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1 ARESUMEN.
Se realizo un musstres de teiido seno v oenfermm de ar -
veia china asi como  del suelo donde se culbivae, con el fin

de atslar 1ns microurganismos de la wicrobilote que pusdan

in

2r paradsiins  del hongo Ascochita «p. £l aizslamientn se
ilevd a cabo en  agar paba~dextrosa para honaos v agar
nutritivo para bacterias.

E1 culti?u puro del patigeno Ascochita sp fue aistado
de teiido enfermo de arvejs china  en agar napa-dexirosa,
identificado =n 21 Laboratorio de Fitopatologla de l1a
Facultad de Agronomis de 1a Universided e San Carlos de
Guatemala.

Las oruebas para establecer la canscidad parasitaria de
lo= 204 microorganismos aislados se realiraron en caias con
agar papa-dexitrosa vhilizgando la técnica prapuests por Eéh@r
v Coole (2., Se sembraron cuatro microocrganismos por cala v
de_cada' arupo se hicieran'tres. regeticiones v siembras de
Ascochita sp come control.

LLas lecturas se efectuaron despuss de  haberse ircu-
hado durante acho diaa_a una temnosratura o 307 C v 52 ava-

lug &) cracimiento de los microorganismos  con eresoecko al

—
=

hongo Ascochita =o. Ho se observd efechto oaraslhorie en

ninguro de ios microorganismos sisladas sobre el patogenc,
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iNTRDDUCCIUN.

El uso indiscriminado de productos quimicds pAara
_el control de las-difersag enfermedades de cads cultivo, s
un motive de preocupaciton  para las (nstifuciones agricolss
v ode salud. Los ﬁlaguicidas se han converlido en un peli-
gro para la salud humana, ¥y han acasionado unae aErdida con-
siderable de las cosechas, cuandg éstes son rechazadas por

ia presencia de eztos productos en la misma (1).

i

En

i+

uatemata, el cultive o erveia china, s ha

convartido en uma alternativa para meiorar las condiciones

d

economica

ty
i)

los productores. ABobtualmente, el agricul-
tor ze enfrenta a dafos severos mroducidoa en la arveia chi-
na for loé atacues del hamgo fiscochila sp. ellcual .ocaaiona
la aparicion de manchas Dbscéras sobre las hojas. tallo v
vainas:  provocando una disminpucion del rendimiento vy un
incremento de los costos, ya gque para contrarrestar e;tosIEW
fecktos. se realizan aplicacionss de funglicidas a intérva—
valos frecuentes (1l}.

Paor ello. s han desarrollado practicaz integrales
de control. tas rcuales incluven el coctrol bioldggico. al
cual se ha practicado en  varios paises en los albtimos 70
.aﬁoe. son muy  busnos resul bados, La implementacitn de un
contfol biﬁléqiﬁo requisre primero del aislamimnto de micro-
organismos que parasiten inhiban el dasarrollo del patcge—

. de interes VY disminuyan loo  dafios produsidos 2n 1oz

rad
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cultivos, asi  como también  redocir el uso de plaguicidas

que incidan en berneficio del medio ambiente (2.3 ,.4),

El vhietive del presente estudio fue aislar micro-
mrganiamm; parasitos hiocontroladores de Qgggghgﬁg SR A par-
tir de muestras de tejido. %ané v enferno de hojas. tallo v
ralz de plantas de arveija china. asi como del aueimrdonde 1=

cultiva. Con ese propasito se ubilizaron medios no seloo-

Livas para =21 aislamiento de hongos v bacterias, obtenidndo-

se 704 microorganismos de las 100 nmuesiras procesadas, En
las oruebas in vitreo =fectuadss para cbservar la efectivi-

dad de los mismos come parasitos de  Hscoghita sp. no s2 ob-

fuvm respussta posiliva en ninguna de e1las.

e



ANTECEDENTES

=
. Generalidades sobre la arveia,

La arveja [(Pisum sativum). btambién conocida  como

chicsharo o aguisanbte, 25 una leguminoss muy consumida por s
importancia nutricional..' El arigen exacio es incierto,
cosiblemante oroviene de Europa, Nsia Docidental o de
Ftiopia: aungue la literatura griegs va la mencions en &l
afra Z70 AC. Aetnalments, 1= cultiva en taao 21 mundo.

consumiendose sus semillas en estado fresco vy Lierno, aungue

también  existen variedades gn las gue =2 aprovechan las

. .

emillias v la&a vaina (D.6,7).

1§}

La arveia china se ha constituide en o un cultivo
de mucha importancia para Buatemala., donde existen condicio-

nas  adecuadas para el cultivo, espacisiments en los depar-

tamentos de Sacatepéguez y Chimslisnango. S0 produccion
cubre  los Fequerimiéntos de consumo nacional ¥ los de
exportacion, principalmente a Estados Unidos (lQS).

|  Qdemée de QEﬁerar divisas para el pais, brindar
fuentes de trabajo ¥ constituir uns alternativa econémica
pars los agricultores el cultivo de 1a arveis china tambien
podria  incrementar los oniveles de  nitrdageno en 21 suslao,

meiarando su fertilided. Foto brinda una alternativae a~

decuada para h

u

crer efectivae 1o rotacion de cualtivos. {(L.B7.

™
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Z.2 Carecteristicas.
AN | Clasificacidn.

La arveja china pertensce al reirno Plantae, Bivi-

zub-clase Dicotiledonsa. orden Leguminalos. familis Fabacea,

zub-familia Papiliongideae, a#nero Piswn, espzoie Sabivum.

variedad Macrocarpum (F-127).

-
A= £l

Botamicas.

1

ia arveja consta de wuna raiz pivotante v sxtensas
ramificaciones gue sustentan el crecimiento v desarrollo de
bacterias filadoras de nitrogeno. Hu tallo es brepador.,

sngulozo v esta vacio por dentro: su 2lbuers va dee 3.9 a

,_‘
it
3
ur
i
c
3
3

ma la wvariedad {5.6,.79,107.

