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NOMENCLATURA
°C Centigrados
msnm metros sobre el nivel del mar
mm/afio milimetros por afo
e | microlitros
mi mililitro
cm centimetro
TSMC Medio selectivo para el aislamiento Tiechodermaspp.
PDA Agar Papa Dextrosa
g gramos
rpm revoluciones por minuto
min minuto
AA Agaragua
Kg Kilogramo
m metros
pHm micrometro

mm milimetro
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l. INTRODUCCION

Ecuador tiene una superficie cultivada de flores de 6.000 hectareas, con un
rendimiento de 700.000 tallos por hectarea, lo que supone, en términos ,anuales
2.800 millones unidades, sienda@icer pais exportador de flores en el mundo, sélo

superado por Holanda y Colomb({&! Universal, 2010)

La Rosa, manejada tanto bajo invernadero como en un jardin doméstico, se ve
afectada por un sinnimero de enfedades como el moho gris causado por el hongo
Botrytissp. reduciendo la productividad y los tallos aptos para la exportaebon

gue determina el establecimiento de un plan de control preventivo y riguroso de la

enfermedad.

Por lo antes mencionado, kgricultura tradicional demandia utilizacion de
productos quimicos para su control; sin embargo, en el estudi@ac® por
Chamorro y Orellana(2005) se informa que las poblaciones Be cinereg
presentaron alta resistencia a Carbendazim e Iprodionea leve resistencia a
Pyrimethanil, en las Provincias de Pichincha y Cotopaxi, situacion que obliga a la

busqueda de otros esquemas de manejo de la enfermedad

En los ultimos afios se vavestigalo sobre el antagonistaichodermasp. que actia

como ontrolador biolégico deBotrytis sp. En la actualidad los almacenes de
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insumos agropecuariosfrecen formulaciones basadan este antagonistain
embargo formulaciones con cepas nativas no existen o son poco estydiadas
circunstancia que determina ahgleo de formuladogomerciales, manifestando

comportamientos erraticos.

Determinando la importancia del uso de cepas nativagideodermasp. para el
control deBotrytis cinereaen la presente investigaciose aislo y purificd cepas
nativas deTrichodermasp. obtenidas en la Finca FlorMachachi, ubicada en el cantén
Mejia, Bario San Alfonso. 8 aislaron 17 cepas y se las confrant&itro con una
cepade Botrytis cinerea de comprobada patogenicidadjsladasie la misma finca
Se usé como ageée de control parcial a la cepaoporcionada pola Carrera de

Ciencias de la Vida IASA, cepa C19.

Las cepas obtenidas se almacenaron con 3 métodos de conservacién formando un
cepario para futuros trabajos. La primera fase de esta investigaaiéaligé en el
Centro de Investigaciones de la Escuela Politécnica del Ejérci@arrera de

Ciencias Agropecuarias IASA I.

La Segunda fase de esta investigacion se realiz6 en la Finca FlorMachachi, esta fase
consistia en evaluar en campo la mejor cepa egtadisticamente manifestd
caracteristicas biocontroladoras del patdégeno, siendo esta la Cepa 10B,
conjuntamente se evalud la cepa C19 proporcionada por el Centro de Investigaciones

de la Escuela Politécnica del Ejérdit€arrera de Ciencias AgropecuaridSA |.
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Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General del Proyecto
Obtener y evaluar cepas deichodermaspp. nativas presentes en la floricola
FlorMachachi conjuntamente con el stock de cepas de IASA 1, para el control de

Botrytis cinereaen el cultivo de rosafkpsasp.).

2.1 0bjetivos Especificos del proyecto

e Aislar, purificar y conservar cepas @lechodermade muestras del suelo de
los diferentes invernaderos de la floricola FlorMachachi.

e Aislar, purificar y conservar cepas Betrytis cinereditopatégenas de rosas
de la floricola FlorMachachi.

e Establecer la capacidad antagbénica de cepaJradodermaspp de la
Floricola FlorMachachi y IASA | en el control dBotrytis cinereaen
condiciones de laboratorio.

e Analizar el crecimiento diametral sy capacidad de conidiacién de las cepas
deTrichodermaspp. aislados de la floricola FlorMachachi.

e Establecer la eficiencia de cepas @ischodermaspp. nativas y de la
coleccion del IASA | en el control dBotrytis cinereabajo condiciones de
invernadeo.

e Evaluar la eficiencia de cepas deichodermaspp. nativas y de la coleccion
del IASA |, aplicadas en el campo paeh control deBotrytis cinereaen

poscosecha.
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e Determinar el porcentaje de botones exportados, los destinados al mercado
local y aquellogonsiderados como no aptos para la venta
e Analizar la relacion costo beneficio de los tratamientos empleados para el

control deBotrytis cinereaen el cultivo de rosa.

Il. REVISION DE LITERATURA

3.1La Rosa

3.1.1. Taxonomia y Morfologia

Division: Angiospermae
Clase: Dicotiledoneae
Subclase: Archiclamidae
Superorden: Résidas
Orden: Rosales
Suborden: Rosinae
Familia: Rosaceae
Subfamilia: Rosidae

Tribu: Rosae

Género: Rosa

Fuente: Figueroa y @Geia, cidcs por Martinez y Moreno (2008)

El rosal es una planta arbustiva, de porte abierto, con ramos lefiosos, y normalmente

espinosos. Lamayoria de las especies posdefiolos dispuestos en forma de
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plumas, desde 5 hasta 19 foliolos, las hojas son pinnadas, con estipulas y caducas

(Figueroa y Garciaitados por Martinez y Moren2p08).

El tamafo, color, nUmero de pétalos y sépalos estan determinados por las
caracteristicas de las variedades. Syashson compuestas y el nimero de foliolos
depende de la edad y variedad de la plg@alan citado por Martinez y Moreno,

2008).

Para flor cortada se utilizan los tipos de té hibrida y en menor medida los de
floribunda. Los primeros presentan largos tallos y atractivas flores dispuestas
individualmente o con algunos capullos laterales, de tamafio mediano o grande y
numerosos pétalogue forman un cono central visible. Los rosales floribunda
presentan flores en racimos, de las cuales algunas pueden abrirse simultdneamente.

(Agroinformacién,2003)

3.1.2. Requerimientos para el Desarrollo del Cultivo
3.1.2.1Temperatura
Para la mayoria de los cultvale rosa, las temperaturas Optimas de crecimiento son
de 17°C a 25°C, con una minima de 15°C durante la noche y una maxima de 28°C
durante el dia. Pueden mantenerse valores ligeramente inferiores o superiores durante
periodos relativamente cortos sin qgeproduzcan serios dafos, pero Rodriguez y
Flérez, (2006 afirman que una temperatura nocturna continuamente por debajo de

15°C retrasa el crecimiento de la planta, produce flores con gran niumero de pétalos
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deformes, en el caso de que se abran. Tempasatucesivamente elevadas también
dafian la produccion, apareciendo flores mas pequefias de lo normal, con pétalos

escasos Yy de color mas calido.

3.1.2.2Humedad relativa

Durante el periodo de brotacion de las yemas Yy crecimiento de los brotes, es
aconsejable unhumedad relativa alta (880%) a fin de estimular el crecimiento,

para posteriormente estabilizarla a valores def5¥%. Una caida de la humedad
relativa por debajo del 70% puede ocasionar ciertos desarreglos fisiolégicos en la
rosa: deformacién de hmies, hojas menos desarrolladas, vegetacion pobre, caida
total de hojas. Por el contrario, humedades relativas altas pueden ser causa de
desarrollo de enfermedades. En los momentos calidos del dia, en donde la humedad
relativa es mas baja, se puede @meentar mediante aplicaciones de agua sobre la
vegetacion (nebulizacion), dando riegos cortos y frecuentes. Cuando la humedad
relativa sea elevada, se reducira mediante la ventilacion del invern@dgoeroa y

Garciacitado por Rodriguez y Fl6re2006).

3.1.2.3Suelo
La rosa 8 capaz de tolerar una amplia gama de tipos de suelo, aunque pefiere
suelo acidaue presente un pH de 5.5 a 6.5. Cumpliendo con este requerimiento, la

rosa secomportamucho mejor.
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3.1.2.4Fertirrigacion

Actualmente la fertilizaciorse realiza a través de riego, teniendo en cuenta el
abonado de fondo aportado, en caso de haberse realizado. Posteriormente también es
conveniente controlar los parametros de pH y conductividad eléctrica de la solucion

del suelo asi como laalizacion danalisis foliares(Agroinformacion 2003)

TABLA 1. Niveles de referencia de nutrientes en hoja. Se toman como
referencia los de la primera hoja totalmente madura debajo de la flor Hasek,
citado por Agroinformacion (2003)

Macroelementos Niveles deseablg$o)
Nitrégeno
3.00-4.00
Fosforo
0.20-0.30
Potasio
1.80-3.00
Calcio
1.00-1.50
Magnesio
0.25-0.35
Microelementos Niveles deseables (ppm)
Zinc
1550
Magnesio
30-250
Hierro
50-150
Cobre
5-15
Boro
30-60
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El pH puede regularse con la adicionabgdo y teniendo en cuenta la naturaleza de

los fertilizantes. Asi, por ejemplo, las fuentes de nitrdgeno como el nitrato de amonio
y el sulfato de amonio, son altamente &cidas, mientras que el nitrato célcico y el
nitrato potasico son abonos de reaccidcalma. Si el pH del suelo tiende a
aumentar, la aplicacion de sulfato de hierro da buenos resultados. El potasio suele
aplicarse como nitrato de potasio, el fésforo como &acido fosférico o fosfato

monopotasico y el nggnesio como sulfato de magnegidgroinformacion, 2003.

