidad de dos bioformulados con base en dos
cepas de Trichoderma spp., en condiciones de almacenamiento al ambiente y en
refrigeracion, por el lapso de seis meses.

Metodologia

El presente estudio utiliz la metodologia correspondiente al Protocolo de investigacion
aprobado por Comité Técnico “Control de Calidad de formulaciones experimentales y
productos biolégicos comerciales con base en los hongos Trichoderma sp., Beauveria sp.,
Metarhizium sp., Isaria sp. y Purpureocillium sp.”, como referencia el Memorando Nro.
INIAP-EESC_PV-2017-0039MEM, del 20 de abril de 2017. Actividad que se realiz6 en
el marco de un convenio con una empresa privada y con el financiamiento del Proyecto
AgResearch — Nueva Zelanda.

El analisis de la calidad y estabilidad de los bioformulados, almacenados en dos
ambientes, se realizd en el laboratorio de Control Bioldgico del Departamento de
Proteccion Vegetal de la Estacion Experimental Santa Catalina del INIAP.

El manejo especifico del experimento, corresponde a la metodologia descrita en el
estudio que antecede, a lo que se adiciond la evaluacion de pruebas fisico-quimicas,
descritas en Baez et al., 2019.

Resultados

Los resultados obtenidos en las evaluaciones realizadas a los bioformulados con base en

Trichoderma spp., se detallan en las Tablas 1y 2, asi como en las Figuras 1y 2.
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Tabla 1

Caracteristicas microbiologicas y fisicoquimicas de bioformulado granulo cubierto con

base en una cepas de Trichoderma spp. (T7), almacenados a 4°C y 18°C (6to. mes de
almacenamiento)

CepaT7

Caracteristicas Almacenamiento 4°C Almacenamiento 18°C

Inicial Mes 3 Mes 6 Inicial Mes 3 Mes 6
Viabilidad (UFC/g) 7,68x10°  515x10°  3,03x10°  7,68x10°  2,97x10®°  1,73x10°
Concentracion (conidios/g) 6,95x10°  7,63x10®  3,49x10°  6,95x10°  6,23x10°  3,22x10°
Pureza (%) 99,99 99,97 100 99,99 99,97 99,99
Humedad (%) 6,43 5,58 5,76 6,43 5,75 5,49
Actividad de agua 0,55 0,44 0,49 0,55 0,52 0,58

Tabla 2

Caracteristicas microbiol6gicas y fisicoquimicas de bioformulado granulo cubierto con

base en una cepas de Trichoderma spp. (T-Calam), almacenados a 4°C y 18°C (6to. mes
de almacenamiento)

Cepa T CALAM
Caracteristicas Almacenamiento 4°C Almacenamiento 18°C
Inicial Mes 3 Mes 6 Inicial Mes 3 Mes 6

Viabilidad (UFC/g) 1,44x10°  533x10°  3,15x10®°  144x10°  4,80x10®  1,90x10°
Concentracién (conidios/g) 4,88x10°  4,46x10°  3,96x10°  4,88x10°  550x10°  3,96x10°
Pureza (%) 99,99 99,99 100 99,99 99,99 100
Humedad (%) 6,46 5,37 5,09 6,46 5,78 5,89
Actividad de agua 0,57 0,49 0,43 0,57 0,57 0,59

Figura 1. Viabilidad de formulado grénulo cubierto con base en Trichoderma cepa T-Calam., al sexto mes
de almacenamiento a 18°C (izquierda) y 4°C (derecha). Diluciones 10, 10, 107,
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Figura 2. Viabilidad de formulado granulo cubierto con base en Trichoderma spp. cepa T 7., al sexto mes
de almacenamiento a 4°C (izquierda) y 18°C (derecha). Diluciones 107, 10, 10”.

La viabilidad al sexto mes de almacenamiento de los bioformulados con base en Trichoderma spp.,
presentaron valores dentro del rango de 1,73x10% a 3,15x10® UFC/g para las dos temperaturas de
almacenamiento, como se muestra en la Tablas 1y 2, Figuras 1 y 2; manteniéndose la estabilidad de los
microorganismos dentro de los limites de aceptacion establecidos por el Laboratorio de Control Biol6gico
del INIAP-EESC (vida util en percha).