Sus hoias  san compuestas con dos o tres pares de
fmliolos. que terminan en zarcillos shorguillados: en la ba-
se tiene dos grandes estipulas acorazonadas. que tienan 21
bcrde deﬁtadg. Las flores son grandes. con  corola papilo-
macea, .se insertan por medio de un largo pedionculo a la
arila de las hojas (5,6,9,10),

Los frutos tienen forma de valna o lggumbre saabel-
lindrica, algo comprimida ¥y Lerminada 2n uos penueita curva.
En =u interior se encuentran las semillaa‘que constituven [a
parte comestible de la planta, éon.casi esliéricas., de mas o
menos 0,7 cm. o de dismebtro. . Eetan formadas eBn SU @avor
parte por dos hoijas seminales o cotiledones bien desarrolla-

dos v son altamenta nubtritivas (5.6,9.101).

. . F— — |-

K
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1.3 " Cultivo,.

La arveia es una planta resistente al frio ¥ poco
tolerante a la sequiag vageta bigrn =n clima templado ca-
liente, homedo vy entre 1,3500-2,700 MSHI. La temperastura
aptima promedio para su desarrollo es de L3 a3 19= O can un
ranao de 79-24° C. Altas temperaturas pueden reducir 2l peso
v tamafo de la semilla fl.5,b,13.l&i.

La arveia e muy sensiblie a suelogs pobres v se a-—
dapta a aran variedad de suslas, con excepcién_de agquellos
muy tompactog (arcillosas) v con drenaie defectunso. . Pre-~-
fiere suelos francoes, franco—arcillmgcs, fartiles, profundos
v biEﬂrdFEﬂadDé con un pH de 5—7 {1.59.14.15).

3.4 Flagas.

El cultivo dé arveia china es atacado por plagas
del suslo, del follaje, vy del fruto.

En el suelo, el guéano nocherno  (Agrotls sp. v
Prodenia sp), la gallina ciega {(Phylophaga spp). v los nems-
todos son plagas que gcasionan grandes Dérdidag en las case-
chas (5.7,iﬂ).

Entre las plagas del follaje se pueden mencionar

los gusangs masticadores como _Trichoplusia ni. _Spodoptera

exigua. Diabrotica sp v Ogromyza spi v los ausenas chupado-

res como  Frankiniella ep, _Thrips sp. Hphits sy ACaros o
araffag rajas (D,&, 10,14, | MSOMEBAB DE LA UKIERSICAD OF SN CABLDS dt slinttiacn .
. I Biowmwoteca Centran
Em las vainas se presenbta 1 gussno IR TA T Eu L) =
' Lpsis
la vaina Maruca pesbususuw 7 =1 guuaeno barvenador de los ¥
Sharuca gesl e :
- . . .
b 4 e —— . .
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brotes Epinoitia apodema v Uitia fTabinova (&6.10).

.5 Enferrmedades

£l ormligro de un seriao  atague por cualouiera de
las enférmedades. aumenta  comsiderablemente si 1a arveia
w2 cultiva constantemente en. un MLSmc CAMPDO . - Fara pra-

venir  este problema 21 periodo minimo que dehe transcureir

entre dos cultivos de arveia es de cuatro affos (L,9,14).,

A

N | Mildiu palvoriento:

m

“sha enfermedad es causada por Erysiphe poligoni.

@ regonoce  porgque en hojas vy - talloz  se observan manchas
Slanmuécinas que en estado avanzado forman una especisz de
mohic o cenicilla bBlanca gue las cubre completamente. 1
na S toman medidas de control. log rondimientos se redu-
e 20 un gran porcentaie, pudigndnses wmrd;rIEOQa 1z cose-
cha (5,14.14).

Tizon bacteriano:

S manifiesta por =1 apar@;imientc de numerosas
marchas en las vainas y hojas. son de color café humedeci-

das v en el centrg se forma unz exudacidn vollosa., g

causada por Pssudomona pisi. vy se distingue de Ascochita sp

en cue las manchas =500 mengs civculares. menos depeimidas v
no presentan  masas de ssporas, Las bhactorias son disemi-

das por &l viento (9.
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Mal del tallueselo:

Producida por  los  generos Pybhiom sp. Rhizocto-
nia sp v _Fusarium sp se presentan  poces dias despuss de
germinado 21 cultiveo, se manifiesta como una lesion en la
base de los tallos, casi a ras del su@ls; las plantas se
marchitan vy mueren, Si no se toman medidas de control, pus-
de perderse hasta el 73% de la plantacion. Lo hohgoa vie
ven an ! suelo v los excesos de humedad favorscen  suJ dé~

sarrolle (5,171,

r.5.4 Marchitez por Fusarium Oxisporum fsp. pisi

El marchitamiento es causado por un honga del sue-

lo nque ataca a las plantas a través de sus raicesit se mani-
fiwsta por amarillamiento gradual del tallo v follaje.

La enfermedad se inicia desde la base on una forma de seca-

miento gue avanrza de abajo hatia arriba hasta cubrir toda ls

planta v provocarle la muerte (9.14).

#1

3.9.93  Enfermedad por Ascochita sp.

Existen tres enfermedades en la arveia proveocadas
por especies del género Ascochita. S l.a  mAas frecuénte es
Q. prsi. descrita por Libert en 1B30; #@ste patogeno praoduce
la enfermedad tnnocida camo Mancha oscura, HMoteado foliar o
Amtracnosis. Se manifigsta preférentementé.én hojés ¥ o vai—
nas, a veoes en tallos Y dificilmeﬁte en ralces: en las bo-

ias  produce Jesiones de color  parda con zonag marginal de

color pardo mas obscura v presencia de picnidics oscuros 80
iz parte central. lLas hojas muy atacadas mueren., mientras

gque en las vainas se forman surcos tan profundos gue puedan




alcanzar las semillas (1,5,%9.14.18.20).