3.1.3. Problemas Fitosanitarios

3.1.3.1Principales plagas en el cultivo de rosas

El cultivo de rosa se ve afectado por diversas plagas, las cuales pueden ocasionar
grandes pérdidas econdmicas, si sus poblaciones no se mantienen bajo control.

(Agroinformacién 2003), hquiere que entre las principales plagas se encuentran:

e La arafia roja (Tetranychus urticgees la plaga mas grave ehcultivo dd
rosal ya que la infestacion se produce muy rapidamente y puede producir
dafios considerables antde que se reconozca. Inicialmente las plantas
afectadas presentan un punteado o manchas finas {alaradlentas en las
hojas, posteriormente aparecen telarafias en el envés y finalmente se produce

la caida de las hojas.
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e Pulgon (Macrosiphum rosge Atacaa los vastagos jovenes o0 a las yemas
florales, que posteriormente muestran manchas descoloridas hundidas en los

pétalos posteriores.

e Trips. Se introducen en los botones florales cerrados y se desarrollan entre
los pétalos y en los 4pices de los vastagsso da lugar a deformaciones en
las flores que ademas muestran listas generalmente de color blanco debido a

dafios en el tejido por la alimentacion de los trips.

3.1.3.2Principales enfermedades en el cultivo de rosas

Otro de los factores que pueden llegaafactar la produccion de rosa son las
enfermedades ocasionadas generalmentehpngos fitopatégenos; entreslanas

frecuentes se encuentran:

e Mildeo velloso (Peronspora sparsa): se desarrolla favorablemente bajo
condiciones de elevada humedatgmperatura, dando lugar a fgasicion de
manchas irregularede color marrén o purpura sobre el haz de las hojas,
peciolos y tallos, en las zonas de crecimiento activo. En el envés de las hojas
pueden verse las estructuras de fructificacion del hongaregendo

pequefias areas grisacé@salan citado por Rodriguez y Floreg2006.

e Mildeo polvoso (Sphaerotheca panno$alas condiciones favorables para el
desarrollo del patdgeno en el cultivo son humedad relativa erftte 29 %

y temperatua entre 10 y23°C, por déajo de 5°C o por encima de &3fa



22

germinacionde las conidiase inhibe. Los sintomas se pueden presentar en
tallos, espinas, flores, pedicelos, sépalos, receptaculos y pétalos. Al principio
el mildeo polvoso aparece sobre las hojas joveedas plantas a manera de
zonas vejigosas ligeramente salientgse en poco tiempo se cubren con hifas
polvorientas y de un color blanco grisaceo, las cuales hacen que lasehojas s

deformen conforme se expand@mgroinformacion 2003).

e Moho gris (Botrytis cinereq Es una enfermedaaiuy frecuenteen cultivos
en invernadero, siendo poco conocida al aire libre. Se producen necrosis
extensas en los tallos y brotes, pero el daés conocido es el que causa
las flores. Rodriguez y Flord2006), indican que los sintomas geesentan
en los botones florales, con diferentes grados de apertura, aparecen, primero
pequefias manchas rojo purpypasteriormente el micelio y las estructuras
de propagacion del hongo cubren toda la flor observandose en este caso una

masa polvorienta gris.

3.2Botrytis cinerea
3.2.1. Generalidades
Botrytis sp., el agente causal del moho gris, es un patogecmtréficode plantas,
que causa serias enfermedades en pre y postcosecha en al menos 235 especies de
plantas, incluyendo un rango de cultivos agronOmicamente importantes como uvas,
manzanas, peras, tomates, fresas, pepinos, bulbos de flores y plantas ornamentales,
a ravés de heridas, de aberturas naturales o directamente a través de la cuticula

intactg de acuerdo a informacion propuesta Reiset al 2005). El hongdotrytis
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sp., no tiene Unicamente la capacidad de crecer como saprofito sobre tejidos de
plantasmuertas 0 en descomposicion, tambjguede ser un patdgeno tleres,

tallos, bulbos y semillagChase,2000). EI moho gris crece principalmente sobre
frutos maduros después de la cosecha, pero también sobre flores y frutos maduros e

inmaduros antes de t@sechaconforme manifestHelbing2001).

La enfermedad del moho gris es encontrada primariamente en climas templados,
pero puede ocurrir dondequiera que se produce un cultivo susceptible (Chase, 2000).
La susceptibilidad al moho gris de los 6rganos de las plantas, particularmente frutos
y flores incrementa con la edad o maduracion. Los factores que aceleran la
senescencia, como el etileno, tiende a incrementar la susceptibilidad, mientras que
los tratamientos que disminuyen la senescencia, como el calcio, citoquinina y

giberelina, tienden a anementar la resistencjglad,1997).

Esta enfermedad es mas seria cuando legpdmturas estan entre 2° y 7°C
adicionalmente, lagxra circulacién de aire, humedades altas y un crecimiento lento
de las plantas pueden todas contribuir en un brote tElgraoBotrytissp. (Chase,

2000). La infeccién de los tejidos de las plantas PBotrytis spp. requiere la
expresion coordinada de un gran conjunto de enzimas de patogenicidad que pueden
degradar la capa protectora de las células de las plantas y ensadeduimicade

acuerdo aManteauet al,, (2003).

Una vez introducidoBotrytis sp. en los cultivos, puede sobrevivir en sustrato

organico, hojas muertas caidas y en tejidos de plantulas como componente de la
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biota del filoplano, debido a que produce estructuras de latencia como los

esclerociogMolina et al., 2006).

La germinacion de los conidios y el crecimiento del tubo germind&atieytis sp.

sobre tejidos de la planta son dos etapas importantes emcetp de infeccion que
pueden ser utilizadas para investigar aspectos de la susceptibilidad relativa de los
tejidos a la infeccion por el patdgeno. La germinacién de los conidios puede ser
influenciada por los nutrientes y quimicos disponibles en elotdjiospedador;
igualmente sustancias de tejidos de plantas muertas, estimulan la infeccién por

Botrytissp.(Perrymaret al, 2002).

3.2.2. Clasificacion taxonémica
Superreino:  Eukaryonta
Reino: Mycetae: fungi
Division: Amastigomycota
Subdivision: Deuteromycotina
Clase: Deuteromycste

SubClase: Hyphomycetidae

Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Botrytis
Especie: cinerea

Fuente: Bayona, citado por Rodriguez y FIo(2206.
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3.2.3. Morfologia
El patégendotrytis sp. produce gran cantidad de micelio gris y varios conidiéforos
largos y ramificados, cuyas células apicales redondeadas producen racimos de
conidios ovoides, unicelres, incoloros o de color gris. Los conidiéforos y los
racimos de conidios sssemejan a un racimo de uvas. El hongo libera facilmente sus
conidios cuando el clima es humedo y luego éstos son diseminados por el viento. El

hongo a menudo produce escleosdirregulares, planos, duros y de color negro.

Algunas especies producen a veces una fase perfe@aletetinia en la que las

ascoporas se forman en un apotedigfoinfomacid, 2003)

FIGURA 1. Conidioforg conidiade Botrytissp. Tomado de:
www.-biol.paisley.ac.uk/bioref/funddotrytis.cinereahtml
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Las colonias pueden ser de tipo micelial, esclerocial o esporulante. La de tipo
micelial es una colonia de crecimiento mas rapido, abundante, algodonosa, y de color
pardo. La de tipo esclerocial, es una colonia de crecimiento lento, micelio escaso de
color blanco inicialmente y luego color gris a pardo, con abundantes esclerocios de
color negro, distribuidos irregularmente en el mg#igueroa y Garcia2002). Los
esclerocios se caracterizan por poseer varias capas exteriores formadas por células
de parédes oscuras que dan la coloracion negruzca externa del esclerocio; las capas

internas estan constituidas por células hial{Gscés de Granadd998).

3.2.4. Ciclo de vida
Botrytis inverna en el suelo en forma de esclerocios o de micelio, el cual se
desarrolh sobre restos de plantas en proceso de descomposicion. Al parecer, este
hongo no infecta a las semillas, pero puede propagarse con las semillas contaminadas
mediante esclerocios del tamafio de esas semillas o sobre restos de plantas a los que
ha infectado.Las etapas de hibernaciétambién se propagan mediante cualquier
cosa que mueva el suelo o los restos vegetales que pudieran portar esclerocios o
micelio del hongo. Este ultimo requiere un clima himedo y moderadamente frio (18
a 23° C) para que se desdle adecuadamente, esporule, libere y germinen sus

esporas y ara que produzca la infeccion (Agroinformacid@3).
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FIGURA 2 Ciclo de vida dBotrytissp. Tomado de:
http://www.agf.gov.bc.ca/ornamentals/publications/pesticide/didRaise/
ytis_cinereapdf
3.2.5. Factores de crecimiento padatrytissp.

El patégeno muestraactividad a bajas temperaturay, produce pérdidas
considerables en cosechas que se han mantenido almacenadas durante largos
periodos, aun cuando las temperaturas estém 6ny 10° C. Las esporas que han
germinado rara vez penetran directamente en los tejidos que muestran un crecimiento
activo, pero lo hacen en tejidos de la planta a través de heridas o después de que se
han desarrollado durante un teetiempo y han formdo micelio(Agroinformacion

2003)

3.2.5.1Humedad relativa

La humedad relativa se considera como el principal factor en el desarrollo del hongo
Botrytis sp. Para su crecimientoecesita de alta humedad relativa, principalmente
para la germinacion de l@®nidios ya que estos germinan en un rango €&0986

de hunedadrelativa de acuerdo a la informacion descrita geabon, (2001),
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mientras que la esporulacion del hongo comienza entre 70 y 100% de humedad

relativa(Edenet al. 2002).