Conclusiones
- El bioformulado de CG con base a cepas de Trichoderma spp. se han evaluado hasta el
sexto mes de almacenamiento, manteniéndose estables para las dos cepas, T7 y T-Calam,
de acuerdo con los pardmetros establecidos por el Laboratorito de Control Bioldgico,
INIAP-EESC.

- Los bioformulados evaluados presentaron una concentracion inicial alta, lo que favorecio
a mantener los estandares de calidad, tanto para caracteristicas microbiolégicas como
pardmetros fisico quimicos, durante los seis meses de almacenamiento en ambas
condiciones de temperatura.

Recomendaciones

Al conseguir bioformulados de calidad y estabilidad luego de seis meses de

almacenamiento, se recomienda realizar el escalamiento de la tecnologia a empresas

productoras de bioinsumos interesadas, que permita mejorar la produccion de bioinsumos

de buena calidad en el pais.
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Producto 19. Identificacion de los agentes causales de punta morada de papa.
Responsable: Carmen Castillo C. Ph.D.

Colaboradores: Assunta Bertaccini (U. de Bolofia), Viviana Rivera Varas y Gary Secor
(U. de Dakota del Sur).

Antecedentes: En el 2013 aparecieron plantas con sintomas de punta morada en la
provincia del Carchi afectando el cultivo de la papa. Desde ahi, la produccion ha ido
decreciendo en las zonas paperas donde se ha reportado la enfermedad. En la actualidad
punta morada esta reportada en todas las provincias de la sierra, excepto en Loja. En el
2015 se inicid el diagndstico de los patdgenos involucrados mediante analisis
moleculares. Amplificaciones con primers utilizados en deteccion de fitoplasmas no
dieron resultados claros. En el 2015, aparece el primer reporte sobre la presencia del
fitoplasma Candidatus Phytoplasma aurantifolia, perteneciente al 16Srll en Ecuador
(Caicedo et al. 2015). Se realizan pruebas para la deteccion de otros patdgenos y se
reporta la presencia de tres diferentes virus (PRLV, PVY, PVX) y otros patdgencos como
Fusarium sp., Cylindrocarpon sp., Pectobacterium sp., Pseudomonas viridiflava, en las

mismas plantas que presentaron sintomas de punta morada (Castillo et al. 2017). Al
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finalizar el 2017, se observa por primera vez en América del Sur, la presencia del psilido
de la papa Bactericera cockerelli en Ecuador (Castillo et al. 2019). En lotes afectados con
el problema de punta morada en la sierra ecuatoriana se encuentra una alta poblacion del
psilido de la papa B. cockerelli, que se presume esta estrechamente relacionado con los
sintomas de punta morada o con la transmision de estos patogenos. El psilido de la papa
se encuentra reportado en todas las provincias de la sierra, excepto en Cafiar, Azuay y
Loja. Mas tarde, en el 2018 se determina la presencia de otro fitoplasma perteneciente al
grupo 16Srl-F en ADN de plantas de papa con sintomas (Castillo et al. 2018).

Objetivos: Identificar los patdgenos involucrados en la sintomatologia de punta morada
de papa. Determinar protocolos adecuados para la deteccion.

Metodologia: Protocolos utilizados para la deteccion de fitoplasmas.

Resultados: A raiz del primer despunte de la enfermedad en Carchi, en el 2014, el INIAP
inicia con muestreos, capacitacion/difision y analisis en laboratorios convencionales y
moleculares (INIAP 2014). En el 2015, descarta a Rhizoctonia solani como agente causal
de punta morada, determina la presencia de PFRV (serologia), y de fitoplasmas en
general (con injertos y PCRs) (Rivadeneira et al., 2015; Castillo et al. 2017). En el mismo
afio, Caicedo et al. reporta por primera vez la presencia del fitoplasma Candidatus
Phytoplasma aurantifolia en plantas con sintomas de punta morada en Ecuador. Muestras
analizadas en el exterior en este afio mostraron los siguientes resultados. El USDA-WA
negativo para CalLso (con los primers OA2-012c) y negativo para fitoplasmas (con los
primers P1/P7 — FU5/rU3). En México positivo para CalLso (LpFrag2

