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I. INTRODUCCION

E I control de enfermedades i mportantes:s
(Rhizoctoniasp.) ha sido una preocupaciontenlos productores de lechuga, ya sea
por el costo de los pesticidas utilizados para su control y prevencion; asi como por la
contaminacion que estos provocan al medio ambiente y a la salud de los seres

humanos (Valencia, 1995; Infoagro, 2002).

La agrcultura actuatiende al manejo organico de los cultivos. Entre las nuevas
técnicas de cultivo se tiene la utilizacion de bioles como fuente de micronutrientes,
fitoreguladores, fitohormonas, y gran cantidad de microorganismos que actian como
controladoes biolégicos. Ademas el uso del biol permite el reciclaje de residuos
organicos no solo de cultivos sino también de empresas procesadoras de alimentos,

como es el caso de la papa (Suquilanda, 1996).

El uso del biol como fuente de controladores lgmds, no ha sido
ampliamente estudiado, ya que las investigaciones se han enfocado al andlisis de

micronutrientes y fitohormonas que este contiede.considera que el biol, estimula

el desarrollo de microorganismos cotBacillus subtilis Ademas, se emce que
ciertos tipos daéacillus provocan la hidrolisis en productos hidrocarbonados como

en el caso del biol de papa prehidrolizada (Rougieux, 1964 y Hemming, 1990).

La importancia de obten&acillussubtilis como controlador bioldgico, se basa

en k capacidad de liberarcompuestos con propiedades antifangicas como la



subtilina y otros antibitticos de la familia Utirinas, que son polipéptidos que actian
sobre la pared celular de los hongos, también se han realizado prueir@scon

Bacillus subtilis obtenido a partir de arroz que demuestra inhibicion de hongos

fitopatdogenos del suelo com&hizoctoniasolani, Pythium ultimum, Fusarium

oxysporiumentre otros. De igual manera se reporta una esporulacion reducida en
Rhizoctoniasp. en ensayas vitro realizados en Colombia (Bravo, 1993; citado por

Benzing, 2001).

Por los antecedentes sefalados se planted la presente investigacion, la misma
que se llevo a cabo durante un afio en la Hacienda El Prado (IASA), que tuvo como
objetivo encontraun mesanismo alternativo de control d&hizoctoniasp. en el
cultivo de lechugalactucasativg, para obtener una hortaliza de calidad y libre de
residuos de plaguicidafor otro lado el producir biol de papa permitira a los
productores y procesadores de gsteducto de consumo masivo, optimizar sus
recursos, obtener un ingreso extra y proveer un producto ideal para el control de esta

enfermedad.



. OBJETIVOS

A. GENERAL

Determinar el efecto deBacillus subtilis proveniente de biol de papa

prehidrolzada sobré&hizoctoniasp en plantas de lechugaatucasativg durante
dos ciclos de cultivo para obtener un producto biolégico que controle esta

enfermedad.

B. ESPECIFICOS

Obtener biol de papa prehidrolizada en melaza.

- Aislar, purificar y tipficar Bacillus subtilis a partir del biol para usarlo

como antagonista dghizoctonia

- Determinar la accion antagénica dacillus subtilis para controlar

Rhizoctoniaspin vitro ein vivo.

- Establecer la concentracion mas adecuadBasdius subtilis para control

de Rhizoctoniasp.



Evaluar los tratamientos que permitan obtener mayor prendimiento, mayor
velocidad de crecimiento, menor ciclo de cultivo, mayor diametro de

cabeza, mayor peso final y mayor compactacion.

Determinar la concentracion inicigl final de Rhizoctoniasp. en el suelo

donde se va a llevar a cabo la investigacion.



V. REVISION DE LITERATURA

A. EL CULTIVO DE LA LECHUGA ( Lactuca sativa)

2. Origen

El origen de la lechuga no parece estar muy claro, aunque algunos autores afirman
gue procede de algun lugar al este del mar mediterraneo (Yépez, 1988). Sin
embargo, para Vavilov citado por Barahb@005), el pincipal centro donde

evoluciono esta asteracea se localizé en el Asia menor.

3. Taxonomia y Morfologia

La lechuga es una planta anual y autdbgama, perteneciente a la familia
Compositaey cuyo nombre botanico ésctuca sativa I(Yépez, 1988) El sistema
radicular de las plantas adultas es moderadamente extenso, la raiz pivotante puede
llegar hasta profundidades de 1,5 m. En suelos compactos el sistema radicular es
mas denso y mas compacto que en suelos sudlas.hojas nacen alrededor del
tallo formando una roseta, varian en tamafo (grandes y pequefas), forma
(espatuladas y circulares), grado de ondulacion y un color que va del verde palido al
verde oscuralependiendo de la variedgddmond, 1988)EIl tallo es cilindrico y
ramificado. Cuando la lechugat@snadura emite un tallo floral que se ramifica

tiene inflorescencia con capitulos florales amarillos dispuestos en racimos o

! Barahona, M. 2004Cultivo delechuga (etrevistd Sangolqui, ECESPE.



corimbos, mientras que la semilla se encuentra provista de un vilano plumoso

(Infoagro, 2002)

4. Importancia econdmica vy distrbucion geogréfica

La importancia del cultivo se ha ido incrementando en los ultimos afios, debido

tanto a la diversificacion de tipos varietales como al aumento del consumo mundial

de esta, Cuadro 1.

CUADRO 2. Produccion de lechuga en los principales paises enatase

meétricas.
PRODUCCION ANO
. 2001 2002
PAISES

China 7.605.000 8.005.000
Estados Unidos 4.472.120 4.352.740
Espana 972.600 914.900
Italia 965.593 845.593
India 790.000 790.000
Japon 553.800 560.000
Francia 490.936 433.400
México 212.719 234.562
Egipto 179.602 179.602
Bélgica Luxemburgo 170.000 170.000
Alemania 166.493 195.067
Australia 145.000 145.000
Reino Unido 139.200 149.900
Portugal 95.000 95.000
Chile 85.000 86.000

Fuente: Infoagro, 2002.




5. Material vegetal

Las variedades déechuga se pueden clasificar en los siguientes grupos

botanicos:

a. Romanas(Lactucasativavar. Longifolia).

No forman un verdadero cogollo, tienen cabeza cilindrica o coénica; las hojas
son oblongas, relativamente estrechas, rigidas, crocantes y plegafiasna de
cuchara con bordes enteros y nervio central ancho. También se le conoce como
lechuga col (Valencia, 1995). Dentro de este grupocstiivares representativos:

White Paris, LobjoitdédsGeen, Little Gem,

b. Acogolladas(Lactucasativavar. Capitata).