El contenido de agua&n los tejidos de la planta, al ser mayor, aumenta la
permeabilidad celular, facilitando la entrada de diversos patdgenos. Por ello, la
incidencia deBotrytissp. puede incrementarse en épocas de lluvia, en cultivos a libre

exposicion o por un mal mandje riego(Rabon,2001).

3.2.5.2Temperatura

Este factor es de gran importancia para el crecimiento del hongo, puesto que se logra
el mayor porcentaje de germinacion de los conidios, cuando la teorperasta
entre 15 y 20°@Rabdn 2001). El micelio es capaie crecer a temperaturasrcanas
a 0°C. Los esclerocios también denominado cuerpos de resisgenfiaman cuando
las temperaturas fluctian entre 11 y 13°C y la esporulacion de estos cuerpos es

favorecidh por temperaturas de 12 a 24t@hlali et al, 2006).

3.2.5.3pH
Los conidios deBotrytis sp. germinan a un pH entre73 encontrdndose una

germinacion 6ptima a un pH dgHBigueroa y Garci2002).
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3.2.6. Penetracion de Tejidos y Degradacion Enzimatica de
Paredes Celulares.
Después de la germinacion de tmsidios del fitopatégeno sobre la superficie de la
planta, la penetracion de éste puede ser directhfub@ germinal conidial puede
alongare antes de la penetracion y el apresorio es formado al final de la elongacion

del tubo germinalElad, 1997).

Para infectar los tejidos intactos, el hongomero penetrda cuticula, la cual
constituyela primaga barrera a la penetracion del hongas heridas y tratamientos
gue alteran o disuelven la cuticplermitenuna rapida proporcion de infecci@veir

etal. 1998).

En algunos casos las defensas fisicas y quimicas del hospedero pueden limitar la
propagacion de las primeras fases de la infeccion y el patbgenceentna fase

quiescente o latente en el tejido hospedEhmer y Reglinski2006).

La penetacion de los tejidos del hospedero no parece estar relacionado en la
proporcion de germinacién pdotrytis sp. y el desarrollo de la enfermedad esta
vinculado al proceso de pogtenetracién. Igualmente, no hay diferencias en la
proporcion de germinacionedBotrytis sp. sobre pétalos de rosas de cultivos
susceptibles y resistentes, pero los conidios germinados penetran la cuticula del

cultivo susceptible comayorfrecuencigLahlali et al, 2006).
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Después de que la hitel hongo penetra la cuticulay degradacion de las paredes
celulares de la planta por enzimas hidroliticas que facilitan la penetracion y

colonizacion de tejidos hospederos y que ayudan al crecimient¢Bi#d, 1997).

Las enzimas que hidrolizan la pared celular causan la liberagiantdentes de las
células del hospedero, crean estrés osmotico sobre los protoplastos y finalmente
causan la muerte celular. Las enzingameradas padBotrytis cinéreadegradan la

pared celularhan sido identificadas en tejislinfectados de muchas plantas y su
produccion puede ser inducida en cultivos que suministren sustratos apropiados.
Varias enzimas han sido reportadas por estar involucradas en el proceso de
patogenicidad d®otrytis sp., una de ellas, la cutinasa, la duidroliza los enlaces
primarios del polimero de la cutina. En algunos estudios se encontrd la cutinasa
citoplasmatica constitutiva en conidios no germinadd3aleytissp. y se sugirié que

la enzima puede jugar un papel importante en la infeccion teeymamforme lo
propuestoElad, (1997). Otras enzimas descritas pBrrytis sp. incluyen la
poligalacturonasas (PGs), pectinliasas (PLs) y pectinmetil esterasas (PMESs) las
cuales degradan la pectina. La degradacion de las proteinas de la pared celular se

lleva a cabo por acido aspartico protea@Rsiset al., 2005).

3.2.7. Ciclo de Infeccién
Los conidios ddotrytissp. pueden ser producidos sobre cualquier material vegetal y
transportados a grandes distancias por corrientes de aire. Una vez que los conidios

han alcanzado la superficie del hospedero se inicia el ciclo de infeccion que, para
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facilitar su descripcion y estudio, puede considerarse dividido en varias fases

(FIGURA 3)

La adhesion y germinacion de los conidios sobre la superficie del hospedero
(Benito et al.,2000).

Su penetracion en el tejido vegetal, bien a través de heridas o de aberturas
naturales, bien directamente mediante la participacion de distintas
actividades enziméticas o mediante la participacién de diversos procesos
mecanicos (incluyerw la diferenciacion de estructuras de penetracion).
(Benitoet al, 2000).

El establecimiento del patdégeno en la zona de penetracion, determinando la
muerte de las células adyacentes al punto de penetracion y dando lugar a la
formacion de una lesién primarcomo consecuencia de la expresion de los
mecanismos de defensa de la plgBenitoet al, 2000).

En muchos casos se inicia entonces una fase de latencia durante la cual los
mecanismos de defensa de la planta parecen controlar al patégeno que
permanee localizado en las areas de necrosis correspondientes a las lesiones
primarias.(Benitoet al, 2000).

Transcurrido un tiempo, en algunas lesiones primarias el patdgeno es capaz
de vencer las barreras defensivas de la planta e inicia su diseminacién en el
tejido vegetal circundante, determinando la colonizacién y la maceracion del
tejido infectado en un breve periodo de tiempo. Sobre el tejido infectado el
patdgeno produce una nueva generacion de conidios que pueden iniciar un

nuevo ciclo de infeccié(Benito et al, 2000).
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Bajo condiciones favorables, el ciclo completo de infecciéon puede ocurrir en 3 0 4
dias, dependiendo del tipo de tejido atacado. Después del contacto entre el conidio y
el tejido, un namero de factores influencia la germinacion. Ute laimedad
relativa es requerida para la germinacion y penetracion de la epideamili et al.,

2006).

Estructuras de penetracidn

—
Adhasidn —* Garminacidn -";—_____'_ »

i Fenetracidn -Epidermis
- Heridas

L

Lesidn primaria B
Evasidn de los

¥ Mmecanismos
i Latencia) de dafansa del
hospadaro
L
Disparsion —E ulacién Lesiones disparsivas
de sparuiacion Maceracion |

conidios

FIGURA 3. Ciclo de infeccién deBotrytis sp. Fuente: Benitoet d., (2000).

3.2.8. Sintomatologia
Botrytis sp. puede atacar distintos érganos en la planta, incluyendo flores, pedicelos,
hojas, yemas, frutos, bulbos, cormos, tubérculos y raices. Asi mismo, es posible que
Botrytis sp. ataque tejidos tiernos y suaves, tales como pétalos, yemas, y brotes
tiernos,debilitando el tejido, envejeciéndolo y causando su m{@erano2006).
Hay dos clases de sintomas causados Burytis sp. infeccion localizada y
propagaciéon de la necrosis. Las lesiones localizadas estdn asociadas con la

ocurrencia de factores como el bajo nivel de in6culo, ausencia de agua libre en la
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superficie del hospedero, ausencia de tejido altamente suscepskleescente y
falta de nutrientes exdgenos. Si uno 0 mas de estos factores no limitan la infeccion, la
lesion causada poBotrytis sp. se propaga. Ademas, los sintomas tipicos de la

enfermedad del moho gris son evider{igad, 1997).

Inicialmente, losintomas aparecen sobre pétalos iafas con lesiones localizadas
posteriormente, estas lesiones llegan a ser necrdticas y se propagan a pétalos
completos y el receptaculo; finalmente resulta en muerte de la flor y caida de los
pétalos. El problema egyravado por la latencia de la infeccion en los pétalos, en los
cuales los sintomas pueden no ser visibles en la cosecha, pero podria prevalecer en
condiciones de alta humedad relativa y temperatura durante el almacenamiento y

transportgMeir et al, 1998).

Uno de los sintomas mas serios de la enfermedad que prBdtrgéis sp. es la
putrefaccion del tallo o de la cabeza de la rosa. El hongo forma rapidamente
conidios en el tejido dafiado, produdde una apariencia gris vellog&€hase2000).

La infeccién por el hongo fitopatégeno resulta en un cambio de la fisiologia de la
planta y alteraciones mecéanicas y bioquimicas. Ademas, la infecaidsa
reduccion delcontenido de clorofila y proporcion de fotosintesis que resulta en

sinomas visibles de lanfermedadElad,1997).
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3.2.9. Control deBotrytis cinerea
Las enfermedades causadas patrytis sp. se consideran de gran importancia
econdmica, porque causan dafios en el campo, durante el transporte y en el
almacenamiento. La enfermedad del moho gris es de dificil control, por lo que deben
utilizarse diversas medidas para el manejo de la enfedratls como, el control
bioldgico, la aplicacion de fungicidas protectores y sistémicos, el manejo en los
tratamientos de postcosecha y en las técnicas de almacenamierdaliziacion

oportuna de las pcéicas culturales y la utilizacién de cultivosistantes.

Los avances Y la integracion de algunas de esas medidas han llevado a mejorar en

gran pate el control de la enfermedé@lavijo y Cruz, 1997).