E1 tizan de la arveia es producido por la fase

perfecta de . pinodes denominada Mycosphaersella pinodes
descrita n 1841 por Berkely v Blaokam, Esﬁa patdgens
pusde atacar todos 1os  Sroganos de 1a planta: s presenka
comon peguefias manchas purpareas v sin bordes definidos o
bieﬁ manchas de hasta & mm de diametro. Las hojas pue—
den morir,'gecéndoge por completn v guedéndose adheridas al

tallo. las lesiones en 1 talloc son de color parecido, pero

mag alargadas. en muchos  CasO:

i

e extiendsg hacia arriba ¥
abaio del punto de inserciaon del pecionlo. LLas =semillas
infectadas no presentan sintomas o en algunos CAsos. 52
limitan & qrados de contraccion de la Lesita vy coloradiones
anormales (1,2,9,14,185.

Lz especis de A. pinodella de

i

crita por LK. Jones

en 1927 vy pasteriormente designada como Phoma medicaginis

var pinodella. produce. 1la podredumbre del pie de la planta.
Ei sintoma mas caracteristico es la podredumbra de la hase,.
en la parte agrea. los sintomas son semgiantes a 10w dol ti-

zan pero por redla gensral. menas abundarites (7.18,197.

£E1 qgénero  Ascochita per tenecan a la - clase

Deuteromycetes., en el cual e encuentra 1 mayor porcentalie

{A49.5%) de hongos fitopatagencos ¥y al orden Sphagronsidals

Se reproducen por medio de ronidias. llevadaes en los ieni-
dins. jag cuales son hialines v bicelularas, peco difleren

an tamafio v/o forma (18,19.21.%2070.

oy
.
=4
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Las picnidiosporas de 6. pinodes v A. pinodella

somn semejantes en la forma, pero difiersn an tamaiio. las de

4

A. pisi v A. pinodes se diferencian en Il Torma,. siendo las
primeras mas angostas vy largas., En 2l Anexo | se musshran
los estados de conidias y'ascdsporas de A. pinodes (1.9.18,~-
193,

lLags conidias de las tres especies de Qscochita sp
se musstran en el Anexo 2, donde se preséntan las dimensio-
nes de cada una, asi como el rango v al promedio. En gene-
ral las picnidiosporas de A. pinodes son més grandes, las de
A.pisi son intermadias vy las de Q. Qigudé]iq SO MAs pegue-
Mas (9.18,19,23)

Estudios realizados han demosbrado uue.a. pisi
es capaz de producir Eubgtanciaﬁ conocidas comp micospori-
nas. las cuales se han asociado a una rapida esporulacion
del hongo cuando se expone a una longitud de onda cercana a
1a luz ultravioleta. Sin embarao, adn no 58 conoce exacta-
mente el papel gue juegan las mismas (245,

El cicle bidlégico ps semeiante para las tres es-
pecies de hongos. cnn.la diferencia que 6@. pinodella tiene
su forma sexual. La fqente priharia de la infeccion la
constituyen semillas y rastrojos infectados, materiales don-
de pueden permanecer.los tres patdgenos {1.9.1873.

Cuandm las samillas han sido iﬂyadidaﬁ par
M. pinodes. se p?oduce podredumbré hasal acue a menudo mata

a las olantas, V¥ ios  restos  de ézbas conbeibuysn paca =1

desarrollo v diseminacion de las pionidiosporas.

10
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Fn 2l casno de Q. pisi, las lesiones primarias aparecen &n
las hojas inferiores (1,9,18).

Fara ewvitar la implantacion de cualaud

m

ra de las

especies de  Ascochita. la medida de control mas importante

em contar con  semillas sanas, que procedan die climas secos.

i

dende no se presente la  enfermedead. Tambign son importan—
tes las medidas culturaleé encaminadas a: eliminar rastroios
infectadaos, mantener buen drenaje de los su=los, rotar los
cultivos para evitar la siembra de arvelia en la misma tierra
mas de una @ vez cada 4 & 5 aMos. v 31 es necesarin realizar
tratamiento quimico & la semilla (5.9.18).

5.6 Control de Emf&rﬁédades.prmducidaa por Ascochilta sp.
7.56.1 Control Quimico. |

En Guatemala. ml control ez a bas

n
i

de - productos
aquimicos principalments, lo rual ha provocado gque mercados
internacionales rechacen los embarquas dal producto por cons
tener wuna alta cantamimécién con residugs d9e oroductos
fungicidas no permitidos: © bien, niveles muy altos de 10s
permitidos. En L9892, la gxportacian  de arveia tchina a
Ectados Unidos fué detEﬂidé por tener nivalas de peshicidas
inaceptables por la Fbﬁ (Food_and Drug ﬁdmini%tratiﬁn}.

Los fungicidas utilizados perienecen al grupo d@ plaguicidas

denominados. Ditiocarbamatos siendo 1os mas utilizados =1

h

Maneh, Mancoceb. Tiram, (1,.5,15,25,263.

e ' S



Tomando en  cuenta estos elen2ntos, la produccion
macional. vy aguellas destinadas a la expo bocion, deben ser
confroladas con relecian a nivelesz de nlaguicidss presentes

en ! produacto. o bhien, implantar un mgiode de control no

guimico gue evite las pardidas por conbaminacidn y ssx o

=il

weonomico. como =) control biclaglco (271,

Z.602 Control! Bioldgico.
.21 Definicion.

Fl control biologico o bimcdntrol de fito-
patodgenos  se define como la reduccinn de la densidad del
inoculo o partes activas é an estadn inactivo de un pato-
geno capazr de groducir enfermedads or la& accidén de uno O

mas MICromrganismos, acaomgle jadns maturalmente o por mani-

]

pulscion del ambients, huesped o antagmmi%té; (4,2B,2%).