(1138R)/LpFrag2(266F)) y negativo para fitoplasma (R16R2/R16F2n). Nueva Zelanda
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obtuvo negativo para fitoplasmas y para CaLso. EI CIP de Per( obtuvo negativo para
fitoplasmas (P1/P7 — R16R2/R16F2n, P1Att/P625r) (INIAP 2016). EI INIAP con los
primers (P1/P7, R16F2/R16R2, 16end/Tint, R16mF2/R16mR1) obtiene resultados

parciales para fitoplasma (Rivadeneira et al. 2015).

En el 2016 se realizan nuevos analisis convencionales de las mismas plantas de las que se
extrajo DNA para los analisis moleculares. Por serologia se detecto la presencia de otros
dos virus (PVY, PVX) y por cultivo in vitro se detectdo Fusarim sp. Cylindrocarpon sp.,
Pseudomonas viridiflava, y parasitos como Globodera sp. en muestras de suelo de lotes
afectados con punta morada (Castillo et al. 2017). Mas tarde, la presencia de
Pseudomonas viridiflava fue corroborada con analisis moleculares de la siguiente
generacion. Los analisis moleculares se realizaron con los mismos utilizados en el afio
anterior (mencionados anteriormente) y se afiadieron otros (R16mF2n/R16mRz2, P3/P7,
FU5/RU3, P1/16S-SR, P1A/16S-SR), obteniendo bandas multiples, que daban indicios
de la presencia de fitoplasmas. Ademas, se utilizaron primers para la deteccion de Calso

(OA1/012c) solo obteniendo positivos Unicamente en los testigos.

Entre el 2017 y 2018, Agrocalidad utiliza el protocolo de FAO y obtiene positivos y
negativos para fitoplasmas de plantas con sintomas de punta morada. INIAP con la
colaboracion de la Universidad de Bolofia, determina la presencia de un fitoplasma del
grupo 16Srl-F con la utilizacién de los primers P1/P7 — R16(1)F1/R1y con RFLPs,
ademas confirma que no hay CaLso (con los primers TX16/23 F/R) en los ADN de

plantas con sintomas (Castillo et al. 2018).
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En el 2019, se reporta que a finales del 2017 se observa por primera vez la presencia de
B. cockerelli (haplotipo central) en Ecuador (Castillo et al. 2019). Se continua con el
diagnostico y los laboratorios de la Universidad de North Dakota obtienen negativos para
fitoplasmas (P1/P7 — F2n/R2) y negativos para CaLso (CliPoF/Ol2c). Los laboratorios
del USDA-WA reportan negativo para fitoplasma (R16(1)F1/R1) y negativo para CaLso

(OA2/0l2c, C1514F/R).

Caicedo y sus colaboradores obtienen positivos para CaLso con los primers LsoF/Ol2c en
papa, tomate, zanahoria y B. cockerelli (in press). Paralelamente, INIAP también obtiene

positivos para CaLso (CliPo/Ol2c, Oa2/0l2c) en papa (INIAP 2019).

Muestras analizadas por PepsiCo México, obtuvieron positivo para CaLso

(Clip.poF/Ol2c) y negativo para fitoplasmas (P1/P7 — R16R2/R16F2).

Muestras de B. cockerelli estan siendo analizadas en la U. de Bolofia y los resultados
recibidos el 28 de noviembre, indican la presencia de CaLso y de otros tres nuevos

grupos de fitoplasmas no reportados en papa en Ecuador.