3.2.9.1Control Cultural

Es uno de los aspectos mas importantes para el control de esta enfermedady deberi
de condicionar el dimensionamiento y tipo de invernadero para las comarcas donde
Botrytis cinerea es un problema grave. Agroinformacion (2003) destaca las

siguientes practicas:

Es importante evitar las siembras demasiado densas en condiciones de baja

luminosidad.

La solarizacion es efectiva para el control de esclerocios. Manejar la aireacion,
calefaccion y el riego en invernadero con el fin de reducir la duracion de los periodos

diarios que combinan humedad a saturacion y condemsscy temperatas de 15
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17° C. @ntrolar los niveles de nitrdgeno en el suelo, ya que niveles elevados

favorecen el desarrollo de la enfermedad.

Es fundamental la retirada de restos de cultivo y plantas afectadasepdermedad

tanto en el interiodel invernadero como alrededores.

Hacer podas y deshojados a ras del tallo para no dejar tocones que sirvan al

desarrollo del parasito. Aplicacion de una pasta fungica en las heridas.

Aplicacion de cubiertas plasticas de invernadero con absorciaz détriavioleta ya

gue reducen la esporulacion y la tasa de colonizacion epidermal.

3.2.9.2Control Quimico

La presencia de cepas tolerantes a los benzimidazoles, carboximidas e incluso a
ditiofencarb + carbendazima, hace necesario utilizar estas mateneas acn
cautela, eligiendo de forma alternativa de los distintos grupos sistémicos con los

productos de contacto.

Para el control quimico dBotrytis sp. existen diversos tipos de fungicidas tales
como: fungicidas multisitio, que actuan a nivel de Igirason celular del hongo,
inhibidores de la sintesis de microtubulos como los benzimidazoles y N
fenilcarbamato, inhibidores de la sintesis de lipidos como las dicarboximidas,
inhibidores de la sintesis de proteinas y aminoacidos como las anilindpias)

inhibidores de la sintesis del esterol en la membrana celular y algunos otros
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mecanismos denominados de ultima generacion, como los int@bide la sintesis

de metioningRosslenbroich & Stueble2000).

Los fungicidas son usualmente valiespero en su mayor parte se utilizan como
preventivos. De este modo, un programa regular de aspersiones con productos

preventivos es casi siempeemejor estrategia de control (Monta2605).

Numerosos fungicidas preventivos, pertenecientes a ds/gnggos quimicos, se
han utilizado en el control dBotrytis sp. en floresentre los cuales se destacan
clorotalonil, dicloran, maneb, mancdzehiram, captan, entre otros (Clavijo y Cruz,

1997).

3.2.9.3Control Biolégico

El control biol6gico es una alternadiypara disminuir el uso de fungicidas quimicos,
la cual consiste en el uso de procesos biolégicos para rddsigpérdidas en los

cultivos (Santoset al, 2004). El éxito de la implementacion de métodos
biosupresivos para el control dBotrytis sp. es dependiente de un intimo
conocimiento de la ecologiagpidemiologia de la enfermedad (Elmer y Reglinski,

2006).

Muchos microorganismos no patogénicos reprimen el crecimiento de fitopatdbgenos
a través de la competencia de nutrientes, la produagometabolitos inhibitorios
y/o por parasitismo, por lo tanto limitan naturalmente las enfermedades de las plantas

en el cultivo. Numerosos estudios han descrito el aislamiento de microorganismos
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antagonistas con una vision de explotar su potenciallpasapresia biologica de

las enfermedadd&lmer y Reglinski2006).

El control biolégico usando microorganismos antagonistas naturales ha sido
extensivamente estudiado, y algunos hongos y bacterias han sido demostrados como

efectivos contra el mohoigr

3.3 Trichodermasp.
Persoon, citado por Humerg2004) propuso eféneroTrichodermacon cuatro
especies, de las cuales solo uhayiridag pertenece ahora al género. Anteriormente
en el afio 926, Abbott, citado por Humerg2004) consider6 que habia cuatro
especies en el género, doal fue aceptado por Gilman, Humers, Rifai, citagor
Humeres (2004) conjuntamente con Cook y Baker (1989) revisasdngénero
Trichoderma para incluir nueve especies mas, y esto ha sido hasta ahora

generalnente aceptado

3.3.1. Taxonomia y Morfologia
Este género pertenece a la subdivision Deuteromycotina, siendo un hongo imperfecto
gue carece de estructuras de reproduccién sexual, se encuérddo idn la clase
Hyphomycetyes, orden Hyphales y sus esporas asexuales, las cuales e forman sobre
hifas 0 en su interior, se encuentra expae libremente a la atmdsfera (Agrios
1996). El génerdrichodermasp. psee conidioforos erectos o arrastradtiareente
ramificados, mas o menos conicos, al final del conidiéforo las conidias se agrupan en

forma de pelota. Las conidias son de distinto tamafio forma, pueden ser globosas y
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ovoides. Comunmente forman clamiddsporas intercaladas o raramente terdagales,

cuales son azules a verddGURA 4) (Cook y B&er,1989).

Division 1 MYXOMICOTINA

Subdivision 4 DEUTEROMYCOTINA

Clase 2 HYPHOMYCETES

Orden Hyphales

Familia Monilaceae

Género Trichoderma

Especie T. harzianum, T. hamatum, T.viridantre otras

FuenteAgrios, 1996

FIGURA 4. Hifay Conidias de Trichodermaspp.
Fuente www.doctorfungus.org/thefungi
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3.3.2. Ciclo de vida
El organismo crece y se ramifica desarrollando tipicas hifas fungales de 5 a 10 um de
diametro. La esporulacion asexual ocurre en conidias unicelulares (3 a 5 um de
diametro), usualmentis de color verde son liberados en grandes cantidades. Se
forman clamidosporas de descanso unicelulares, pero puedendtse entre dos o

mas(Cornejq 2005).

3.3.3. Control de hongos fitopatégenos cbmchodermaspp.
El géneroTrichodermaha sido evaluado por muchos investigadores por su eficacia
en el biocontrobe hongs patégenos de plantas (Beagle y Papavi&A85). Desde
1930 se conocen las capacidades micoparasitabrideodermaspp., y desde
entonces se ha investigado su uso como contoldd enfermedades fungosas
(Cook y Baker,1989), convirtiéndose en el hgm antagonista mas estudiado, con
publicaciones que demuestran su efecto contra patégenosAroniltaria melleg
Sclerotium rolfsii, Fusariunsp., Verticillium dahliaey Gliocladiumsp., entre otros

(Wainwright,1992).

El método de control d€richodermacontra hongos fitopatdgenos es principalmente
a través de competencia y predacion. Los micelios rodean a las hifas del hongo presa,
produciendo un estrangulamiento, seguido de una penetracion queatguori

desintegrarlas.
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Posterior a esto,| enicoparasito se alimenta de este susir&s sabido que algunas
cepasde Trichodermaproducen antibiéticos que actian soRt@zoctonia solany

Sclerotium rolfsiiproduciendaina degradacion de sus hifas (Cook y Bak@89).

3.3.4. Efecto sobre el creciranto de las plantas

Durante muchos afios ha sido conocida la habilidad de estos hongos para incrementar
la tasa de crecimiento y desarrollo de las plantas, en especial de su sistema radicular,
si bien todavia no se conocen con certeza los mecanismosciaduls en este efecto

asi, se han descrito cepas del hongo que contribuyen al crecimiento, en cuanto a
profundidad de las raices en cultivos como maiz y algunos pastos, haciendo que estos
sean mas resistentes a la sequia. Otro estudio indica que lasdmies plantas de

maiz colonizadas pofrichodermaT22 requieren un 40% menos de fertilizantes
nitrogenados en relacién a las raiceg qu se encuentran colonizad&arfinet,

citado por Corneja2005).
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V. MATERIALES Y METODOS

4.1MUESTREO EN CAMPO
4.1.1. Descripcion Del Lugar

4.1.1.1Ubicacion Politica

El muestreade botones de rosa y sue® realizéen la finca FLORMACHACHI

ubicada en la parroguia Machachi, canton Quito, Provincia de Pichincha

4.1.1.2Ubicacién Ecolégica

La empres&LORMACHACHI donde se realizél muestreo se ubica a 2880 msnm,
con una temperatura promedio de 13°C, con una pluviosida8##nm/afio, suelo

tipo franco arenoso, matorral himedo.

4.1.2. Materiales

4.1.2.1Materiales para muestreo en campo

Libreta para campo, marcadores, bolsas plasticas desechalpteaptpara toma de

muestras deuglo, baldes, balanza, marcaddallera

4.1.3. Métodos

4.1.3.1. Recoleccidon de muestras de suelo

Para la recoleccion dies muedras de suelo efa finca, setomd en cuentala
extension del cultivo, se hizan promediode 30 picadas ewcada lote de las

diferentes variedadede rosas, entre los 20cyn30cm de la rizosfera; smezclé
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uniformemente lasubmuestas de suelo y se seleccionda muestra compuesta de

1000g.

4.1.3.2. Recoleccion de botones florales con sintomas de

Botrytis cinerea

Serealizéun andlisis visual en las variedades mas susceptibles; siendo estas: Amelia,
Caipirina Vendela; identificando las plantas que presengntonas de la
enfermedad, se extrapbotones floales por variedad, se guared fundas plasticas

nuevascon una teunda de algodon lo cual fornuia camara hiumeda.