Se encuentra ampliamente distribuida y corresponde a la lechuga de repollo. Se

subdivide en dos grupos:

Tipo Crocante (Crisphead): Tiene cabeza parecida a la col muy compacta,
formada por hojas gruesas, wena principal se ramifica en venas mas pequefas
hasta llegar al apice de las hojas: sus hojas son quebradizas produciendo el sonido
caracteristico del cual proviene su nombre. Los cultivares mas utilizados son:

Grandes Lagos y Mesa.



Tipo mantequilla (Butterhead): Tiene hojas suaves con apariencia grasosa,
forma un repollo menos compacto que el del tipo crocante. Los cultivares mas
utilizados son: White Boston, Dark Green Boston, Mignomet Green

(Valencia, 1995).

c. De hojas sueltagLactucasativavar. Crespa).

No producen cogollo sus hojas son rizadas y se recolecta como la espinaca. No
forman una cabeza compacta si no un manojo de hojas. Son cultivares
representativos de esta variedad: Salad Bowl, Cracarelle y Lollo Rosa

(Hessayon, 1995)

d. Lechuga espéarrago(Lactucasativavar. Asparagina).

Son aquellas que se aprovechan por sus tallos, teniendo las hojas puntiagudas y
lanceoladas. Se cultiva principalmente en China y la India. Sigue siendo el grupo
mas popular con una maduracién r@pid con tolerancia a condiciones adversas
(Infoagro, 2002). Los cultivares ma representativos son: Old The Year Round,
Tom Thumb, Avondefiance, Continuity, Dolly, Hilde, Suzan, Winter Crop, Imperial

Winter, Artic King, Kwiek, Premier, Kloek y Msette(Hessayon1995).

6. Requerimientos edafoclimaticos

La gran mayoria de hortalizas de hoja tienen una mayor adaptacion a climas

templados, sin embargo gracias a los trabajos de mejoramiento genético se cuenta



con variedades de lechugas que se addptana diferentes tipos de clima por lo

gue se puede cultivar en diferentes pisos altitudinales (Valencia, 1995).

a. Temperatura

La temperatura Optima de germinacién oscila entr@QL8C, mientras que la
optima para su desarrollo se encuentra alredéedos 20 °C. Durante la fase de
crecimiento del cultivo se requieren temperaturas ent¥1€ por el dia y-8 °C
por la noche, pues la lechuga exige que haya diferencia de temperaturas entre el dia
y la nocheDurante el acogollado se requieren terapgas en torno a los 12 °C por
el dia y 35 °C por la noche. Cuando la lechuga soporta temperaturas bajas durante
algun tiempo, sus hojas toman una coloracion rojiza, que se puede confundir con

alguna carencia (Infoagro, 2002).

b. Altitud

En el Ecuadoftas condiciones éptimas de clima pueden encontrarse en altitudes

gue oscilan entre los 1500 a los 2800 msnm, sin embargo la gran mayoria de zonas

cultivadas con lechuga se llevan a cabo en areas cuya altitud sobrepasa la cota de los

2500 msnm (Yépez, 1988)

c. Humedad relativa

La humedad relativa conveniente para la lechuga es del 60 al 80%, los

problemas que presenta este cultivo en invernadero es que se incrementa la humedad



ambiental, por lo que se recomienda su cultivo al aire libre, cuando las oosdici
climatolégicas lo permitan. En lugares con humedades relativas altas los
cosecheros, con mucha frecuencia, tienen dificultades para obtener cabezas

compactas (Edmond, 1988).

d. Suelo

Los suelos preferidos por la lechuga son los ligeros, ardimossos, con buen
drenaje, situando el pH 6ptimo entre 6,7 y 7,4. En los suelos humiferos, la lechuga
vegeta bien, pero si son excesivamente &cidos sera necesario encalar

(Infoagro, 2002).
En cuanto a la conductividad eléctrica del suelo, se coasideno susceptible.
A valores mayores de 1,2 mmhos ¢irpuede afectar su desarrollo si el riego no es

manejado de una forma adecuada (Valencia, 1995).

7. Particularidades del cultivo

a. Propagacion

Se realiza a través de semilla botanica, la misma que tiea viabilidad de
hasta cuatro afios en condiciones ambientales favorables y un color que varia entre
negro, marron y blanco. La germinacion ocurre a lés42dias de sembrado en

buenas condiciones ambientales (Valencia, 1995).
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b. Semillero

Se requieralrededor de 600 g de semilla para un &area de semillero dé 70 m
para obtener el suficiente nimero de plantas para una Hectarea (Yépez, 1988). El
transplante se realiza una vez transcurride4®@ias después de la siembra, cuando
tenga 56 hojas verdades y una altura de 8 cm desde el cuello del tallo hasta las

puntas de las hojas (Infoagro, 2002)

c. Preparacion del terreno

El cultivo de la lechuga requiere que se mulla bien una capa superficial de
terreno, pero es aconsejable que después de tres o afietde cultivo se de una
aradura mas profunda debido a que el suelo se compacta mas alla de los 20 cm

(Infoagro, 2002).

d. Siembra

La siembra se realiza principalmente en forma directa, utilizandose 1.5 kg de
semilla por hectarea. En caso de que la siansle realice en almacigo para su
posterior trasplante al campo definitivo se utilizara 0.5 a 0.8 kg de semilla. La
siembra directa es manual colocando tres o cuatro semillas por golpe de acuerdo al
distanciamiento establecido y a doble hilera, obligatoente se debe realizar un

raleo (Valencia, 1995).

11



En siembras comerciales de lechuga se pueden obtener de 66000 a 72000
plantas por hectarea. La siembra se realiza a doble hilera de planta por surco y los
distanciamientos mas utilizados son: 0.8 m estireos y 0.25 a 0.25 entre plantas

(Valencia, 1995).

e. Riego

En la actualidad los mejores sistemas de riego que se estan utilizando para el
cultivo de lechuga son, el riego por goteo (cultivo en invernadero), y las cintas de
exudacion (cultivo al aire lile). Existen otras maneras de regar la lechuga como el
riego por gravedad y el riego por aspersion, pero cada vez estan mas en recesion,
aunque el riego por surcos permite incrementar el nitrégeno en un 20%

(Infoagro, 2002).