Conclusiones: Hasta el momento se ha reportado la presencia de dos grupos de
fitoplasmas y de CaLso en plantas de papa con sintomas de punta morada. Este tipo de
patdgenos son los que estan causando la epidemiologia devastadora en el campo. Los
otros patdégenos como virus y hongos, que también estan presentes, no causan este tipo
comportamiento en campo y no presentan este tipo de difusion de la enfermedad. Sin
embargo, se desconoce la interaccion de todos estos patdgenos en la sintomatologia. La
presencia de B. cockerelli como plaga directa y como vector de patdgenos agrava la
situacion.
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Las réplicas de los diferentes protocolos para determinar la presencia de fitoplasmas no
han sido consistentes. En laboratorios moleculares de varios paises que han colaborado
en la identificacion, se han obtenido resultados que varian en el diagnéstico, como se
presenta a continuacion. Razén por la cual se sigue en el proceso de determinar qué
patdgenos estan involucrados en esta enfermedad emergente. Recientemente, se detectd
la presencia de Candidatus Liberibacter solanacearum (CaLso) en muestras de plantas
con sintomas de punta morada (Caicedo et al. In press; INIAP 2019). La deteccién
molecular de CalLso es mas directa y no da falsos negativos como en el caso de la

deteccion de fitoplasmas.

Recomendaciones: El laboratorio de la U. de Bolofia, liderado por la Dra. Assunta
Bertaccini, es el que esta obteniendo los resultados positivos para la deteccion de
fitoplasma. Se recomienda que personal del INIAP y de Agrocalidad (que tengan
destrezas en el laboratorio molecular y que hablen inglés) soliciten una pasantia para

capacitarse en deteccidn de estos patdgenos.
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RUBRO: PRODUCCION Y SERVICIOS

Producto 1. Diagndstico de nematodos presentes en muestras de clientes externos.
Responsable: Ing. Pablo Javier Llumiquinga Hormaza

Antecedentes

Muchos cultivos de importancia econémica en el pais son afectados por agentes parasitos
como son los nematodos fitoparasitos (Revelo, 1998). Estos organismos se caracterizan
por disminuir el rendimiento de los cultivos ya que afectan a varias partes de la planta
principalmente la raiz (Abad, Castagnone-Sereno, Rosso, Engler, & Favery, 2009). El
factor que ocasiona esta disminucion en el rendimiento es el bajo transporte de nutrientes
y agua desde el suelo a la parte aérea de la planta por lo que se observa amarillamiento

del follaje y enanismo (Karssen, Wesemael, & Moens, 2013).

En el periodo 2015-2018, se ha observado que la mayoria de ingresos de muestras para
analisis nematoldgico fue de cultivos ornamentales, horticolas y frutales. Entre los
géneros de interés encontrados estaban Meloidogyne spp., Helicotylenchus spp.,
Nacobbus spp., Pratylenchus spp., etc.

En el afio 2019, se identificaron una mayor cantidad de muestras que el afio 2018 en
cultivos como banano, rosas, hipericum, gypsophyla, papa, tomate rifion y naranjilla.
Ademas, los analisis se realizaron para clientes externos y para investigacion de otros
programas y departamentos de la Estacion Experimental Santa Catalina.

2. Objetivos
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Determinar el género y cantidad de nematodos presentes en poblaciones de muestras de
clientes externos e internos ingresadas al laboratorio de Nematologia

3. Materiales y métodos

Aislamiento a partir de suelo

Se toma 100 g de suelo de las muestras tomadas, y se coloca en la parte superior del
elutriador de Oostembrink, se llena con agua hasta la primera marca, luego se deja
ingresar agua a un caudal de 1000 mL/min., se abre la ducha que se encuentra en la parte
superior lavando la muestra depositada, se deja que el nivel de agua llegue hasta el
segundo nivel, después se cierra la ducha y se baja el caudal de agua hasta 600 mL/min.,
se deja que llegue hasta el final del recipiente y se cierra el paso. Por Gltimo se destapa el
elutriador para que el contenido caiga en los tres tamices de 45 um (Van Bezooijen,
2006).

Método del algodon para incubacion de nematodos

Se coloca dos hojas de papel filtros mojados con agua en el tamiz con el anillo, luego se
Ilena con agua un plato de aluminio el mismo que se soporta con una cruceta y se pone
encima el tamiz, posterior a esto se coloca un vidrio reloj encima del papel filtro, por
altimo se deposita el contenido dentro del tamiz durante una 10 a 20 segundos hasta que
se filtre todo, limpiando tanto el vidrio reloj como el anillo con agua. Se retira el tamiz de
la cruceta, se coloca en un nuevo recipiente con 100 mL. de agua, y se deja que repose
durante 48 horas. Por Gltimo se recoge el contenido en un matraz para posteriormente
observarlo al microscopio (Van Bezooijen, 2006).