4.2TRABAJO EN LABORATORIO
4.2.1. Descripcion Del Lugar

4.2.1.1Ubicacién Politica

La fase de laboratorio paehaislamiento, caracterizacion, conservacion, validacion,
formulacién y andlisis de resultados depa® deTrichodermaspp. vs Botrytis
cinereg se realizén ellabaatorio de Control Biologico de la Carrera de Ciencias
Agropecuarias’ IASA 1, Departamento de Ciencias de la Vida, de la E.S.P.E.,
ubicado en la provincia de Pichincha, canton Rumifjglfaioquia San Fernando, en

|l a Hacienda AEI Pradoo, Rep%blica del
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Fuente: Iégenes Googlarth, 2010

4.2.1.2Ubicacién Geogréafica

Los laboratorios estandalizados a78°24°4" (O) y 0°23°20" (S)

4.2.1.3Ubicacién Ecolégica

A una altitud de 2748m, con una humedad relativa de 68%ayemperatura media

de 12°C, bsque montano bajo del Norte de la Sierra

4.2.2. Materiales

4.2.2.1Materiales para la §® de laboratorio

Los reactivos empleados fuerofsgua estéril,dcohol antiséptico, alcohol potable,
agar,caldo criogénico B, silica gel, caldo criogénico &ajas de petri con medio
TSM para el aislamiento deichoderma cajas de petri con medio selectivo para el
asilamiento d@otrytis, cajas de petri con PDAotero de KOH (3%)hipoclorito de

sodio al5.5%,muestras de suelo



44

Los materiales empleados fuerorArroz, algodén, asa de transferencia
atomizadoregbisturi, cascarilla de arroz;ubre objetosgrioviales con tapa de 1mi
fundas de polipropileno de 17.8 x 25agnantes quirurgicos desechabiesingas de
60ml y probetas dé&0ml estérilesmechero,papel toalla, papel alunim cucharas
plasticas, placas peartobjetos,saca bocadosedlcm de diametro, reglapuntas

estériles para micropipeta, recipiendesplastico con tapa hermética

Los equipos utilizadofueron Autoclave, camara de flujo laminar incubadora,
pipeta automatica de 5601 0 0 O, mierdscopio Optio Olympus CH30 o Axiostar

Zeizz,refrigeradorvortex (mezclador)

4.2.3. Métodos

42.3.1. Aislamiento y conservacidon dd&richoderma

spp.

Las muestras de suelo que se obtuviedm los diferente lotes de la finca se
mezclaroruniformemente, déstase tomduna alicuota de 40gue fuetransferidaa
frascos con 60ml de 4@ estéril. Las muestras sajitarona 130 RPM durante 15
minutos. Dda suspensién de suelo se tofmil se adicion@®ml (dilucién 10Y) y se

procediéde la misma manera hasthtener una dilucién de?.

La solucién 13 se agitéenel vortex tomandosg 0 0 e una neicoopipeta y se lo

inoculden cajas de petri con medio selectivo (TSM *.P)
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Las muestras se incubarar26°C durante 7 dias hasta observar el aparecimiento de

colonias delrichodermaspp

4.2.3.2Purificacion de cepas deichodermaspp.

Para la purificacion ddrichodermaspp., se extrajauidadosamente micelio con
pequefias proporciones de agacdda colonia que se identificdmo Trichoderma
se sembr@on la ayuda de una asa de platmocajas de petri que contuvieieDA
mas un antibiético (cloroanfenicol). Las cepasTdiehodermaspp, purificadas se
almacenaroren tubos con PDA inclinad®e esta manera se conformd banco de

cepas ddrichoderma

4.2.3.3Caracterizacion dérichodermaspp.

Para la caracterizacion deichodermase refrescarotas cepas alnt@nadas en el
cepario. Estosse transfirieron a cajas de petri con PDA mediante un asa de
transferen@. Las cajas de petri secubarona 26°C durante dos a tres dias hasta
observar aparecimientte colonias, micé y esporagFalconij citado por Jiménez

2008).

La identificaddn de los aislados se realiztbn un microscopio aplicando los
procedimientos descritos por Gams y Bissé&itbicek y Harman,citados por
Jiménez,(2008: primero las caracteristicas deecimiento del micelio en cajas de
petri, olor de los aislados, presencia o no de metabolitos, formacion y forma de los

conidioforos, conidias, fialides y clamiddsporas.
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De cada aislado derichodermaspp.Que sedesarrold en cajas de pe con PDA se
preparomuestras frescas de micelio y estructuras de fructificacion sobre placas porta

objetos, con una gota de lactofen@alconicitado por Jiméne2008).

Las placas porta objetos fuerobservadagn un microscopio Axiostar Zeizz con
contraste de fases, con aumento de 10, 20, 40 y L&8redidas de las estructuras
somdicas y reproductivas se tomaroon una reticula ocular micrométrica Olympus
con escala de 050 divisiones, de 4 ejes. Las aatgisticas macro y microscopicas
fueroncotejadas con claves taxondmicas de identificacion del géseggon Gams y
Bissett,citados poldiménez, Z008),y para las speciedasclaves de Gilman citado

por JiméneZz2008)

4.2.3.4Aislamiento y conservacion ddotrytis cinerea

Para el aislamiento y purificacion dg&otrytis cinerease trabajocon la téaica
descrita por Yandyncitado por Jiménez (2008fon ese propdsit@e recolectd
muestras de botones florales con siggasintomas de la enfermedad de aquellas
parcelas cuyas variedades sonrta#s susceptibles y que no fuefomigadascon

fungicidaspor aproximadamente una semana.

Las muestras se colocaran en funghasticas, etiquetadas y fuertnansportadasla
labomatorio, luego se colocamoen é@maras de humedad por el lapso de 5 a 9 dias

para inducila esporulacion del patégeno.



47

Una vezesporuladel hongo, serocedidal aislamiento. Con la ayuda de asa de
transferencia se realiztm barrido por las fietificaciones y se lo inocukén cajas de
petri con A y con medio agar agua (AA). Fueronlocadasn una incubadora a
26°C po 5 dias. Una vez que se obtulas cultivos puros, el patogeno fue
conservdo en tubos con PDA inclinado mas aceite de vaselina estéril, en

refrigeracion(Falconicitado por Jiméne2008).

4.2.3.5. Conservacion dérichodermaspp. yBotrytisen

silica gel.

Para la conservacion de aislados de microorgassen criogénesis, se utilizéales
de 1ml de capacidad con 0.5ml de catdimgénicoy 0.5g de silica gel (Tuite y

Schaadcitads por Jiméngz2008).

Se repicdas cepas dérichodermay Botrytis, en tubos de ensayo con 6ml de PDA
gue permanecieroen incubacion hasta su desarrollo total, lusgagreg62 a 4ml
de caldo criogénir A (caldo nutritivo estéril 85% + glicerol estéth%) o B (caldo

de papa + glucosa + glicerbb%) por tubo.

Con un asale platino estéril se realizd un raspado; luego se agitdn mezclador

(vortex) hastajue seobtuvo una suspension uniforme y concentrada de esporas.

Con una micropipeta se transfilbml de suspension de cada hongo a cada criovial
con 0.5g de silicgel. Los criovialesueronpreviamente esterilizad@n autoclave a

1271°C.
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Los crioviales se mantuvieranrefrigeracion y se los coloan bafio de hielo antes
de usarSe coloc@arafilm alrededor de cadaavial y se guard@n un recipiente de
plasico con tapa herméticdara comprobar la viabilidad de losevos aislamientos
se sembraroralgunos criovialegjue contenian el hongo en ddica gel en PDA

después de 24 a 48 horas.

4.2.3.6. Conservacion dérichodermaspp. yBotrytisen

suelo.
French y Hebert(1982) afirman que muchos hongos, especialmente del suelo, se
mantienen bien por afi@n suelo; siendo estsyelo franco. Se colodd suelo con
poca humedad en cantidaplie le permita tomar una posicion inclinada se
esterilizoa 121°C por una horay en dos dias consemutts por 20 minutos. Se
agregaroros propagulos suspendidos en suficiente agua para humedecer el suelo a
25% de capacidad. Se almacdoné tubos a medio ambiente o refrigerado. Para
recuperar elhongo se inocularorpequefias cantidad de suelo en un medio

apropiado.

4.2.3.7. Conservacion dérichodermaspp. yBotrytisen

cobertura de aceite.

French y Hebert (1982) establacgue el uso de aceite mineral con grado medicinal
sirve para la conservacion de hongos y baaterPara almacenar hgos, elcultivo
debe ser vigoroso (hasta que cubra gran parte del medio) swa® inclinado, y

se agregbaceite mineral de grado medicinal esterilizado, hasta lcm arriba del
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margen superior y la tapa debo. Se esterilizél aceite en cantidades de 25cc por
45 minutos en autoclave a 121°Ge dejosecar en estufa por calor seco a 100°C

para eliminar el agua absorbida

4.2.3.8. Pruebas de antagonismo enfrechodermaspp.

y Botrytis cineredn vitro

Para la selecion de antagostas se siguita metodologia descrita por Oleatsal, y
Yandun citados por Jiménez(2008), para pruebas de antagonismo con

Trichoderma segun el siguiente procedimiento:

Las pruebas de antagonismo partiedencultivos puros del cepario deichoderma
spp. yBotrytis cinerea Se tomaron muestras y se transferieaocajas de petri con

PDA.

Los aislados puros dérichodermafueronincubads durante 3 a 4 dias, con luz
artificial, a una temperatura de 26°C hasta observar aparecimiento el niias
cepas ddotrytis cineredueron incubadadurante 7 dias, en presencia de luz natural
entre 21 y 25°C de temperatutina vez que los hongos colonizartoda la caja de
petri se utilizélos aislados parpruebas de eficiencia vitro (Falooni, citado por

Jiménez2008).