El riego debe realarse frecuentemente procurando que el suelo quede
aparentemente seco en la parte superficial para evitar podredumbres del cuello y de
las hojas que estan en contacto con el suel@rimer riego después del transplante
es de vital importancia para ureeado porcentaje de prendimiento de las plantas,

siendo mas recomendado el riego por aspersion (Infoagro, 2002 y Yépez, 1988).

f. Abonado

El aporte de estiércol en el cultivo de lechuga se debe realizar a razon de

1 a 3 kg/m, no obstante,uando se cultiva en invernadero puede no ser necesaria la

estercoladura, si ya se aporto estiércol en los cultivos anteriores (Infoagro, 2002).
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g. Fertilizacion

La lechuga es una planta exigente en potasio, debiendo cuidar los aportes de
este elemento, espialmente en épocas de bajas temperaturas; y al consumir mas
potasio va a absorber mas magnesio, por lo que habra que tenerlo en cuenta a la hora
de equilibrar esta posible carencia. Las necesidades de nitrdgeno de la lechuga
dentro de todo el ciclo delitivo son de 90 100 kg h& el cual debe suministrase
en dosis no mayores a los 60 kg*h&e debe tener mucho cuidado con la
fertilizacion, con objeto de prevenir posibles fitotoxicidades por exceso de sales y
conseguir una buena calidad de hoja y adacuada formacién de los cogollos.
También se trata de un cultivo bastante exigente en molibdeno durante las primeras
fases de desarrollo, por lo que resulta conveniente la aplicacion de este elemento via
foliar, tanto de forma preventiva como para lareccion de posibles carencias

(Balcaza1997.

Aproximadamente el 60 a 65% de todos los nutrientes son absorbidos en el

periodo de formacion del cogollo (Infoagro, 2002).

h. Control de malezas

La presencia denalas hierbas requiere de su eliminacionspese cultivo no
admite competencia con ellas ni en épocas tempranas de desarrollo ni en el periodo
préximo a la cosecha, en los primeros estadios debido a la competencia por luz, y en
los ultimos estadios debido a que pueden sofocar a la lechuga, cosaahdiente

propicio al desarrollo de enfermedades vy virosis. EIl control de malas hierbas se
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debe realizar de manera integrada para evitar un fuerte impacto ambiental, ademas

se debe tener en cuenta el periodo proximo a la recoleccion (Infoagro, 2002).

Las materias activas recomendadas en el cultivo de la lechuga contra malas

hierbas anuales se presentan a continuacion en el Cuadro 2.

CUADRO 22. Materias activas recomendadas para el control de malezas en

lechuga.
MATERIA ACTIVA DOSIS PRESENTACION DEL
PRODUCTO
Benfluralina 18% 6.50-9.50 I/ha Concentrado emulsionable
Pendimetalina 33% 3-51/ha Concentrado emulsionable
Propizamida 40% 1.753.75 I/ha Suspension concentrada

Fuente: Infoagro, 2002.

i. Recoleccion

La madurez de la cabeza esta basada en la compaati&ticepollo para todas
las variedades excepto las de hoja suelta, las cuales se cosechan en cualquier periodo
después de que las plantas se encuentran lo suficientemente grandes para el
consumo, una cabeza compacta es la que requiere de una fuerzamaderalda

para ser comprimida (Edmond, 1988).

La cosecha se realiza frecuentemente con un cuchillo grande, cortando en el
cuello del tallo. Tradicionalmente la cosecha se realiza en la mafiana cuando las
lechugas se encuentran cubiertas por el rocio @yess 1995). Los residuos
pueden utilizarse para la elaboracion de compost, el cual servira como abonado para

el mismo cultivo o para otros cultivos circundantes.
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8. Almacenamiento

La temperatura ideal para el almacenamiento de lechuga es de 0 °C y una
humedad relativa mayor del 95%, pudiendo conservarse por un periodo de tres a

cuatro semanas (Yépez, 1988).

9. Valor nutricional

Es una hortalizpobre en calorias, aunque las hojas exteriores son mas ricas en
vitamina C que las interiores. EIl valor nutricibda la lechuga se presenta en el

Cuadro 3.

CUADRO 23. Valor nutricional de la lechuga en 100 g de sustancia.

NUTRIENTE VALOR
Carbohidratos (g) 20.1
Proteinas (g) 8.4
Grasas (Q) 1.3
Calcio (g) 0.4
Fosforo (mg) 138.9
Vitamina C (mg) 125.7
Hierro (mg) 7.5
Niacina (mg) 1.3
Riboflavina (mg) 0.6
Tiamina (mg) 0.3
Vitamina A (U.l.) 1155
Caloriag(cal) 18

Fuente: Infoagro, 2002.
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10. Plagas y enfermedades

a. Plagas

2) Trips (Erankliniellaoccidentali¥

Se le considera una de las peores plagas de la lechugaspuassenisor del
virus del bronceado del tomate (TSWYV), el cual provoca grandes necrosis foliares, y
rapidamente éstas acaban matando a la planta como dafio directo, mientras que el
dafio indirecto ocasionado por las picaduras y las hendiduras de puestatedisd

nivel poblacional del insecto (Infoagro, 2002).

Lucha bioldgica: Existen algunos artropodos depredadores Ftankliniella
occidentalis destacando un insecto del génémiusy los acaros del grupo de los
Fitoseidos Resulta efectivo plantar end margenes de la parcela algunas plantas
por la que estos insectos muestran una especial predileccion, como es el caso de las

habas o alcachofas.

Métodos culturales: Existen algunas sugerencias para el control cultural de
esta plaga como es: evitar edoude material vegetal contaminado, desplazar los
cultivos de lechuga en el tiempo para no coincidir, fundamentalmente en las
primeras fases vegetativas, con poblaciones altas de trips y eliminar las malas
hierbas y restos vegetales antes de la plantaeiomvernaderos colocar mallas para
evitar la entrada de trips y colocar también trampas para detectar la presencia de los

primeros individuos.
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Lucha quimica: Si el nivel poblacional de trips ya no es tolerado por el cultivo
se procedera a la lucha quimicsin olvidar que la residualidad de los productos
sobre el cultivo y la aparicion de resistencias en la plaga. Las formas de aplicacion
de los productos (espolvoreo y pulverizacion) se deberan alternar para lograr mayor

eficacia. En invernadero se redemda la termonebulizacion (Infoagro, 2002).

Si las poblaciones de trips son muy elevadas, sera necesario realizar dos
tratamientos en el plazo de 5 dias para romper el ciclo, teniendo en cuenta que las
fases de huevo y ninfa no van a ser afectadas|goinger tratamiento y necesitan
unos dias para emerger. Entre las materias activas recomendadas destacan:

Metiocarb, Formetanato, FenitrotionLindano (Infoagro, 2002).

3) Minadores (Liriomyzatrifolii y Liriomyza huidobrensiy

Esta plaga ocasiona segiproblemas sobre todo en las plantulas, forma galerias

en las hojas que llegan a debilitar a la plgK&rns 1996.

Lucha biolégica: Se la realiza utilizando algunas avispas parasitas pero sobre

todo se debe evitar cultivar en las épocas propiciadgataga (Valencia, 1995).

Métodos culturales: Se han obtenido excelentes resultados al utilizar trampas
pegantes de color amarillo, las cuales deben colocarse cuando las poblaciones aun se
mantienen en un nivel bajo, estas ademas permiten evaluarutiasadiones

poblacionales de la plaga.