Aislamiento a partir de raiz
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Se lava las raices infectadas con abundante agua para quitar particulas de suelo, luego
con la ayuda de un cuchillo se las corta en pedazos pequefios, se pesa 10 g de raiz y se
deposita el contenido licuandolo con una copa y media de hipoclorito de sodio al 5% por
2-3 minutos. Se transfiere el licuado a un recipiente y se agita durante cinco minutos,
luego se transfiere el contenido a un juego de tamices (75um arriba y 10 um abajo), se
lava con abundante agua hasta quitar el cloro, finalmente se recoge el contenido del tamiz
en un matraz y se etiqueta (Ravichandra, 2010).

Aislamiento de quistes de Globodera spp.

Se introduce un tubo para el ingreso de agua por la parte inferior del elutriador a un
caudal de 4 L/min, luego se abre la ducha superior y se llena el tanque hasta que rebose
de agua. Se coloca la muestra en el filtro superior y se lava hasta que haya pasado todo el
suelo, se deja en funcionamiento durante cinco minutos, dejando que todo lo que vaya
bajando se recolecte en un tamiz de 65 um., se deposita el contenido en un matraz balon y
se permite decantar las impurezas y se recoge los quistes en un papel filtro y por ultimo
se deja secar (Van Eck, Eguiguren, Défaz, Revelo, & Cedefio, 1984).

4. Resultados

Los analisis nematolégicos aumentaron de 52 en 2018 a 85 en 2019. En la tabla 1, se

presenta el resumen de resultados de los analisis nematologicos del presente afo.

Tabla 1
Resumen de Analisis Nematologicos realizados a clientes externos en el afio 2019
Numero de analisis Cultivo Nematodos encontrados
12 Hypericum Meloidogyne
Helicotylenchus
Tylenchus
Aphelenchus
19 Rosa Meloidogyne
Paratylenchus
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Tylenchus
Psylenchus
Aphelenchoides
Tylenchorhynchus
Pratylenchus

13 Gypsophila Meloidogyne
Tylenchorhynchus
Trichodorus
Nacobbus
Tylenchus
Helicotylenchus
Criconemoides

8 Liatris Aphelenchoides
Tylenchus

3 Tomate rifion Meloidogyne
Nacobbus

29 Banano Radophulus similis
Meloidogyne
Helicotylenchus

1 Papa Pratylenchus
Paratylenchus
Trichodorus

Se realizaron 12 andlisis nematoldgicos para el Programa Nacional de Fruticultura y tres
para el Departamento Nacional de Produccion de Semillas. Ademas se realiz6 dos
analisis como trabajo colaborativo de comparacion interlaboratorios de
AGROCALIDAD.

Conclusiones

Se evidencia un aumento del nimero de muestras en el afio 2019, en una cantidad de 81
entre suelo y raices. Meloidogyne sp. fue el nematodo preponderante en las muestras
ornamentales, mientras que en banano se evidenci6 la presencia mayoritaria de
Radophulus similis y Helicotylenchus spp.

Recomendaciones
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Mejorar el sistema de gestion administrativa para brindar un servicio de calidad a la

comunidad.

Gestionar la adquisicion de nuevos equipos para el laboratorio y capacitacion continua

del personal.

Bibliografia

Abad, P., Castagnone-Sereno, P., Rosso, M., Engler, J., & Favery, B. (2009). Invasion,
Feeding and Development. En R. Perry, M. Moens, & J. Starr (Eds.), Root Knot
Nematodes (Primera ed, pp. 163-176). Oxfordshire, UK.

Karssen, G., Wesemael, W. M. L., & Moens, M. (2013). Root Knot Nematodes. En M.
Moens & R. N. Perry (Eds.), Plant Nematology (2a ed.). Oxfordshire, UK: CAB
International.

Ravichandra, N. G. (2010). Methods and Techniques in Plant Nematology (Primera ed).
Nueva Delhi, India: Asoke K. Ghosh.