Se prepardina suspension concentrada de espor&@otigtis cinereay Trichoderma

spp, se tomaromna alicuota de la suspensién con la ayuda de una asa de p&#ino y
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sembraronen cajas de petri con PDA en posicion opaies 1cm del borde y se

incubaronpor 4 dias, entre 2225°C con luz artificial.

Se tomaon datos de avanage Trichodermay Botrytisdespués de 432y 96 horas

de inoculacion.

El crecimiento del antagonista se refiere a la capacidatkideodermade crecer

hacia el patégeno inhibiendo su desarrollo o crecimiento. El crecimiento del

patdgeno es la capacidad Bletrytis de desarrollarse en direccion al antagonista. El

crecimiento del antagonista patdgeno, preferiblemente a la direccion antes

mencobnada,se refiere al crecimiento de los hongos hacia el borde de la caja petri.

Adicionalmente se tomarodatos como porcentaje de conidiacion y primordios de

Trichoderma basandose eta escala empleadpor Bell (TABLA 2), citado por

Jiménez (2008presencia y ausencia de esclerocioBaleytis cinereaarco mayor y

menor como también grado de esporulacioBakeytis cinerea

TABLA 2. Escala de clases de Badt al. (1982)

Clase 1 Trichoderma spp. crece completamente sobre la colonia del patogeno v
cubre la superficie del medio de culavo.

Clase 2 Trichoderma spp. crece al menos sobre las dos terceras partes de la
superficie del medio de cultive.

Clase 3 Trichoderma spp. v el patogeno cubren aproximadamente la mitad de la
superficie del medio de cultivo.

Clase 4 El patogeno crece al menos en las dos terceras partes del medio de
cultivo limmtando el crecimiento de Trichoderma spp.

Clase 5 El patogeno crece sobre la coloma de Trichoderma spp. ocupando toda

la superficie del medio de cultive
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4.2.3.9Formulaciéon ddrichodermaspp.

Para la formulacion artesanal deichodermase utiliz6 una modificacion dos
procedimietos descritos por Caicedo, citado por Jimérig@208) como se detalla a

continuacion:

Las cepas dé@richodermaconservadas en aceite de vasglisilica gel o en suelo,
fueronrefrescadas. A partide estos culios puros se realiz6 una suspension y se
sembréal 2 cuot as de 1 (0cOnePDA. kar cajasasg iacsibardneantg et r i

4 dias a 26°C hasta que se obsaretdnizaciony esporulacioriotal del hongo.

El arroz se remoj@or una hora,uego se&tird el exceso de agua, se eliminaron las
impurezas y se agregbml de aceite vegetal comestible por Kg de arroz
homogenizado la mezcla Se preparécaldo de papa dextros@Manual Merck,
citado por Jiméne2008). En fundas plasticas @elipropileno o papel celofade

5009 de capacidad selocapn 80g de arroz estéril, 20g de cascarilla de arroz estéril

y entre 107 30ml de caldo de papa dextrosa con la suspension de esporas de
Trichoderma La esterilizacia de los materiales se realizpor separaol
Previamente, las fundas fuerdasinfectadas superficialmente con alcohol industrial

0 luz ultravioleta (30 36 minutos).

A partir de cultivos puros derichodermaspp, en caja de petri con PDA se colecto
el micelio y esporagy se trasfirierona tubos de ensayo con 30ml de caldo de papa

dextrosa estéril hasta obtener una suspensién concentrada’esptdas/ml.
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Se colocéentre 1071 30 ml de suspensién con una jeringa estéricata funda
dejando una camade aire. Las fundas se mantuvieemincubacion a 26°C de 3 a
4 dias o hasta el aparecimie de micelicesporuldo con un minimo da0® a 13°
esporas deTrichoderma por gramo de susito. El bioformulado se agito
manualmente para evitar la compactacael material de soporte y favorecer el
crecimiento homogéneo del miicey esporulacion(Yanez, citadopor Jiménez

2008).

4.2.3.10. Determinacion de la concentracion de esporas

de Trichoderma spp. desarrolladas en el

sustrato.

4.2.3.10.1Método de Neubauer

En sustrato de arroz se hizena multiplicacion masiva ddrichoderma para
determinar la concentracion de in6culse pesd6lg de muestra (sustrato +
Trichodermag, que fue colocado en99ml de agua esterilizada, se mez@d un
agitador orbital durante 30ma130 rpm; con wna pipeta automatica se extrdjd ¢ |

de lasolucion madre y se determif@dconcentracién de conidias con una camara de
Neubauer a través de la observacibn en un microscopio Optico, de acuerdo al

protocolo propuesto por Falcoifi,998). Seomaondatos cda tressemanas

4.2.3.11. Pruebas dseensibilidad

Para evaluar la resistencia que presd@miehodermasp. a los diferentes productos

guimicos emleados en la floricola, se hizpuebasde inowidad, para lo cual se
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prepararorcajas de petri con PDA + procto quimico, y se tomarodatos como

crecimiento diametral vs dias desde la siembra.

4.3TRABAJO EN CAMPO
4.3.1. Métodos

43.1.1. Evaluacion de los bioformulados de

Trichodermaspp. @ campo.

De acuerda los resultados que se obtuviessnlas pruebas de antagonisim@itro

se selecciono el aisladmn mayor accion antagénica coratrytis cinerea

Se escogida cepa mas efectiven base a los resultados estadistitas. puebas de
campo serealizaronen las camas donde se enctemias tres variedades a estudia
Las formulaciones dé@richodermase aplicarorfoliarmente mediante aplicaciones
aéreas Se disolvié 22.5g de bioproducten 20 litros de agua y 5 ml deafier

Portadompor tratamientoLas aplicaciones se realizarceddasemana

Las evaluaciones gsealizaon basandose en la fenologia detdwofloral, es decir se
aplicé el tratamiento a los 35iak cuando el botdn sencontrabaen estado de

garbanzo, hasta los 91 dias

Los datos dencidencia y severidad semaronantes y durante $aaplicacionesle
los tratamientos en los blogues designados. Mediante escalas de validacion

(CUADRO 1) se cuantificda severidad de la enfermedad en los botones del rosal y
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la incidencia por el nimero de botones enfermos pdantianto, los datos se

expresaro®n porcentaje.

Tantolos datos de incidencieomo de severidase colectaronuna vez por semana

después de las aplicaciones de los bioformulados.

4.3.1.2 Metodologia para evaluar el viaje simulado y vida en

florero de lagsosas

De cada uno de los tratamientos se #oom 50 tallos al azar de las vadades
Freedom,Amelia y Engagementéste fueron cosechade en punto de cortBuso,
luego fueron sumergidosin fungicida especifb para el patdgeno y se llevé a un
cuarto friopor 5 dias posteriormente se dejaron 2 hoeagenperatura ambiente

(Sadbén2005).

Adicionalmente, las flores se dejarpor un tiempo d 10 dias en floreropara

determinael porcentaje de flores infectadas.
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4.4DISENO EXPERIMENTAL

4.4.1. Fase de.aboratorio

4.4.1.1Pruebas de evaluacién de crecimientd dehoderma

sp.

4.4.1.1.1. Factores en estudio:

Se seleccionaron al menosdiferentes cepas d&richodermaspp. aisladas de

FLORMACHACHI.

4.4.1.1.2. Tratamientos a comparar

Los tratamientos que corresponderan al factastiedio:
T1 Trichodermaspp. Cepa 1

T2 Trichodermaspp. Cepa 2

é .

Tn Trichodermaspp. Cepa n

4.4.1.1.3. Tipo de disefio experimental:

Seutilizé el diseficcompletamente alzar

4.4.1.1.4. NUmero de repeticiones:

Se utilizaroncuatro repeticiones por cada tratamiento
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4.4.1.1.5. Andlisis estadistico

FdeV grados de libertad
TOTAL rt-1
Tratamientos (cepas) t-1
ERROR t(r-1)

4.4.1.1.6. Coeficiente de variacion

CV = C)_?/IE x100

4.4.1.1.7. Caracteristicas de la U.E.

Se utilizabn cajas de petri con un diametro de 9cm sin tabigusorios.

4.4.1.1.8. Andlisis funcional

Se realizda prueba de Duncan al 5p@aira la medicion de crecimiento radial de las

cepas ddrichodermaspp.

4.4.1.1.9. Datos a tomar y métodos de evaluaciéon

Crecimiento diametral en dos direcciones (D1, D2) de las diferentes cepas de
Trichodermaspp. La medida fuerontomada desde el borde del ciro de siembra

hasta ebordede crecimientale la colonig GRAFICO1).
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GRAFICO 1. Esquema que se recomienda usar para el registro de datos del
crecimiento radial

4.4.1.2Pruebas de sensibilidate Trichodermasp. contra 6

botricidas

4.4.1.2.1. Factores en estudio:

Se seleccionaroml menos 2 diferentes cepas t@iechodermaspp. aisladas de
FLORMACHACHI las cuales crecieron en un medio PDA mas 6 botricidas

empleadas en la rotacién de la finca

4.4.1.2.2. Tratamientos a comparar

Los tratamientos fuerdas cepas dé&richodermaspp. aisladas en la finca,
sembradas eel medo PDA que contenialos 6botricidas que se empiean el

predio.