17



Lucha quimica: Se debecomenzar el tratamiento cuando se observen los
primeros sintomas, procurando mojar bien toda la superficie de la planta; siendo las

siguientes materias activas las recomendadas en el Cuadro 4.

CUADRO 24. Materias activas para el control del minador de la hoja

((Liriomyzatrifolii y Liriomyza huidobrensisen el cultivo de lechuga.

MATERIA ACTIVA DOSIS PRESENTACION DEL
PRODUCTO
Abamectina 1.8% 0.050.10% | Concentrado emulsiable
Abamectina 3.37% 0.030.05% | Concentrado emulsionablf

Fuente: Infoagro, 2002.

4) Mosca blanca(Trialeurodesraporariorum

El dafio por gandes poblaciones de mosca blanca se observa en una clorosis
foliar, reduccion del tamafio del repollo, dafio ecomdnpor contaminacion y

acumulacion de fumagin®&erns 1996).

Lucha quimica: Cuando la poblacién de mosca blanca vaya incrementandose

se iniciara el control quimico con las materias activas citadas en el Cuadro 5.

CUADRO 25. Materias activas para el control quimide la mosca blanca

(Trialeurodewaporariorum en el cultivo de lechuga.

MATERIA ACTIVA DOSIS PRESENTACION DEL
PRODUCTO

Alfa cipermetrin 5% 0.06:0.08% Concentrado emulsionabl

Imidacloprid 20% 0.050.08% Concentrado soluble

Fuente: Infoagro, 2002.
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5) Pulgones (Myzus persicag Macrosiphum solani y Narsonovia

ribisnigri).

Se considera al pulgbn como una plaga sistematica en el cultivo de la lechuga,
su ataque suele ocurrir cuando el cultivo estd préximo a la recoleccion, chupan la
savia de las hojas y segan una sustancia pegajosa que la vuelve susceptible a la
fumagina, ademas puede propagar el virus del mosaico. Tienen la caracteristica de
colonizar las plantas desde las hojas exteriores y avanzando hasta el interior, excepto

la especiéNarsonoviaibisnigi, cuya difusion es centrifuga, es decir, su colonizacién

comienza en las hojas interiores, multiplicandose progresivamente y trasladandose

después a las partes exteriores (Infoagro, 2002).

Lucha quimica: A continuacion se muestran las materias astrecomendadas

para el control de pulgones (Cuadro 6).

CUADRO 26. Materias activas para el control quimico del pulgén

(Myzus persicaeMacrosiphunsolaniy Narsonoviaibisnigri) en lechuga.

MATERIA ACTIVA DOSIS PRESENTACION DEL
PRODUCTO
Acefato 75% 0.05% Polvo soluble en agua
Alfa cipermetrin 4% 0.080.10% | Concentrado

emulsionable
Cipermetrin 2% + Metil pirifos 25% | 0.200.25% | Concentrado
emulsionable

Deltametrin 2.5% + Heptenofos 40% 0.05% Concentrado
emulsionable

Imidacloprid 20% 0.050.08% | Concentrado soluble

Lambda cihalotrin 2.5% 0.040.08% | Concentrado

emulsionable

Fuente: Infoagro, 2002.
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b. Enfermedades

1) Antracnosis (Marssoninganattonianp

La antracnosis se inicia con lesiones de tamafio de la punta de e&n effiia
aumentan de tamafio hasta formar manchas anguosakres de color rojo

oscuro, que pueden llegartener un didmetro de hasta 4 cm (Infoagro, 2002).

Control quimico: Se puede controlar con la desinfeccion del suelo y de la
semilla, En el Cadro 7 se tiene algunas de las materias activas recomendadas para

el control de antracnosis.

CUADRO 27. Materias activas para el control quimico de la antracnosis

(Marssonina panattonianan el cultivo de lechuga.

MATERIA ACTIVA DOSIS PRESENTACION DEL
PRODUCTO

Captan 47.5% 0.250.30% | Suspensién concentrad
Folpet 10% + Oxicloruro de cobre| 0.250.35% Polvo mojable
11.2% + Sulfato cuprocélcico
10.4%
Folpet 50% 0.250.30% Microganulo
Mancozeb 40% + Sulfato de cobr 0.30% Polvo mojable
11%

Fuente: Infoagro, @2.

2) Botritis (Botrytis cinered

Esta enfermedad empieza en las hojas mas viejas con unas manchas humedas
gue se tornan amarillas, posteriormente se cubren de un moho gris que forma una

gran cantidad de esporas. Cuando la humedad relativa aumentantas glaedan
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cubiertas por un micelio blanco; pero si el ambiente esta secproduce una

putrefaccion de color pardo o negro (Valencia, 1995).

Control Biolégico: Se han descrito diferentes hongos, nematodos y bacterias
como antagonistas de botritis, saerdndose a los primeros como los mas

importantes, entre ellos tenemdsichodermaspp, Coniothyriumspp, Gliocladium

sp, Mucor spp, Penicillium spp, Verticilium spp (Infoagro, 2002).

Control cultural: Para el control cultural de esta enfermedaded® evitar una
alta humedad dentro del cultivo, manejando densidades de plantacién adecuadas y
manejando eficientemente los riegos; ademas evitar un exceso de fertilizacion con

nitrégeno ya que favorece el crecimiento del hongo (Valencia, 1995).

Control quimico: El Cuadro 8 muestra las materias activas eficaces y

autorizadas actualmente.

CUADRO 28. Materias activas para el control de botr{Botrytis cinered en el

cultivo de lechuga.

MATERIA ACTIVA DOSIS PRESENTACION
Benomilo 50% 0.10% Polvo mojable
Captan 45% 0.250.30% Suspension concentrad?
Cimoxanilo 4% + Folpet 40% 0.30% Polvo mojable
Iprodiona 50% 0.100.15% | Suspension concentradd
Procimidona 3% 20-30 kg/ha Polvo para espolvoreo
Vinclozolina 50% 0.100.15% Polvo mojable

Fuente: Infoagro, 2002.
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3) Mildiu Velloso (Bremialactucag

Esta enfermedad se desarrolla en condiciones de baja temperatura (10 a 15 ° C)

y de alta humedad relativa. Las hojas presentan manchas color verde amarillentas en

el haz y por el envés se observa un polvillo blanquesinoe@y §988).

Control cultural: Se debe utilizar cultivares resistentes sin embargo aparecen
nuevas razas de el hongo; ademas se debe realizar riegos ligeros y mantener una

densidad optima de cultivo, evitando asi la excesiva humedad (Valencia, 1995).

Control quimico: Para controlar esta enfermedad se recomiendan varias
materias activas (Cuadro 9), teniendo en cuenta que dichas aplicaciones sobre

infecciones cuyo desarrollo foliar cubre completamente el suelo tiene una eficacia

limitada (Infoagro, 2002).