Revelo, J. (1998). Manejo integrado de plagas para el mejoramiento de la produccion
sostenible de frutas en la zona andina. Recuperado el 11 de agosto de 2016, de
http://www.fontagro.org/proyectos/manejo-integrado-de-plagas-para-el-
mejoramiento-de-la-produccion-sostenible-de-frutas-en-1

Van Bezooijen, J. (2006). Methods and Techniques for Nematology. (J. Van Bezooijen,
Ed.) (Segunda). Wageningen: Wageningen UR.

Van Eck, A., Eguiguren, R., Défaz, M., Revelo, J., & Cedefio, G. (1984). Métodos de
extraccion de nematodos. En Técnicas de Laboratorio en Nematologia (pp. 10—

15).

Direccioén: Av. Eloy Alfaro N30-350 y Amazonas ® Cédigo Postal: 170401 / Quito - Ecuador ¢ Teléfono: 593-2 256 7645
www.iniap.gob.ec



INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS

Producto 2
Diagnostico de problemas fitosanitarios de los cultivos del area de influencia de la
EESC - clientes externos
Responsable: Maria Luisa Insuasti
Colaboradores: Paulina Cabezas, José Ochoa
Antecedentes:
El diagnostico fitosanitario es el primer paso y un proceso indispensable para un control
racional de enfermedades. Mediante el conocimiento de la etiologia permite definir
algunos aspectos de identidad y de la epidemiologia del patdgeno, necesarios para optar
por un control eficiente, econdmico y ecologico de una enfermedad. Empresas y
agricultores demandan el servicio de diagnosis de suelos y sustratos (compost, polen,
etc.)
El DNPV, viene realizando diagndstico de enfermedades de plantas desde el afio 1995,
como respuesta a la demanda por parte de los agricultores en la identificacion de agentes
causales de enfermedades principalmente en los cultivos de rosas y flores de verano.
El Departamento tiene estrechos vinculos de trabajo con Programas y Departamentos de
la Estacion Experimental, asi como con Empresas privadas, que son clientes permanentes
de los servicios ofertados.
Objetivos:
Objetivo general

» Brindar un servicio de calidad para la identificacién de microorganismos

fitopatdgenos al sector agricola del pais
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Objetivos especificos

» ldentificar los agentes causales de las enfermedades

> Definir algunos aspectos epidemioldgicos
Metodologia: Para la ejecucion de esta actividad se cuenta con protocolos aprobados por
parte de la Direccion de Produccion y Servicios desde el afio 2017.

e Analisis micolégico de plantas

Se procedi6 al analisis y observacion de la muestra, para lo cual se realizaron cortes de
tejido semiafectados, los cuales se lavaron en agua corriente para luego desinfectarlos
con hipoclorito de sodio; posteriormente, se lavaron las muestras con agua destilada
esteril.

Se realizaron aislamientos de los patdgenos en la camara de flujo laminar, previamente
desinfectada; con la pinza y el bisturi previamente flameados se realizaron cortes del
tejido vegetal, los cuales se colocaron en forma equidistante en el medio de cultivo. Las
cajas Petri se sellaron con parafilm.

Los medios de cultivo utilizados son: Papa Dextrosa Agar (PDA), Corn Meal Agar
(CMA) y Extracto de Malta Agar (EMA) como medios de cultivos generales. ElI Medio
V8 Agar se utilizo para aislamiento de patogenos foliares. Se utilizaron antibioticos para
hacer mas selectivos los medios.

Para la incubacion de los hongos, las cajas Petri se colocan en la incubadora a la
temperatura de 25°C durante 4-8 dias hasta que aparecieron las colonias, en algunos
casos se espero un periodo de tiempo mas largo debido a que hay hongos que forman

estructuras complejas como picnidios. Cuando se observaron las colonias las cajas son
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expuestas a la luz para facilitar la esporulacion del hongo, para posteriormente
identificarlos. Para realizar la identificacion se tomé una parte de la colonia con una
aguja de diseccion y se la colocaron en el portaobjetos que contenia una gota de agua
estéril, y se procedio a cubrir la placa con cinta adhesiva o cubreobjetos. Se observo en
el microscopio con el lente de 4X para centrar la observacion y 40X para observar. Para
la identificacion del patdgeno se utilizaron claves taxonémicas, comparando las
estructuras morfoldgicas (figura 1b), con las ilustraciones de las claves (Barnett &
Hunter, 1997, Ellis, 1976, Nelson et al.1983, Watanabe, 2010). Finalmente, se emitieron

los informes con los resultados.