4.4.1.2.3. Tipo de disefio experimental:

Se utilizéel disefio completamente al azar.
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4.4.1.2.4. NUmero de repeticiones:

Se utilizarondos repeticiones por cada tratamiento

4.4.1.2.5. Andlisis estadistico

FdeV grados de libertad
TOTAL rt-1
Tratamientos (cepas) t-1
ERROR t(r-1)

4.4.1.2.6. Coeficiente de variacion

CV = C)_?/IE x100

4.4.1.2.7. Caracteristicas de la U.E.

Se utilizarorcajas de petri con un diametro de 9cm sin tabiques divisorios

4.4.1.2.8. Andlisis funcional

Se realizda prueba de Duncan al 5%para la medicién de crecimiento radial de las

cepas ddrichodermaspp.

4.4.1.2.9. Datos a tomar y métodos de evaluaciéon

En un medio que edeniaun botricida se inoculdrichodermaspp. determinando
asi, el cecimiento diametral en dos direcciones (D1, D2) de las diferentes cepas de
Trichodermaspp. La medida fuerontomada desde el borde del circulo de siembra

hasta el lintie de crecimiento que presentatéla dia
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4.4.1.3Pruebas de antagonisnmioichodermasp. \s Botrytis

cinerea

4.4.1.3.1. Factores en estudio

Al menos trescepas del antagonisterichodermaspp.,y una cepa del patégeno

nativoBotrytis cinerea

4.4.1.3.2. Tratamiento a comparar

Se utilizaronl8 cepas ddrichodermasp.; de las cuales 1l@epasueronnativas de
la Horicola FLORMACHACHI y unacepaC19 proporcionada por IASA |, frente a

unacepa deBotrytis cinerea de esta manesse obtuvo 18 tratamientos.

4.4.1.3.3. Tipo de disefio experimental

Disefio completamente atar

4.4.1.3.4. NUmero de repeticiones

Seutilizaroncincorepeticiones por cada tratamiento
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4.4.1.3.5. Andlisis estadistico

Fuentes de variaciol grados de libertag
TOTAL 29
ENTRE CEPAS 5
C3VsC1,C2 1
ClVsC2 1
1
1
1

DC1
DC2
DC3
ERROR 24

4.4.1.3.6. Coeficiente de variacion

CV = C)_?/IE x100

4.4.1.3.7. Caracteristicas de la U.E.

Se utilizarorcajas de petri con un diametro de 9cm sin tabiques divisorios

4.4.1.3.8. Andlisis funcional

Se realid una prueba de Duncan al 5% para cepas y DMS al 5% para diametros

dentro decada cepa

4.4.1.3.9. Datos a tomar y métodos dealuacion

Se mio el crecimientode avancele las cepade Trichodermaspp y delpatégeno
Botrytis cinerea (D1 y D3), ademas se asb el crecimiento perpendicular a partir

del punto de siembra (D2 y DA3RAFICO?2).
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GRAFICO 2. Esquema que se recomienda usar para el registro de datos del
crecimiento de micelio antagonista patégeno.

4.4.2. Fase de Campo

4.4.2.1Porcentaje de incidencig nivel de severidad en

campode Botrytis cinereaen botones

4.4.2.1.1. Factores en estudio

Eficiencia de los bioformuladocon Trichodermasp. (Mejor cepa nativa, Cepa

proporcionada por IASA 1).

4.4.2.1.2. Tratamientos a comparar

Aplicacion del bioformulado Trichoderma sp. (Mejor cepa nativa, Cepa

proporcionada por IASA 1) y aplicacién de un producto dedrftestigo)

4.4.2.1.3. Tipo de disefio experimerta

Se utilizéel diseficcompletamente al azar
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4.4.2.1.4. NUmero de observaciones

Estos datos se tomarantes y después de lpliaacion de los tratamientos, los datos
de incidenciacomo de severidad se colectaroma vez por semana, después de las
aplicaciones de los bioformuladdsas evaluaciones se realizarbasandose en la
fenologia del bun floral, es decir se aplicardos tratamientg a los 35 ¢hs cuando

el boton se encontralEn estadale garbanzo, hastlos 91 dias;otalizando asi, 8

observaciones

4.4.2.1.5. Andlisis estadistico

4.4.2.1.5.1Por variedad

Fdev grados de liberta
TOTAL 14
TRATAMIENTOS 2
ERROR 12

4.4.2.1.5.2Andlisis combinado. Tratamientos por

variedad
Fdev grados de liberta
TOTAL 44
VARIEDAD 2
R/VAR 12
TRATAMIENTQS 2
VXT 4
ERROR 24
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4.4.2.1.6. Coeficiente de variacion

vCME

CV = ——x100
X

4.4.2.1.7. Caracteristicas de la U.E.

Numero de unidades experimentalescédtas
Area de las unidades experimentales:
e Variedad Freedon83.6m
e Variedad Amelia33.an°
e VariedadEngagement33.6m*
Largo de camas
e Variedad Freedom: 28
e Variedad Amelia: 26
e VariedadEngagement: 28
Ancho de camas
e Variedad Freedom: 1.2m
e VariedadAmelia: 1.2m

e VariedadEngagementl.2m

Forma de la UEse realiz&n camas de forma rectanguleon disposicion de plantas
a doble hilera.

Area total del ensayo: 1548.
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4.4.2.1.8. Croquis del disefo

Bloque 2
Variedad Amelia

Cepal IASA 1 Tratamiento Quimico (testigo) CepalNativa
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x >
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GRAFICO 3. Esquema de las Unidades experimentales eampa
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4.4.2.1.9. Andlisis funcional.

Se realizéuna prueba de Duncan al 5% pagaiedad y tratamientos e interaccion

variedad por tratamientos

442.1.10Datos a tomar y métodos de

evaluacion.
Nivel de severidadde Botrytis cinereaen el boton floral, se d® en latabla

propuesta por Bravp Castillo, (2@5) que se anota a continuacion:

CUADRO 1. Escala arbitraria empleada pam las evaluaciones de severidaie
Botrytis cinereaen campo propuesta por Bravo y Castillo, (2005).

% DE
MANCHAS [NIVEL INFECCION
0 1 0%
1 17 [52 1 17 2.
6 1T 2@ 2.6 1
21 1 | 246 5.1-7.5%
26 1 | 59 7.6 1
51 1T | 76 10 17 1
>71 7 >15%

Para porcentaje de incidenciatsaajara con la siguiente formula

Las plantas a evaluar fuerdas que se encontrabdentro de un cuadro que

corresponde a la divisiote la navede cada invernadero, se matad plantas que
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tienen el boton floral en estadde garbanzo, convirtiéndosestas, las plantas a

analizar.

4.4.1.3Porcentaje de la incidenciaNivel de severidad en

botones en florerd poscosecha

4.4.1.3.1. Factores en estudio

NuUmero de botones que presentartan enfermedad y numero gettalos afectados

por Botrytis cinereadespués de ser sometidosimulacion de viaje

4.4.1.3.2. Tratamientos a comparar

Aplicacion del bioformulado Trichoderma sp. (Mejor cepa nativa, Cepa

proporcionada por IASA 1y aplicacién de un producto quimico.

4.4.1.3.3. Tipo de disefio experimental

Disefio combinado

4.4.1.3.4. NUmero de observaciones

Los dabs £ tomaran l1@ias en florero

4.4.1.3.5. Andlisis estadistico

4.4.1.3.5.1Por variedad

Fdev grados de liberta
TOTAL 14
TRATAMIENTQS 2
ERROR 12
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4.4.1.3.5.2Andlisis combinado. Tratamientos por

variedad
Fdev grados de liberta
TOTAL 44
VARIEDAD 2
R/VAR 12
TRATAMIENTOS 2
VXT 4
ERROR 24

4.4.1.3.6. Coeficiente devariacion

vCME

CV = ——x100
X

4.4.1.3.7. Caracteristicas de la U.E.

Para lasimulacion de vuelo se utilizarorgas de carton que se emplgaara la

exportacion Para la vida en florerge destinaronrecipientescon capacidad para

veinticincoflorescada uno

4.4.1.3.8. Andlisis funcional.

Se realizdla prueba de Duncan al 5% para variedad y tratamientos e interaccion

variedad por tratamientos
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4.4.1.3.9. Datos a tomar y métodos de evaluacion.

Se contél niumero de pétalos afectados por la enfermedad a los cero dias en florero,
es decir, en el momento que fuersacados de la caja. Las lectusasrealizaro

diariamente hasta completar los 10 dias

La evaluacion dehivel de severidad dBotrytis cinereaen el boton floral, sejecutd

utilizandola escala devaluaciorpropuesta por Bravo y Castil{g005):

CUADRO 2. Escala arbitraria empleada pan las evaluaciones de severidaie
Botrytis cinereaen poscosecha propuesta por Bravo y Castillo, (2005).

% DE
MANCHAS [NIVEL INFECCION
0 1 0%
1 17 [52 1 17 2.
6 1T 2@ 2.6 1
21 1 | 246 5.1-7.5%
26 1 | 59 7.6 1
51 1T | 76 10 17 1
>71 7 >15%

Paradeterminar la incidencia se utiliza formula:
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4.4.1.4NUmero de tallos destinados pamxportacion,

mercado nacionay aquellos considerados como no

aptos para a venta

Paraestablecerel nimero de tallos destinados pangportacion, mercado nacional y
aquellos considerados como no aptos paxe@nta,setotalizaronlos tallos segun su

categofa y losdatosobtenidogueronexpresdosen porentaje

4.4.1.5Anélisis Econémico

El analisisecondmico se hizaiguiendo el andlisis de presupuesto parcial segun
Perrin et. al, 1981, para lo cual se tond precio de los tallos por su categoria
respectivaconstituyendoel beneficio buto; por otro lado se obtuvierdas costos
variables de cada tratamiento en estudio de la diferencia de los beneficios brutos

menos los beneficios de los costos variallesy cual se logré@l beneficio neto.