Sin embargo, el conirnl de fitopatdngenos es
complicado, debidb a los mltiples factares oue interactuan
pn el trigngulo cliasico de una enfermaedad  (I0). La idea

de] smpleo de este método no es  nueva, puesto  gue Bassi,

en 1835, demostrda la infeccidn natural de Hombix mori y o-

tros imsectos por 21 hongo Bauveria bassiana. FPosterior-

mente Metchmikoff en 1879, realizé ensayos para =21 control

de Anisoplia austriaca, can atro  hongo. Metarrhizium

anisopliae ¥ en 1888, Krassil Stchik, produjo esporas del

N

mismomo hongao v las  utilizd para =1 control de insschos

en el campo (3,35).
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Z.H.2.2 Factores involucrados epn o

presd

cortrol hiotdoico,
Eil hospedero. gl petdgeno o parasito. ] amhionbe

fizmico v =21 antagonis son factores gue juedan win papsit

n}

importante #n @l desarrollo del conteel biclogico (2).
£l hosperero jusga un doble papel ., Y4 que proporolona
el ambiente tanto para el desarrollo del  opabtdgeno como para
sus antagonistas. La habilidad de Jlas raices de la plania
para adaptarse al ambiente también influyen en la susceobi-
hilidad de la misma ante 13 enfaermadad. Asi mismo. 105
residuos de las plantas contribuyen al conbroi biolégico
cuando son eliminadas para evitar gue almacenean al patdaoeno
v en algunos Casos cantribuven estimulando a las microorgas
nismes antagonistas. La resistencia del hmspederm 23 la
defensa bioclagica ide;l cantra 1oz pabdgenos. sin embardo,
este :Dntrél no siempre es sfectivo v ¥5 ébiﬁ (2).
El1 patogeno o paridsito puede jugar el papel de a-

gQresgr. Cco—agresor (avudando a otroc  patdgeno o parasitol o

0

parasito inactivoi wada uno de estos papeles los asume segln

su genatica. =1 ambiente fisico v los orgenismns que lo ro-
dean. incluyendo al hombre. Los fitopatdaenos se adaptan =a
sus alreodedores bidticos v abidticos vy no s0n facilments @w-

tinguidaos por manipulacion del ambiente: explotan cada una

de sus ventalas v sU versatilidad es una capacidad que difi~

i B
10blotecsa Lcﬂtrd
Cuando el ambiente favorece A1 Fonierherts— abis-—

}

ne su resistencia Dor microorganismos faculiativos., 5@

¥ | = o | T
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control bimlégicc: mientras gue 5i el ambienis afecta direc-
tamente al patdgenn y realizse un conbrol de la2 enfermedad.
no se da un control biologico. vya duq rno ;e.r&aliza Do me—
dio de otros microorganismaos (2.

Fimalmente es importante indicar qus 21 antagonista va
a miercer su influencia sobre loe patdoenos, atraves de me-—
CANLSNDS talés como: competicidn., parasiiizmo o bisn por an-
timiosis: aunaue generalmente IDEAm;craorgaﬂismma saprofitos
son los gue funcionan camo antagonistas Ei.
3.6.2.3 Formas de antagonismo.

El parasitismo o depredacidon s el tipo de amtang
nismo gue existe, cuando un organismo vive a expensas  de o-
tro provocando dafio o inclusive la muerte: los parasitos vy
depredadorss tienen un valor cuestionable coma antaganistas
en infecciones primarias de _fitopat@genoa, zin émbargc,,re—
sultan ser efectivos contra patdgenos ous han  sobrevivido
o aue se han egparcido secundariamente, va gue cuentan
con mayor tiempo para ! contacto vy dezstruccion del patoge-
no (2.311%.

l.a antibiosis, inhibicidn de un organismo por el
metabolitn de otro, presenta como ventajas: una mavor difu-
si1on de la subgtaﬁcia toxica a traves de la; capas de agua
o 5i son volatiles a través del aire: por 1o que el contacto
entre 21 antagonista y el patdgeno no @3 necesarin. Ademias.
=l efecto permanece aun cuando el microofqaniamo'nue la pro-

duce hava musrto (27.

T LT S——————————— ?
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Los antibidticos substancias arganicas producidas
nor microorganismos; 2 bajas doncentraciones inhiben 21 ure-
cimiento o actividades metabélicas de otros microorganismos

-

hasta provorcarles la muerte {2,31.37).

T

Dtreo tipo de antagonisme 2% 1a competencia, l1a
cual se produce cuando un  organismo. el competidor, reali—
za un efecto indirecto perjudicial sobhre otro MLCrourganis—
ma: yva sea por una comnpetencia por oxiqgeno.  agua, AUt ien-
tes y/0 @spacio. Segin Clark, los wmicroorganismos  no
compiten por agua, Nl Por espacio. v Faramente por oxigeno
peroc aue “hasicamente esta competencia se dad por un substra-
tate especifico v bajo condiciones gpmpecificas (2.327),

Sin embargo en terminos de control bim}bgicc, ia
competencia por oxigeno. nutrientes v posiblemente espacio,
es importante. Para un sistema de control biologico. son
tiles  aguellos microgrganismos gue compiten rapidamznte
agotande el suministro de oxigenorcmn lo cual ae.lmqra ury e
fecto antQQOﬁista util. - Ademas . de leograr niveles hajos
de nutrientes., la tolerancia del patdégesno a los antibisticos
se afecta grandemente: por tanto al usar ambos efectos com-
binados se'puede.lograr un control biolagica  de patﬁgenog
con antagonistas‘(E).
3.6.2.4' Clases de.antagoniatag.