Figura 1. a. Verruga de Synchytrium endobioticum sobre tubérculo de papa.
b. Espora de resistencia de Synchytrium endobioticum en papa.

e Analisis micologico de sustratos (suelo, compost, etc)
Se tomaron submuestras de las muestras entregadas por los clientes, estas se
homogenizaron previamente y luego fueron diluidas con agua destilada estéril. La
suspension se colocd en un agitador magnético, se realizaron diluciones seriadas, se

utilizaron las diluciones 10 1:100 p/v y 10° 1:1000 p/v; de las cuales se tomé 0,1 ml y
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se distribuye en forma uniforme en las cajas Petri conteniendo los medios de cultivo para
hongos. Los medios de cultivo utilizados son: Papa Dextrosa Agar (PDA), Corn Meal

Agar (CMA), Extracto de Malta Agar (EMA) y Agar Centeno.

Para la incubacion de los hongos, las cajas Petri se colocaron en la incubadora a
temperatura de 25°C durante 4-8 dias hasta que aparezcan las colonias, en algunos casos
se espera un periodo de tiempo mas largo debido a que hay hongos que forman
estructuras complejas como picnidios. Cuando se observaron las colonias las cajas son
expuestas a la luz para facilitar la esporulacién del hongo, para posteriormente
identificarlas.

Para realizar la identificacion se tomo una parte de la colonia con una aguja de diseccion
y se colocd en el portaobjetos que contiene una gota de agua esteéril, y se procedid a
cubrir la placa con cinta adhesiva o cubreobjetos. Se observo en el microscopio con el
lente de 4X para centrar la observacion y 40X para observar. Para la identificacion del
patdgeno se utilizaron claves taxondmicas, comparando las estructuras morfolégicas con
las ilustraciones de claves. (Barnett & Hunter, 1997, Ellis, 1976, Nelson et al.1983,
Watanabe, 2010) Finalmente, se emitieron los informes con los resultados.

Para finalizar el proceso se emitieron los informes, en los cual se describen el tipo de
hongo, niumero de UFC (unidades formadoras de colonias) y la importancia de los
mismos.

e Analisis Bacterioldgico de planta

Se lavaron las muestras vegetales por tres veces consecutivas con agua estéril. En la

camara de flujo se tomo una muestra interna de material inicialmente afectado, de
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aproximadamente 0.25-0.50 cm y se lavo con agua destilada estéril y se agita durante 1
minuto para formar una suspension de bacterias. De esta suspension se hacen diferentes
diluciones (10°y 10™) las que se sembraron formando un estriado con un asa de platino
en los diferentes medios de cultivo, se tomd 0.1 ml y se realizd la siembra mediante
dispersion con varilla de vidrio. (Shaad et al. 2001)

Los medios de cultivo utilizados son: Cristal Violeta Pectato-CVP, B de King-KB, SX'y
M1A. (Dependiendo de la bacteria que afecta al cultivo).

Las cajas Petri se incubaron a una temperatura de 24-27°C por tres dias. La
identificacion de bacterias se realiz6 mediante la observacion de la coloracion y
morfologia de las colonias, (figura 2). Ademas de la reaccion obtenida por pruebas
bioquimicas. Para finalizar el proceso se emite un informe al usuario en el cual se

describen el tipo de bacteria, la frecuencia de aislamiento y la importancia de la misma.