CUADRO 29. Materias activas para el control de mildiu vell¢Beemialactucag

en el cultivo de lechuga.

MATERIA ACTIVA DOSIS PRESENTACION DEL
PRODUCTO

Benalaxil 6% + Cimoxanilo 3.2% 4 0.230.33% Polvo mojable
Folpet 35%
Benalaxil 8% + Mancozeb 65% 0.20:0.30% Polvo mojable
Captan 40% + Tiabendazol 17% | 0.150.25% Polvo mojable
Captan 85% 0.150.25% Polvo mojable
Cimoxamilo 4% + Folpet 40% 0.30% Polvo mojable
Etirimol 6% + Maneb 40% 0.300.60% Suspension concentrada
Mancozeb 60% + Metil tiofanato 2-4 l/ha Polvo mojable
14%
Zineb 50% 0.40% Suspension concentrada

Fuente: Infoagro, 2002.
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4) Esclerotinia (Sclerotiniasclerotiorum

Esta enfermedad se presenta en bajas temperaturas y alta humedad. Presenta
marchites de las hojas basales, podredumbre de laacgrde las hojas adyacentes
ademés forma un moho blanco algodonoso en la parte afectada y unos cuerpos
negros y duros que son las estructuras de conservacion de los hogos denominados

esclerosios (Yépez, 1988).

Control cultural: Se recomienda realizar diaas profundas para enterrar los
esclerosios del hongo y evitar que estos germinen e inicien la infeccion del cultivo.
Controlar los riegos para evitar un exceso de humedad y aplicar rotacion de cultivos

(Valencia, 1995).

Control quimico: Para el controde esta enfermedad se recomiendan varias

materias activas presentes en el Cuadro 10.

CUADRO 30. Materias activas para el control quimico de esclerotinia

(Sclerotiniasclerotiorun) en el cultivo de lechuga.

MATERIA ACTIVA DOSIS PRESENTACION DEL
PRODUCTO
Captan 40% + Tiabendazol 0.150.25% Polvo mojable
17%
Folpet 40% + Tiabendazol 179 0.150.25% Suspension concentrada
Procimidona 3% 20-30 kg/ha Polvo para espolvoreo
Vinclozolina 50% 0.100.15% Suspension concentrada

Fuente: Infoagro, 2002.
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5) Septoriosis(Septoridactucag

Esta enfermedad produce manchas en las hojas inferiores y se combate

empleando las materias activas que se muestran a continuacion en el Cuadro 11.

CUADRO 31. Materias activas para el control depsoriosis Eeptorialactucag en

el cultivo delechuga.

MATERIA ACTIVA DOSIS PRESENTACION DEL
PRODUCTO
Cimoxanilo 3% + Folpet 32%+ | 0.20-:0.30% Polvo mojable
Ofurace 6%
Folpet 10% + Oxicloruro de 0.250.35% Polvo mojable
cobre 11.2% + Sulfato
cuprocélcico 10.4%

Fuente: Infoagro, 2002.

6) Virus del mosaico de la lechuggLMV)

Sobre las hojas se producen manchas amarillentas o de color verde claro,
atrofiando el crecimiento de la planta; puede presentar una clorosis generalizada e
inclusive las nervaduras pueden llegar a lucir como transparentes. a ke uas
principales virosis que afectan al cultivo de la lechuga, debido a los importantes

dafios causados. Se transmite por semilla y pulgones. (Hessayon, 1995).

Control cultural: Como normas basicas a seguir se recomienda: plantar
semilleros con garamtisanitarias, arrancar y destruir las plantas afectadas, vigilar y
mantener las poblaciones de los vectores en el menor numero posible durante todo el

ciclo de cultivo (Quilis, 2003).
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7) Virus del bronceado del tomate (TSWV)

Este virus se caracteriza pomanchas foliares, inicialmente cloroticas, y
posteriormente, necréticas e irregulares, en ciertas circunstancias tan extensas que
afectan a toda la planta, la cual no se desarrolla plenamente y se marchita en poco
tiempo. En el cultivo de la lechuga la itencia de la virosis no supera el20%.

Se transmite por étips. La concentracion del virus en el cuerpo del vector aumenta
con la edad del insecto ya fecundidad disminuye en los insectos viruliferos

(Infoagro, 2002).

Control cultural: El control debe ir encaminado hacia los vectores que
trasmiten el virus, asi por ejemplo: controlar los semilleros para evitar
contaminaciones precoses, eliminar plantas infectadas, eliminar malas hierbas,

controlar quimicamente a los vectores (Lycos, 2004).

c. Fisiopatias

1) Latencia de la semilla y mala germinacion

Para romper la latencia se recomienda la prerefrigeracion en camara fria

(2 °C, 48 horas), pregerminacion con agua (48 horas a remojo), pregerminacion en

camara oscura y tratamientos con swlo de giberelinas (24 horas a remojo)

(Morales, 2002).
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2) Tip burn

Esta fisiopatia se produce en el campo y se relaciona con condiciones
climaticas, seleccion del cultivar y nutricion mineral. Las hojas se presentan con las
puntas quemadas dando una egpenia desagradable, volviendo el margen de la hoja

dafiada més débil y susceptible a pudriciones (Cantwell, 2004).

3) Espigado o subida de la flor

La lechuga produce tallos florales cuando se deja a esta en la tierra después de

la formacion de los cogollps veces estos tallos aparecen antes que las plantas estén

en el punto de recolecci-n, a este probl

causas incluyen: algun contratiempo en el crecimiento, trasplante atrasado o hecho a

la ligera superpoblacion yquedad en la raiz (Hessayon, 1995).

4) Antocianos en las hojas

En época de bajas temperaturas durante el ciclo del cultivo algunas variedades

son muy sensibles al enrojecimiento de sus hojas (Morales, 2002).

5) Granizo

Afecta negativamente tanto por el dadlirecto como por el indirecto, ya que

sobre las heridas pueden desarrollarse patdogenos secundarios, afectando a la

comercializacion del producto (Morales, 2002).
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6) Punteado pardo

Es una fisiopatia comun debido a la exposicion a bajas concentraciones de
etileno que produce depresiones oscuras especialmente en la nervadura media de las
hojas. Secundariamente, el etileno estimula la produccion de compuestos fendlicos
que conduce a la sintesis de pigmentos pardos. Bajo condiciones severas, las
manchas puederessencontradas en el tejido verde de las hojas y en todo el cogollo.
Esta fisiopatia hace a la lechuga no comercial. La contaminacién por etileno puede
originarse por montacargas que trabajan o funcionan con propano, transporte de
cargas mixtas, o almacgaaon frutas generadoras de etileno tales como manzanas

y peras (Hessayon, 1995).