Entre los antagonistas se cansideran ias bacle-
rias, actinomicetes, hongos, virus, plaﬂﬁaa mayores y micro-
fauna predadora como 103 protazoos, nemdtodos vy dcaros (2,

3.
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Las bacterias constit%yem 2l grupo de mayor L1mpor-
tancia gue exceden en numero y peso a cualiduier otro grupo
de microorganismos del suelc, su capacidad de crecimiento es
rapida vy porgue pdaeen la habilidad para utili:a? diferentes
formas d= nutrientes bajo diferentes condicicnes (2,3}).

Ademas se debe considerar la velocidad de mulbi-
plicacion de las bacterias como respuesta a los nutrientes,
va gue estas campiten con otros microorganismos por las nu-
trientes (2.4},

5in embargo. los hongos han recibido més atencion
como entagonistas, debido a su faeoil maneja e idenfificad
cion en comparacion con  1as pacterias. | Son efectivos en
campetencia y parasitismo, v algunos son capaces de progucir
antibioticos. Los hongos saprafitos del suelo tienen una
capacidad competitiva elevada, crecen rapidamente en subs-

trato orgénico seco, acido y suelos de textura rustica (Z2}).

3.56.2.5 piglamiento de Antagoniszstas.

Se han descrito diferentes métodos para el
sislamiento de antagonistas para el control tanto de patda-
genos del susloc como de patogenos foliares. En general,
las técnicas usadas.gon relativamente simples vy no reguieran
de equipo carg o complicado. ni dé un apovo fimanciero ele-
vado {(2,34).

Baker propone un métﬁdc de dilucidap en cajas de

petri, para el aislamiento de antagonistas del suelo, el

TE T T | !
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zital comsizte 2n mezclar 1 gramo de mueztrq 2y 1O ml oo agua
durante 19 minuvtos, se deja sedimentar la muesirra y el so-
Bremnadente se toman slicuotas de 90,1 ml que s siembran en
diluciones =2n agar de papa-dextrosa. Pueden ouctilizarse
tecmiras para suprimic hongos coma Muocor v Rhizopus que cu-
hren las cajas de petri, entre los ague oo racomisnda trats-
miento con calor (2).

£l tejido de las plentas {(hoj=s=s, tallo, railz) pue-
den ser colonizados por microorganismos saprofitos  (bacte-
rias. levaduras v algunos hongos). loas cuales no afectan la
plants pero pueden ser antagonistas o bien estimular a mi-
cranrganismos patdgenos; alogunos de estos microorganismas
pozean un  gran  potencial para  contralar patdgenos de las
plantas (324,

Para el aislamiemto de antégmniﬁtas dal tejido de
uiaﬁta% se pusde proceder ssgun 21 método prapuss ko por Ba-
ker para musstras del suelo, o bien lavar =l teiido con a-
gua nestilada estéril vy sembrar el agua de lavado en un me-
dio adecuwado. Sleesman y Leben encontraron aque el numero
de microorganismos aumenta si 21 tejido =25 macersdo en . un
mortero . con Adua. nreparando tre; dilu;ioneg en serie’ y sem-
brando una parcidan de cada dilucion en la superficie del m=-
dio (34},

T.6.2.6 fislamiento de Ascochita sp.
Las tres especies de Ascochila sp crecen 2n

varios medios de cultivo, siendo el  ager papa-dextross el
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utilivado. v &2n un rango de temperatura dem L= a Zd4d= [0,
Pusden distinguirse por algunaz caracterisbticas fijas, sin-
embarge. caracteristicas como el tamafio. o= variable ¥ pue-—
Hen rausar confusian en la identificacisn (7).,

Las siguientes caracteristices pueden ser de gran

fir
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utilidad en la identificacion de las bre:
chita so:

al Ascochita pisi: S nicnidiosanras  =on de color

cateé claro., de paredes delgadas: las esporas  son hialinas,

con un septo e 8l cual se observa una  constriccinn vy sus

extromos son redondeados. Miden de 10-1& x -2 um, can
un promedio de 4.2 % 14 um, En los evxtremos de cada coni-
dia se pueden observar dos globulos de acaite, i_a colonia

e5 oe color claro v la masa de ssporas e observa de color
ranahoria (9).

b Mycosphaerella pingdes: el peritecio es de ocolor

rate obscuro v nloboso. =21 asca 2

]

cilindrica v cantisne
oeho ascosporas hialinas., redondeadas can una constricocion
en @1 septo. Lag pichidiosporas son hialinas v elipsoida-—
ies con un septo, pero pueden presentar dos o bres, contie-
nen numerosos alobulos de aceite. Hiden de B-16 » 3-6.5 um:
con un promedio de ﬂ.s b 12.3 LM . lLbas colonias varian. an
general son claras a8 arisdceas, ¥ frecuentamente crecen 20
circulas,. El CDIDF y la texiura wvarian en proporcion 8

la produccion de picnidios y micelio (7).

) Phoma medicaginis var., pinodella: sus pignidios

1 : : - , -
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son globosos. de color café o negrod las  conidias miden de

= s N . 3 ] ] ]
4,58 x 2-7 um. son  hialinas. ovales o cilindvicas, ocasio—

nalmente presentan un septo v tienen loe exitromos redondea-
gdms can globulns  de aceite similar a los  encontrados en
ff. pisi. La colonia es gris oscura, la cual se torna ne-

ara al madurar (9.

Su5.2.7 Estudins sobre Ascochita sp.

£n varios palses =e han realizado ensayos pa-—

proabands el comportamiento  de ccada variedad frente a las
tres especies. Asi mismo. se ha podide erxtraer una fi-
toalesina llsmada Fisatina de plantas infectadas con A. pi-
sii la cual presenta propiedades fungitﬁﬁica%; | De esta
manera se ba nhservado aue =1 huesped reacciaonara a 1a 2n-
fermedad cuaﬁdo la misma infeccion estimula la prodycciﬁn de
fitoalexirna capar de inhibir al patdgeno {(2,.18.25.22,39) .