Figura 2. Morfologia y coloracion de colonia bacteriana

e Analisis Bacterioldgico de sustratos
Se toma una muestra homogenizada en forma manual de 20g de suelo y se afora con agua

destilada estéril a 200 cc. La suspension se coloca en un agitador magnético, se realizan
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diluciones seriadas, utilizando las diluciones 10 1:10000 p/v y 10 1:100000 p/v; de las
cuales se toma 0,1 ml y se distribuye en forma uniforme en las cajas petri conteniendo los
medios de cultivo para bacterias. (Schaad et al. 2001). Los medios de cultivo utilizados
son: Cristal Violeta Pectato-CVP, B de King-KB, SXy M1A.
Para la incubacién de bacterias, las cajas Petri son colocadas a una temperatura de 24-
27°C por tres dias. La identificacion de bacterias se realiza mediante la observacion de la
coloracion y morfologia de las colonias, asi como la reaccion en los medios de cultivo
después del periodo de incubacion.
Para finalizar el proceso se emite un informe al usuario en el cual se describen el tipo de
bacteria, namero de UFC (unidades formadoras de colonias) y la importancia de las
mismas.

e Andlisis Viroldgico

Metodologias: ELISA (DAS-ELISA, INDIRECT ELISA, TAS-ELISA)

Para la deteccion de virus se procedieron a realizar ensayos inmunosorbentes ligados a
enzimas conocidos como ELISA por sus siglas en inglés “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay”, las cuales debido a su alta sensibilidad permiten rastrear el virus
incluso en ausencia de sintomas en la planta.

Existen diferentes tipos de ELISA, los cuales se realizaron siguiendo el protocolo
descrito por la Empresa productora del antisuero. El principio basico de esta técnica se
basa en el reconocimiento antigeno-anticuerpo. El extracto del tejido vegetal se coloco en
pocillos especiales en varias diluciones, a éste se agrega un set de anticuerpos marcados

con una enzima. Finalmente, la reaccidn se complet6 afiadiendo un sustrato especifico
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que al unirse a la enzima emite una coloracion amarilla, lo cual indica la presencia del

patégeno en la muestra.

— . = — & =
~METODO ELESAPARA.
- DETECCION DE VIRUS EN
PLANTAS =

&> == N

Figura 3. Reaccion positiva de la presencia de virus en la placa ELISA.
Resultados:

El nimero de andlisis realizados durante el periodo de Enero a Diciembre del 2019 se
detalla en la tabla 1.

Tabla 1
Detalle de los servicios realizados durante el 2019.

Tipo de analisis N° muestras N° de empresas

Micologico 114 17
Bacterioldgico 42 6
Virologico 40 2
Total 196 25

Durante el 2019 se identificaron los microorganismos descritos en las tablas 2 y 3.
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Hongos identificados durante el 2019.

Muestra

Hongos

Liatrix (bulbos)

Alverja

Maiz blanco (raiz)

Aguacate (raiz)

Clavel

Albahaca

F. oxysporum
Rizoctonia sp

Verticillium sp

F. oxysporum
Penicillium sp

Cladosporium sp

F. oxysporum
Rhizoctonia sp
Pyrenochaeta sp

Trichoderma sp

Cylindrocarpon sp
F. oxysporum

Pyrenochaeta sp

F. oxysporum

Cladosporium sp

F. oxysporum
Trichoderma sp

Claadosporium sp
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Lechuga Microdochium sp

Cladosporium sp

Hypericum (tallo y raiz) Cylidrocarpon sp
Pestalotia sp

Cladosporium sp

Pifia (tallo) F. oxysporum
Fusarium sp
Rhizoctonia sp
Penicillium sp
Trichoderma sp
Mucor sp

Cladosporium sp

Papa Synchytrium endobioticum

Rosas (hojas) Cladosporium sp
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Tabla 3
Bacterias identificadas durante el 2019
Muestra Bacterias
Liatrix Pseudomonas sp
Hypericum Pseudomonas sp

Bacillus mycoides

Maiz Pseudomonas sp

Clavel Pectobacterium sp.

Otros anélisis:
> Se ha trabajado en pruebas preliminares de deteccion rapida mediante tincién de
tejidos vegetales, para diagnostico de Fitoplasmas en diferentes solanaceas.
> Se ha colaborado con el Departamento de Biotecnogia y Departamento de
Produccion en el diagnéstico de Fitoplasma en papa, en muestras provenientes del
invernadero automatizado
> Se ha continuado apoyando al Departamento de Produccion de semillas en el
Control Interno de Calidad de semilla de papa en la determinacion de virus y de
patogenos en semillas de otros rubros.
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