Colocando los beneficios netos de forma decreciente acompafiados porsts
variables, se procedi@ realizar el analisis ddominancia, donde tratamiento
dominadoes aquel que a igua menos beneficio netmorrespondein mayor costo

variable,con este andlisis se determinalog tratamientos no nominados.

Con los tratanentos no nominados se procedi realizar el analisis marginal
obteniendo las tazas de retorno no nominal poriangel las cuales se determinaron

las opciones mas econémicas.
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V. RESULTADOS Y DISCUSDNES
5.1.Fase de Laboratorio
5.1.1. Aislamientqg  Caracterizacion y conservacion de

Trichodermasp.

Se aislaron 17 cepas daichodermaspp originarias de la finca FlorMachachi
ubicada en la provincia de Pichincha, cantdbn Mejia, barrio San Alfonso. El cédigo
gue se utilizé se baso segun el invernadero del cual seodbtowestra de suejola

repeticion que se realizg vitro (CUADRO 3).

CUADRO 3. Procedencia de 17 cepas deichodermaspp., aisladas del suelo
cultivado con rosas de la FincdlorMachachi. IASA-Rumifiahui, Pichincha.

2010
CEPA CODIGO PROCEDENCIA

C1l 10a Bloque 10 repeticion a
C2 10b Bloque 10 repeticion b
C3 11b Bloque 11 repeticion b
C4 12 a Bloque 12 repeticion a
C5 l4a Bloque 14 repeticion a
C6 l4c Bloque 14 repeticion ¢
C7 16a Bloque 16 repeticion a
C8 18b Bloque 18 repeticion b
C9 1c Bloque 1 repeticion ¢
C10 2a Bloque 2 repeticion a
Cl1 2C Bloque 2 repeticion ¢
C12 4c Bloque 4 repeticion ¢
C13 5a Bloque 5 repeticion a
Cl4 6a Bloque 6 repeticion a
C15 6C Bloque 6 repeticion ¢
C16 8b Bloque 8 repeticion b
C17 8c Bloque 8repeticion ¢
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Las diferentes cepas se las clasific6 de acuerdo a la forma de crecimiento y
caracteristicas que los hacia peculiarmente diferentes, como son: esporulacion,

coloracion y forma miceliar GQRAFICO4).

cepaldb

cepalda cepaldc

cepa l6a cepalc

cepa2c epalsa

tepalsa cepaba cepa bc

cepa Bb cepa Bc cepa Btrytis cinerea

GRAFICO 4. Caracteristicade los cultivosde las 17 cepas d&richodermaspp.
y una cepa deBotrytis cinereaaisladas en la Finca FlorMachachi. IASA
Rumifiahui, Pichincha. 2010
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Las cepas ya antes descritas fueron conservadas en aceitd, \segetd y silica gel
(FIGURA 5). Todos los métodos de conservacion descritos mastragran
capacidad de conservacion y al ser refrescagddsbieron caracteristicas de
crecimiento y esporulaciomorfologicassimilaresa las cepas original§FIGURA

6).

FIGURA 5. a) Cepario deTrichodermaspp aisladoen la Finca FlorMachachi
conservado en aceite de vaselina. Bjichodermasp. aisladoen la Finca FlorMachachi
conservado en suelo. ¢Jrichodermasp. aisladoen la Finca FlorMachachi conservado

en silica gel IASA-Rumifiahui, Pichincha. 2010

FIGURA 6. a) Trichodermasp. cepa 2c aislada de la finca FlorMachachi 2010.
b), ¢) y d)Trichodermasp. Cepa 2c refrescadas de los métodos de conservacion:
aceite de vaselina, suelo y silica gel respectivamen#&SA -Rumifiahui,
Pichincha. 2010
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5.1.2. Aislamiento y conservacion dgotrytis cinerea
La cepa deBotrytis cinerea que fue aislada, provino de botones florales que no
tuvieron contacto con productos botricidagpresentaban signos y sintomas de la
enfermedad. Se determind que efectivamenterataba del patégeno cuando se
someti6 los botones florales a camaras hiumedas (presenmic@® grisacepy
estructuras reproductivaipicos signcs de esta especie) y posteriormente a través de

observacionemicroscopicasle estructuras conidiales, dsfy micliales.

La cepa del patdbgeno sémaceno en aceite de vaselina, suelo y silica gel, de esta
manera senantuvoel cepario del patégeno para realizar los trabaitesiores que
requeriaesta investigacion.

Se determin6é quan mejor y rapido crecimiento d&otrytis cinerease debe utilizar

el mediode cultivoPDA mas no en AGAR AGUAFigura 7.

FIGURA 7. Botrytis cinereaen medio de a) PDA y b) AGAR AGUAIASA-
Rumifiahui, Pichincha. 2010
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5.1.3. Crecimiento diametral de 17 cepas tachoderma sp.
nativas y 1 cepa dérichodermasp. proporcionada por el

centro de investigacione®l IASAL

5.1.3.1Didmetro mayor

Al establecer el andlisis de varianza pareretimientodiametralmayor de 18 cepas
de Trichodermasp. en evaluaciones establecidas a las 48, 72 y 96 horas se
encontraron diferencias estadisticas a nivel deleh%ada unae las evaluaciones

(CUADRO 4).

Los promedios generales del diametro mayor Thchoderma spp. fueron
incrementandosede 339 cm a las 48h hasta alcanzar I&38&m a las 96 h, con
coeficientes de variacion de38%, 4.82% y 2.25% para las evaluaciones a las 48, 72
y 96 horagespectivamente.

CUADRO 4. Analisis de varianza para la evaluaciéon de crecimientdiametral

mayor de cepas Trichodermasp. 48, 72 y 96 horadASA -Rumifiahui,
Pichincha. 2010

Fuentes de
Variacion GL 48h 72h 96 h
total 66
tratamientos| 17 0.55** 3.96** 0.23**
error 49 0.09 0.14 0.04
X (cm) 3.39 7.89 8.93
CV (%) 8.85 4.82 2.25

Al evaluar el crecimiento del diamette las coloniale 18 cepas derichoderma

spp. a las 48, 72 y 96 horas se determin6 qud tahodermamas funcionales por
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crecer mas rapidamente y copar casi la totalidad de la caja petri a las 72 horas,

fueron: 6¢, 12a, 16a. seguglde 10b, 2a y el 11lCUADROY5)

CUADRO 5. Promediosgenerales del crecimiento diametral mayor de cepate
Trichodermaspp. en centimetros, para lasevaluaciones a la48, 72 y 96 horas
IASA-Rumifiahui, Pichincha. 2010

Tratamiento 48H 791 96H
10a 3.58 bcd 518 h 798 b
10b 403 a 8.85 abc 9.00 a
11b 3.55 cdef 8.55 abc 9.00 a
12a 3.55 bcde 8.93 ab 9.00 a
14a 3.30 cdef 7.58 f 9.00 a
1l4c 3.47 bcde 7.70 ef 9.00 a
16a 3.70 abc 8.93 ab 9.00 a
18b 290 f 7.63 f 9.00 a
1c 3.33 cdef 8.40 bcd 9.00 a
2a 240 g 8.58 abc 9.00 a
2c 3.27 def 6.83 ¢ 9.00 a
4c 3.68 abcd 7.85 def 9.00 a
5a 293 f 8.23 cde 9.00 a
6a 3,10 ef 8.10 cdef 9.00 a
6C 3.47 bcde 9.00 a 9.00 a
8b 3.83 ab 6.45 ¢ 8.85 a
8c 3.55 bcde 8.30 cd 9.00 a
cl9 3.48 bcde 6.95 g 9.00 a

5.1.3.2Didmetro Menor

El andlisis de varianza para el diametro menorlade colonias del8 cepas de
Trichodermaspp. en evaluaciones establecidas a las 48, 72 y 96 hoessaddecid
diferencias estadisticas a nivel del 1% en cada uno de lamevaes(CUADRO

6).
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Los promedios generales del diametro meh®ias coloniasle Trichodermaspp.
fueron incrementandes de 339 cm a las 48h hasta alcanzar |I&08&m a las 96

horas con coeficientes de variacion de .A®6; 1437% y 3.026 para las

evallaciones a las 48, 72 y 96 horas respectivamente.

CUADRO 6. Analisis de varianza para la evaluaciéon de crecimiento de
Trichodermasp. con respecto al diAmetro menor a las 48, 72 y 96 horb&SA -
Rumifiahui, Pichincha. 2010

Fuentes de GL
Variacién 48h 72h 96 h
total 66
tratamientos | 17 0.45** 5.77** 0.41**
error 49 0.11 1.20 0.07
X (cm) 3.29 7.61 8.90
Ccv (%) 10.06 14.37 3.02

Al evaluar el crecimiento del diametro menate las coloniagle 18 cepas de
Trichodermaspp. a las 48, 72 y 96 horas se determiné queTiashodermamas
funcionales por crecer mas rapidamente y copar casi la totalidad de la caja petri a las

72 horas, fueron: 6¢, 10b, 12a, 16 a, 11b seguidos de 1c, 5CWUBORO 7)









































































































































































