7) Mancha parda (brown stain)

Los sintomas de esta fisiopatia son grandes manchas deprimidas de color
amarillo rojizo principalmente en la nervadura media de las hBgstas pueden
oscurecerse o agrandarse con el tiempo. La mancha parda en algunos casos se
observa como un veteado pardo rojizo. La mancha parda es causada por la
exposicion a atmosferas con £8bbre 3%, especialmente a bajas temperaturas

(Cantwell, 2004).

8) Costilla rosada (pink rib)

Es una fisiopatia en la cual la nervadura de la hoja adquiere una coloracion

rojiza. La sobremadurez de los cogollos y el almacenaje a altas temperaturas
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incrementan este desorden. Las exposiciones a etileno no incremeatiésicgsitia

y atmosferas con bajo oxigeno no lo controlan (Cantwell, 2004).

B. MANCHA CAFE DE LA HOJA ( Rhizoctoniaspp.)

La rizoctoniasis es una enfermedad que astpliamente distribuidalrededor

del mundoy que ataca a gran cantidad de hospexaincluida la lechuga

1. Aqgente causal

La enfermedad es causada por el hoRipzoctoniaspp que pertenecela
Orden Micelia Sterilia, el mismo que incluye a todas las formas de hongos que no

producen esporafGonzales, 1989).

2. Etilogia

El hongo se caicteriza por hifas ramificadas y septos formados muy préximos
a esas ramificacionedas hifas son de color marron oscuro, las células son
multinucleadas y la base de la célula que da origen a una ramificacion tiene una

constriccion(Parmeter, 1969; OgosHi985)

Las hifassonclaras cuando jovengsadquieren su color definitivo cda edad

tornandose castanas.
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3. Ciclo de la enfermedad

El hongo se mantiene de un afio a otro, c@scerocioy como micelio en
residuos de cosecha que se encuentran enekd. dtn la siguiente siembra y en
presencia de condiciones favorables de humedad, los esclerocios germinan y el
micelio desarrolla infectando los brotes y tallos que se encuentrataeo de pre
y/o post emergencia (Figura 1).as raices y los estolonesn también afectados

durante el desarrollo de las plant&sastro, 1989

Cajin d infsccion en plantas
Rhizoctonia solani

Micelio en ka /
superficie del tajido

§ Muarla da brotes
BTEFGENtES ¥
CARCTO en LA
base del tallos

Micedio

?%F

Hitas en
crecimiants

Pié blancs e 1a
basa dal tallo y

Formacion de
' esclerocios en b

formacidn de basidias superficia de los
oo T cucumans 4% tuberculos
k. 7 €L TAE
Micalio P Seamilla .
con tajido infectada con z

esclerosios
FUENTE: Dibuje |. CASTRO, adaplade de AGRIOS (1997)

Fuente: Agrios, 1995

FIGURA 1. Ciclo de Vida deRhizocbnia
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4. Diagnostico

Cuando se tiene sospecha de la presencia del hongo hay que arrancar algunas
plantas y sacudir las raices, luego se observa si quedan particulas de suelo
suspendidas en pequefios hilos, como si estuvieran sobre una telarafia. Siempre es

necesaria la confinadén por medio del diagndstico de laborato(iDirsa, 1999

5. Signos vy Sintomas

Las plantas afectadas se torrtncoloramarillo, presentan escaso desarrollo,
pierden anclaje y cuando el hongo se extiende hacia las hojas inferisregidias
afectados se tornan de un color marrén oscuro y sobre la superficie crece un moho
blanquecino que posteriormente se torna amarillento y por ultimo de color marrén,

formando costra sobre la superfi@@irsa, 199%.

6. Control

El control de la emrmedad debe hacerse combinando control cultural,

biologico, quimico, etc.

Control Cultural: Rotacion de cultivgseliminaciono quemade los restos de
cosecha. Esta practica es valida para eliminar el micelio del hongo que se encuentra
en restos de tallo y hojas infectadas en el campo después de la cosecha
(Castro, 1989 Usar fertilizantes nitrogenados a base de nitratos (nitrato de calcio o
nitrato de potasio) en vez de uré&iréa, 1999 asi como cantidadesoderadas de

fésforo y altas a modadas de potasiiMartinez, 2004). Incrementéa circulacion
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deaire y mejorar el drenaje del suelo son practicas culturales aplicables al control de
casi todas las enfermedades causadas por hodguicar cal si el pH del suelo es

menor de 6.§Martinez, 2004).

Control quimico: El uso de fungicidas no incrementa los rendimientos, pero,
incrementa la calidad sanitaria de las lechugas. Por otro lado, los fundieidaéan
utilizarse demanera adecuada y siguiendo un esquema de control de la enfermedad
(Castro, 1989 EI uso de fungicidas daejrupo de los benzimidazoles reduce el
dafio, pero no lo erradica. Aplicaciones de Thiofanato de Metilo, PCNB, Iprodione
y Triflumizol son otros igredientes que también manifiestan un adecuadtraton

(Oirsa, 199).

Control biolégico: Entre los enemigos naturales RRizoctoniasolanj los mas

eficientes sonTrichoderma harzianum Rhizoctonia binucleada yVerticillium

bigutatum aunque en laractica el control biolégico debe ser considerado sélo
como un comporrge del control intgrado. Gutiérrez, 1990 Ultimamente se ha

determinado qu8acillus subtilis actiacomo controlador biologicde la mayoria

de enfermedades de suelo, pocapacidad de liberacompuestos con propiedades

antifungicas como la subihia. (Bravo 1993; citado por Benzing 2001).

7. Importancia ecoromica

Las pérdidas ocasionadas pdrizoctoniaen los invernaderos son incalculables,
y dada su capacidad de diseminacién. Ademas, no solo causa pudricion radicular

sino que también causa emfeydades foliares como manchas vy tizongkcontrol
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es costoso y dificil dado que este hongo produce estructuras de resistencia que

prevalecen por varios afos en el syélosa, 1999).

C. EL BIOL

Se denomina biol al afluente liquido que se descargandbiodigestor, se
obtiene como producto del proceso de descomposicién anaerdbica de los desechos
organicos. Esta constituido delidds disueltos, conseavdel 0,5 al 1,5 % de
materia sbda. Entre las caracteristicas mas sobresalientes del biol, seqtienes
una gran fuente organica de fitorreguladores, por lo que promueve en la planta
actividades fisiologicas y estimula su desarrollo. Aumenta y fortalece la base
radicular de las plantaspejora el enraizamient@mplia la base foliar, mejora la

floracion y activa el vigor y poder germinativo de las serflaquilanda, 1996).