Sin embargo, la literatura no reporta estudios so-
bre antagonistas de Ascachita sp realizados en otros palses,
aun cuandb ia enfermedad se presenta en diferentes palses
donde se cultiva la arveija china.
3.6.2.8 fplicaciones del Control Bioldbgico.

ia aplicacién. dae wun control bimlégicu reduce el
numero o la habilidad del patogeno para produsir una enfer-
medad, pero raramente glimina al patégeno del.lugar (é}.

Preparaciones de Trichoderma harzanium se han uti-

lizado como plaguicidas microbiclégicos en 2l control de en-

-
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fermedades causédas por Phytium, Sclerotium, Rhizuctmnia ¥
natogenos de semilleros. En los ultimoes afios. 52 han rea-
lizado estudins sobre =1 efecto de cepas aisladas del suelo
sobre filitopatdgenos cu?o habitat ez la muperficie del suslo
{2.2&.37) .

Utlkhede en 19846,  obtuve resultados nositivos in

vitro. logrando inhibicion de paltdgencs del genero Botrytis.

Colletotrichum, Phytium, Monilinia, Peoicillum, Rhizactonia,

Alternaria. Sclerotinia, Venlburia v Sclerotium, ubtilizandn

preparaciones de Bacillus subtilis v de Entervocbacter aero—

(eEnEs. En Estados tnidos, también s han utilizado efec-

tivamente cepas de Bacillus contra Uromyces phasecli, el
cual causd grandes perdidas  en las cozschas de frijoles en
1281 (38, 39)

£l contrd} binlogico de la podredumbre de la man-

zana causada por Phytotora cactorum, se ha establecido apli-

cando un antagoniste bacteriano denominado B-8. Con ®l1lo
se ha logrado disminuir esta enfermedad ogue causa serios

problemas en varios lugares del mundo (4G},
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a.l
5.2

OBJETIVOS

GERERAL

Identificar posibles parasitos de Ascochita so,
presentes en le microbiotse del tejido sana v oan-
fermo de la arveia china. asi como del.suelo

donde s cultiva.

ESPECIFICOS

Determinar o1 grado de parssitismo que puedan te-
ner los microorganismos aislados de la microbidta
del teiido de la arveia china v del suelo doﬁde

ge cultiva.

.. < . 5 i
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HIFOTESIS

En la microbiota bacteriéna ¥ fianoaica, del kEsjii-
do sano v enfermo de arveia china v del suslo don-
de s gultiva., existien aigunos microorganismos ca-

paves de parasitar sl hongo Ascochita sp.

-3



MATERIALES Y METODOS.

~1

7.1 Lniverso de Tyrabajo.
£1 universa de trabajo lo constituveron los micro-
arganismos aislados del muestreo al azar realizado en par-

celas de cultivma de arvejs china, localizadas en gl depar-
tamento de Sacatepegues. con =1 obista de srnocontrar bache-
rias vy hongos que ejercen un efecto parasitario sobre el
hongo Ascochita sp.
7.2 Medias.
7.2.1 Recursos humanos.

Berta Alicia Magarin Cartegena (investigadora).

Ing. Agr. Gustavo Adolfo Alvare:z ( asesar ).

Lic. Jorge Luis De Ledn { co-asesor ).
7.2.2 Becursos materiales.
7.2.2.1 Reactivos.

~Agua destilada estéril.

~-Caldo papafdextrcsa.'

—-Caldo nutritivo.

~Agar nutritivo.
~anr.papa~deztrqea'(39).

-Golucian triatal violeta {Huckse)d.
~Splucidn de lugol,

~-flcohol acetona.

~Solucion safranina (Huckerd},
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Equipo

~Incubadora Eduatherm L.M.8S. Modelo C©-14835 a 3770,

~Campana bacterioldqgica, Laborstorio de Inveshtigs-
citvn. Fac. de Cizncias Quimicas v Farmacia,
-Balanza semianalitica, rango L0 grammé. precision
decigramos.

~Cajas de petri de vidrio.

-Erienmever de 250 ml.

—Erlenemeyer de 300 ml.

~Erlenmeyver de 1000 ml.

-Mecharao Bunsen.

~Microscopnio binocular.

—Asas bacterimlbgitag.

~Asas micoldgicas. |

—Tubos de 130 x 10 mm con tapon d; rOSES .

~Tubos de ;DD ¥ 10 mm con tapon de rosca.

~Pipetas seroldgicas de L mli.

—-Pipetas seroldgicas de 10 ml.

.~Pr0beta de 50 ml.

~Holsas plasticas estériles e | libra,
—Variiias de v;drio.

Rerursos {nstituﬁimﬂales.

~Facultad de ﬁgronamié.

~Facultad de Ciencias Ouimicas v Farmacia,

~Laboratorioc Citolab.

| TROMEDAD 3E LA UNNERSIDAD DE SAN CARLOS DF GUATEMALA ¢
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- Procedimiento.
7.5, 1 Aizmlamiento del Fatogeno,
El patogeno fAscochita sp e aisld de muesicas

irfectadas procedentes de un cultivo de arveja china, loca-
lizada =n 2] &area de Soacatepsqgue:z, en 2] laborakorio de Fi-
topatologia de Ia Facultéd de Ogronomls de la Universidad de
San Carlos. (4%,

732 Alslamiento de posiblas Antagonistes.

En el departamento de Sacatepgauss se tomaran al
arar cinco parcelas de cultivos de arveia china. de los
municipios de San Bartolomé Milpas Altes. Santa Lucia Miloas
Glitase,. Bantiago Sacatepdgues, San Lucas SHacstepéques vy Hum-
pangt de las cuales se escogieron 3 - plantas al azar {Anexo
4,.97. Se tomd wuna musstra de hois, tallo y ralz de cada
planta Q tria ¢ue5tra del resvectivo sueloc donde esta culti-
varda: ©on lo cual se obtuvieron 20 muegstras de ceds parcela,
para hacer un total de 100 muestras en las cinco parcelas