1. Elaboracion del Biol

Para la elaboracion del biol se debe tomar en cuenta las siguientes

consideraciones:

Los microorganismos encargados de la descomposicion requiecambeho
(C) como fuente de energia asi como el nitrégeno (N) para su propia estructura
celular. Por lo que se recomienda mantener una relacion de estos componentes de
20:1 a 30:1 Las condiciones dentro del biodigestor deben ser de temperaturas de

entre25 a 35 °C, un pH de 7 y condiciones anaerodbicas al {B0guilanda, 1996).
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El volumen de agua debe ser del 90% del total colocado en el biodigestor, y un
10% de material organicoEl material debe permanecer en el biodigestor por un

periodo de entre 3890 dias, permitiendo la salida de ¢8squilanda, 1996).

El biodigestor es de facil construccion, se requiere de un recipiente plastico
adecuado para el volumen que se requiere de biol (el volumen ocupard el 70% del
espacio, dejando libre un 30% pde acumulacion de gas), se necesita una
manguera que permita la salida del gas y que conectara la parte interna del
biodigestor con el ambiente externo, solo para liberar el gas. En el extremo exterior
de la manguera, se colocara un recipiente con agei@equira como valvula de
escapgGutiérrez, 2001).El producto esta listo cuando en el agua no se observa

burbujas de gas.

2. Uso del Biol

El biol puede ser utilizado como fuente de fitorreguladores. Su efecto como

promotor de crecimiento ha sido amplame estudiado, sin embargo se conoce que

puede ser utilizado como fuente de microorganismos que actuen como controladores

biologicos de plagas y enfermedad®squilanda, 1996).

D. CONTROL BIOLOGICO

La principal razén para el auge del uso de contrologico, es que en la

actualidad se conoce mucho mas de la ecologia microbiana en relacion con la

fitopatologia, por esto se puede entender los componentes y funcion de los nichos
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ecolégicos, en los que los microorganismos, pueden colonizar y hacer
interrelciones. Permitiéndonos algun tipo de prediccion, y con esto controlar
biologicamente las enfermedades. Tenemos ademéas métodos de control bioldgico,

disponibles, baratos, relativamente efectivos, que no han sido incentivados a tiempo.

Los primeros pestidas desarrollados contindan siendo quimicos téxicos
potentes, que persisten en el medio ambiente, acumulandose en predadores y en
todos los niveles de las cadenas alimenticias (Falconi, 1997). En paises
desarrollados estos productos quimicos han sig@halia limitados o prohibidos, a
pesar de que siguen siendo usados en paises en vias de desarrollo por su facil
adquisicion y su eficiencia para el control frente a plagas y enfermedades, no

obstante con un dafio incalculable al medio ambiente.

Debemos drnos cuenta que el abandono inmediato de pesticidas no es posible,
debido a que son considerados imprescindibles. Sin embargo existe un movimiento
publico por parte de los medio ambientalistas, de ecoélogos, de fitopatdlogos, de
agrénomos, que estamos ada de la reduccién del uso de pesticidas y en el
establecimiento de reglamentos de practica y legislacion de pesticidas,

lamentablemente estos se encuentran ausentes en el Ecuador.

El concepto de control bioldgico no debe relacionarse con un sucesaale é
inmediato, ya que abarca procesos bioldgicos mas complejos, como el establecer
paralelismos de coexistencias de antagonistas y patdgenos con su respectivo

huésped, en un sistema agricola equilibrado.
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Las propiedades que debe tener el controladdddico para Falconi, 1997 son:

- Crecimiento rapido y poco exigente de elementos nutricionales y medio
ambientales.

- Capacidad de utilizar las primeras fuentes nutricionales, como colonizador
de la materia organica de plantas en los primeros estadios delizsa

- Capacidad de adaptaciéon a medio ambientes agricolas alterados.

- Medio de distribucién adecuado, usualmente esporas o esclerotes, para la
sobrevivencia en el suelo o en la planta, cerca del in6culo patdégeno o en la

fuente de infeccién.

1. GéneroBacillus

Los bacilos en general estan clasificados dentro de los microorganismos
aeroébicos o facultativos y productores de catalasa. Puedgrasepositivos @ram

variables. En general producen endosporas

a. Caracteristicas del género Bacillus

Las carateristicas generales del género Bacillus segiolgiid 2005) son:

Producen endosporas, que son termoresistentes y también resisten a agentes

como la desecacion, la radiacion, los acidos y los desinfectantes quimicos.

Muchos bacilos producen enzimasroifilicas extracelulares que descomponen

polisacéaridos, acidos nucleicos y lipidos, permitiendo que el organismo emplee estos

productos como fuentes derlbano y donadores de electrones; ademas batmkos
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producen antibiéticos y son ejemplos de estasdcitracina, polimixina, tirocidina,

gamicidina y circulina.

Los baciloscrecen bien en medios sintéticos que contienen azucares, acidos
organicos, alcoholes, etc., como las Unicas fuentes de carbono y el amonio como
Unica fuente de nitrégenoViven dentro los limites de temperatura de 55 a 70°C

El limite inferior de pH par8acilluses de 2 a 3.

2. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es ®nsiderado uno de los mas eficaagentes controladores
biolégicosde enfermedades foliares y en especiabdermedades radicularess E
una bacteriggram positiva, que posee la capacidad de formar esporas, estructuras
altamente resistentes y viables por periodos de tiempo inconmensuEabiesly

colonizador de raices, poco versatil nutricionalmente (Rougi®©éd)1

Bacillus subtilis pertenece a las bacteriasagwpositivas mesofilas producen

esporas ovales o cilindricason fermentativas, usualmentidrolizan caseina y

almidon; bs esporangios no son birados; & pared de la espora es delgada

a. Esporulacén

Varias especies de bacteri@am positivas (icluido el generoBacillus),

disponen de una serie de estrategias adaptativas cuando se ven sometidas a privacion

de nutrientes en su medio ambiente&eux 1964). Entre estas tenemos:
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Como un princip, intentan alcanzar un medio ambiente mas propigSiegun

(l&fez 1998), las respuestas consisten en lo siguiente:

Cuando loBacillusestan creciendo activamente en un medio rico en nutrientes,
carecen de flagelos. Pero si los nutrientes comienzazaaess, se induce la sintesis
de flagelos y las bacterias se mueven, en virtud de quimiotaxis positiva, hacia zonas

donde detecten mayores concentraciones de nutrientes.

Si de alguna manera, los nutrientes ricos vuelven a escasear, se inducen una
serie deenzimas intracelulares y extracelulares, destinadas a aprovechar nutrientes
menos ricos: enzimas del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, que permiten
aprovechar el acetato que previamente las bacterias habian "desechado" como
consecuencia de la utilizéei de la glucosa; enzimas hidroliticas extracelulares

destinadas a deadar polimeros presentes en el medio.