2,31.,40-43).,

CTada una de las muestras fuesron oumersdas indlcan-
do &1 lugar de procedencis, vy luego se les proceso de la i~
auients formaz

~Be pesaron las ralres, téilma v horas de cads planba v

se colocaron en unga cantidad de agua esbdril necesaria para

obtener una dilucion biid, De laz mussbras de susla 5%

)

pesaron 3 gramos vy s colocaron en 2V oml o de aguas enbdril

contenida 2n un erlenmeyer de 250 ml. para chienes s diju-



cidn 1:10 correspondiente.
~-Se mezcld merualmente durante 15 minobos » lumgo se

adimenkar,

i
il
[nt
ul

-Del sobrenadante se tomd un wmilil:bra v se aﬁadié‘a 2
ml. de acua destilada estéril, para obtener una dilucion
P10,

-6 partir de las diluciones 1:1100 se orepararan it
ciones 1:1000.,

~lUna ver preparadas las tres diluciones de cada mueshra
=2 homogeaizo cada dilucion v de cada una so btomd on mili-
litro para el aislamiento de hongos, v un mililitro para el
sislamientn de bacterias. Se utilizaron 135 ml de agar rnu-

tritivo para =1 aislamiento de bacteriaz, vy 1D ml d= aagar
papa-dextreosa en el caso de los.honqmﬁq

—Cada cajia se hmmogénizé manuatmante v se dejd en repo-
50 hasta que se solidificd el medim.

~Cuando el medio se solidificéd. todos los cultivos se
incubaron a 30° C v se evaluaron cada 24 horas para aislar
los microorganismos.

—éé aizlaron cada una de las cdlonié5 macroscHpicamenta
diferentes presentes en cada cultivo ¥ se inocularon en me—
dios COﬂtEhidDé.Eﬁ tubos con tapdn de rosca,

LG E. @ruabgs de Antagonismo.
Para realizar las pruebas de antagonismg SE prepna-
raron  cultivos de Ascochita sp, ¥ cuitivmg puras do cada

uno de los microorganismos aislados.

; —— i s |
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Para establecer =21 efecto artsganico de los migro—
graanismos sobre =21 hongo Ascochita sp se prapararon ocusbro

cajas de agar papa-dextrosa. de las cuales tr

ron como prueba v ouna comn control. Eir las gejas de prue-

ha se sembraron cuatrog microorganismos. wuno 2n cada extremo

[t}

tle 1a mism:

bt

vy en £l centro =ze Sa;é ury cuadern e agar de O,
¥ 0.% mm donde se colocd un cuadro de las mizsmas dimensiones
abtenido de un cultivo de Ascochita sp.

Los cultivos de prueba asi como los controles., se incu-
haron a 30 T 0 v e evaluaron cada 24 horas para observar el
crecimiento ﬁe. los microorgahismos con respecto al hongo
7.4 DiseMo de Investicacion.

74,1 Murstreao.

El muestréo se realizo completamente al azar,
tmmanda cinco  parcelas del departamento de Sacatepéauez:
de cada parcela se eligieron al arar cinco plantas, a las
cuales se le tamaron muestras de hojas. tallo, raflz vy del
suelo donde Sse encohfraban cultivadas.

7.4.2 fnalisis de Datos
Se analiza el crecim;entm de los microorganismos

aislados con respecto  al  patdgenn Qgrochiia sp, con g1 fin

de determinar si alguno  presentaba un efectc antagdnico pa-

rasitario socbre 21 mismo.
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De las cien muestras de hojas, tallo, ralz v sueto ob-
tenidas de parcelas de cultivao de arveis ching del departa-
mento.de Sacatepeauez sz obtuvieron un ftobal de 204 microor-
ganismos: 127 hongos vy &7 bactefia%; los cunltes fueron ais-

lados 21 agar papa-dexbtrosa y agar nuhbrifivo.

fAoi mismo se determind gue la cepa de Asgochita als-

lada de hojas atacadas ton mancha oscura obtenidas de culti-

vo de Arveia China del &res de estudio. fue Ascochita pino-

des. La identificacion se llevd a wabo en base a las ca-

i}

racteristicas anatGmicas ¥ mmfclbqicés pressnbadas POy 1a
tolonia aisladea. Esto concuerda con 21 estudic realizado
en 1994 por Elgueta vy col. que identificaron psta misma 25—
pecie comp la causante de Manchas Decura en el Departamento
de Sacatepéquez. (47).

El total de wmicroorganismos 3e dividid en grupos de
cuatro,_obteniéndmse un total de 51.gruuma: comn los cuoales
se realizaron las prusbas de antagonismo. Después de ocho
dias de incubacion se efectud la lectura de 1235 #rgg rapebi-
ciones en comparaciton a la de control. En kodos log cultsi-

vos de prueha no se obhservo efechto antagdn oo 13 pDarasibaria

sohre la cepa del natodgeno.



DISCUSION DE RESULTADOS

Eﬁ el muestrem reaiizadu, sg obtuvieron un total de
=04 microorgani%mos: 127 hongos.y &7 bacterias, tanto en
agar pépa—dextroaa ;omo en aéar nutritivﬁ. " SBe aislaron
un mayor nuamero d2 hongos oue de bacterias. ya gqgue la baja
temperaiura y la humedad aue se presenta en el ares donde
ce cultiva esta leguminosa es mads propiciaz para el déﬁaWFD“
1lo de hongos. Ademas debe tomarse 2n cuenbtsa gue se DbﬁUVﬂ
cultive puro de cada una de las diferentes colonias presen-—
tes en los dos medios de culitivo émpleados, lo cual es mas
fadcil en el caso de los hongos, que presenta caractefiaticas
roloniales tipicas. . | A diférencia de ilas bacterias gus
cepas diferentes pueden presentar caracteristicas coloniales
similares vy uUnicamente Fealizandc Druebaé adicionales se
puede descartar qgue todas_las colonias pertaﬁecen a la mismé
pacteria o a bacterias diferentes..

£1 aislamiento se efectud entre

et

as 24 y 48 horas de
incubacion v de las diluciones de 11000, lo cual facilito
la obtencidm de rcultivos puros de._cada microgrganismo; Ya
que en el caso de las diluriocnes 1:10 y 1:100 presentaron un
mayor crecimiento de colonias a las 24 haras, gue dificultd
obtener cultivos puros.

Para la obtencitfn del cultivo puro de Ascochita pinodes

L

fue necesario realizar una desinfecoion profunda, ya au=

e habia presentadeo mucha comtaminscion en los gislamisntos

20



iniciales., ademis de agregar antibioticos a1l @ medio v

acidificario para svitar el crecimiernio de bacterias. i_a
solonia obtenida  fug identificada observando las ascozporas
que presienta =1 honao. al esporular, lo cual se logro es-
timulando la colonia con luz ultravioclets.

Aungue el presente  trabajo no  se encontrd algan
organismo antagonico o parasito no  debe descartarse la
implementacion de control bielégico en  los culfivna ils2
arvela ching Qtacados con mancha ogsoura. yarque la presente
investigacion evalug un reducido numero e microorgsanismos
de un Area especifica. Podria ser fackible aislar aigﬁn
de cuitivc .que presentan dafios menos Egverus o bien 20
campos con  amplio historial de monoculiivo de arveja china;
sue havan presentado de una o gtra forma lea Qmsibilidad‘de

Hesarrollo de antagonistas o de parasito de Ascochita sp.



ARN

CONMCLUSTONES

1O, 1

1G.

rJ

De las muestras analizadas no se aislaron micro-~
organigmmg'con rapacidad de Darasitismo.o anta-
gonigmu-hacié el hongo Ascochita sp.

No c& descarta la posibilidad de que pusdan
existir algunos tipos de antagonistas o©  pard-
zitoz del hongo aéggggjﬁg_zp, para desarrollar
21 gontrol bioldgico de.la mancha Dgﬁura de la

arveja china (A, gigi)

A0
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RECOMEMDAT TONES.

i1.1

1t.
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11.

A

[ama |

Realizar estudicos para =1 aislamiento de po-
csibles antagonistas o pardsitos del hongo

Ascochita sp. en 4reas del pals donde los cubl—

menor de mancha oscura.

Realizaf estudios en campos con  amplio histo-
rial de monocultive de arveia china. detectar
dentro de los cultivos areas donde la severi-
dad es menor.

Utilizar diferentes .metmdgloqia; de muestreo
v de extraccitn de microorganismos dJda tejido
vegetal vy del suelo: asi como 0OLros medios de

cultivo para el aislamiento selectivo de mi-

crooroganismnos.
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10  aNEXOS

1 Conidias y Ascosporas de Mycosphaerelila pinodes.

B

Seccion vertical de pseudotecio en teliido el I
huesped (20 wl) '

B. Asca ( 10 u.)

C. Ascospaora (10 u.} :

D. Seccion vertical de picnidin en tejido del hugsped {20u)
£E. Parte de la pared del picnidio vy conidinsporas (10 u.)
F. Conidias (10 u.) a

Fuente: Hagedorn DJ. Compendium of Pea Diserases.

Ijnited States of America: American Phytopatholoaical
Gociety. 1984. IV+57 p. (p.11-19).

14



COMPARACION DE LAS DIMENMSIONES DE LAS ESPIORAS DE

[

ESFECIES DE fscochita sp.

[ Conidia de Phoma medicaginis var. pinodella 3.7 x 8 um,

8 Conidia de A. pinodes. 4.% x 12.7 um.

Ascaspora de Nycospﬁaerella pinades. 4.2 =% 14 um.

)

b
3
x

i_l
S
[

3

] Conidia de A. pisi.

Fuente: Haqedorn DJ. Compendium of Pea Diseases. United
States of America : American Phytopathological

Society. 1984. IV+57 p. (p. 11-15).
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A MEDIDS
L Martin = Rosa de Bengala (MRB).

Cantidagdes para prepatrar un litro.

a) KH-PO.. ' _ 1 a
b) F’igSé.; 0.5 g
c) FPeotona. b Q
Y Blucoss l 10 a
2) Rose de Bengala 0.05 g
d).Cloranfenicol ' _ _ L2550 o]
g) Agar | 10 q

I-3

Calde nutritivo.
Cantidades para preparar un litro,

a) Extracto de cerne 3

q
by Peptona b a
3 Caldo papa-deutrosa.
Cantidades para.prenarar un litrm;
a) Papas en rodaias _ 290 g
b) Dextrosa | ' ' ' | B Q

Hervir durante 20 minutos las papas en rodajés en un
erlenmeyer, luego filltrar con un eﬁbudo gue contenga algo-
don con gasa 105 500 ml donde ée hirvieron las papas a btfu
erlenmever ague contenga la dextrosa en 500 ml de agﬁa desti-

lada.

Para bhacterias se agregan 1.5 g de extracto de carne y

-—_

7.9 g de pepiona.

&%
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4 REGIONES CTLIMATICAS DE GUATEMALA

1-MontaMoz=a, alta hu-

merdad
Z-Bosqus lluvioso,
E-Tropical poco l1lu-
VvIiOsaQ.
4--Tropical. costa hi-
meda, planc volcoca-
nirco.
St -MontaMosas frioc v
orimaveral.
se-Subtropical, himedo
en tierras bajas.
T-Tropical., extrema

seauadad.
R-Tropical, humedo.

-
|

7

8
2

Regiones de cultivo de Arvejaz¥

Fuente: Buatemala Fruits, Vegetables, Spices. Nuts, Buatema-
la non Traditional Product Exporters fAszociation,
Guatemala: Centro Impresor Piedra Santa. 19W89: 1& p

{p. 2-3).
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