Sin embargo si la situacion de carencia de nutrientes se mantiene, las bacterias
se preparan para sobrellevar este periodo con la denoneimdopora, que es una
forma de reposo (metabolismo practicamente detenido), y que es capaz de resistir
una amplia gama de agentegresivos ambientales, fisicos y quimicos

(Rougieux 1964).

Segunlaiez 1998; si la bacteria sigue pasando hambre, coanrehte, si los
niveles de fuentes de C, N, o P caen por debajo de un umbral, esto constituye una
sefal a la bacteria de que se avecina un largo periodo de privacion de nutrientes.

Entonces, la bacteria se implica en una serie de complejos cambios ggenéticos
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metabdlicos, estructurales, et@proceso deesporulacior), que conducen a la
diferenciacion, en el interior de la célula vegetativa original, de una célula durmiente
(endosporg. La célulamadre (o sea, la célula vegetativa original que genero la
endospra) finalmente se autolisa, liberando la espora, que es capaz de permanecer
en estado de metabolismo casi nulo, durmiente, varios decenios, incluso siglos. Las
esporas son facilmente diseminadas por el aire; cuando caen en medios ricos en
nutrientes, se ebencadena sgerminacion, se reinicia la actividad metabdlica, de

modo que cada espora genera una nueva célula vegetapea,de division binaria.

b. Propiedades de las Espora@éafiez 1998)

Hipometabolia: Poseen la mas baja tasa respiratoria de tlmoseres vivos.

Por ello son capaces de sobrevivir en ausencia de nutrientes durante largos periodos

de tiempo.

Dormancia: Esta propiedad se refiere al hecho de que la espora tierggama

inercia a los sustratos exégenos, sélo perdera la dormanaidocs@ haya activado

para la germinacion.

Resistencia al calor:Las esporas resisten f@0durante 15 mimtos lo cual

condiciona los parametros para esterilizar materiales.

Deshidratacion Es capaz de mantenerse en un muy bajo contenido en agua de

la espora
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Resistencia a agentes quimicoka resistencia de la endospora a agentes como
octanol, cloroformo, etc. se debe artgpermeabilidad de las cubiert@gacias a su
gran grosor y su peculiar composicion a base de proteinas ricas en aminoacidos

hidréfobos y con abundantes puentes disulfuro (cistinas).

E. COMPARACION CON VARIOS ESTUDIOS SIMILARES

El Bacillus subtilis como antagonista, no ha sido ampliamente estudiado. Sin

embargo, existen algunos estudios que empiezan a aclarar muchas dudas acerca de

este antagonista.

1. Bacillus subtilis aplicado a cereales

Se conoce que la aplicacion dacillus subtilis duplica el rendimiento en

cultivos de cereales como es el caso del trigo, comparados con plantas infectadas

naturalmente coGaeumannomycegamini De igual manerdacillus subtilis y

B. pumilis, han sido usados en trigo para el control de Rhizoctonia, por lo que se
observa, que en presencia de la bacteria existe una poca incidencia de la enfermedad,

lo que refleja un aumento del rendimiento adaecha (Falconi, 1997).

Debido a la diversidad genética en el gérigaoillus tanto en la rizosfera como
en el suelo, se considera a estas bacterias como colonizadores eficaces. Las

potencialidades del génerBacillus sobre Pseudomonadluorescenshan sido

sefaladas por (K, 1997), quienes encontraron mayor emergencia y control de

patogenos del trigo cuando utilizaron este género.
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2. Bacillus subtilis aplicado a hortalizas

Bacillussubtilisdio grandes resultados en el control de la pudricion radicalar d

la cebolla causada p@&clerotiumcepivorum La enfermedad fue disminuida a la

mitad, pero los resultados repetitivos no dieron los efectos significativos que se

esperaban, debido a la variabilidad del experimento (Falconi, 1997).

Para el control délternariaporri en plantas de cebolla, alternando aplicaciones

del producto biologico con las de los fungicidas zineb y oxicloruro de cobre, se
determind que los tratamientos que consistian en la combinacion de fungicidas

sintéticos y biol6gicos mostraronejor control que el resto de los tratamientos.

3. Bacillus subtilis aplicado a frutales

Esta bacteria se ha evaluado para el control de enfermedades fungosas en pre y
poscosecha de aguacate, teniendo un efecto similar al de los fungicidas comerciales
(Korgen, ©97). Los mejores resultados fuerorgrimdos con un tratamiento
integrado que incluia aplicaciones de benomil y oxicloruro de cobre y control
biolégico, siendo este el primer informe de control bioldégico precosecha en

aguacate. Cabe recalcar ddegdllus subtilises un habitante natural del filoplano del

arbol de aguacate.

También se realizaron pruehasvitro con Pseudomonasp. yBacillus subtilis

aislados de platano y arroz, respectivamenterés,2001). Estos microorganismos

mostraron la cam#dad de inhibir el crecimiento de hongos fitopatdogenos del suelo,
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como Fusarium oxysporium Pythium ultimun, Rhizoctonia solani Phytophtora

nicotianae Fusariummoniliformey Fusariumsolani(Castellanos1995)

4. Bacillus subtilis aplicado a lequminosas

Actualmente, se desarrollé una formulaciorBaeillus subtilispara controlala

pudricion radicular del fijél, la cual se evalué comparando diferentes sustratos y se
determiné que en condiciones de laboratorio el tratamiento con turba fue el mas
eficaz No obstante, en condiciones de campo la formulacion a base de pectina fue

la que lgré mejor control (lazzarete, 1994).

El efecto de aplicaciones al suelo Bacillus subtilis mejora el control de

Fusariumoxysporumen arveja china, pero incrementaffiemente los costos de

produccion. Se recomienda su uso aplicado al suelo, en suelos muy infestados por el

patogeno.

5. Bacillus subtilis aplicado a semillas

Uno de los usos d8acillus subtilis como agente de control biolégico es

mediante el tratamienie semillas. Su efecto benéfico cuando se aplica junto a las

semillas o en forma individual no se debe exclusivamente al antagonismo con los
patdogenos sino que influye positivamente en la germinacion, desarrollo y

rendimiento del cultivo debido a la pramhion de sustancias promotoras del

crecimiento y al mejoramiento de la nutricion de las plantas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Para la elaboracion del biol se utiliz6 agua destilada, baldes plasticos, colador,

melaza y papa.

Durante la fase de lakaiorio se ocuparon los siguientes equipos: camara de
flujo laminar, camara de inoculacion, microscopio, incubadora y agitador. Los
reactivos utilizados fueron: aceite mineral, agar, alcohol, antisuero IASA C2S1
(Chiriboga, 2003), asparaginaphro cresol purpura, carbonato de calcio, cloruro de
sodio, cloranfenicol, dextrosa, difosfato de potasio, extracto de levadura, extracto de
malta, extracto de carne, fosfato acido de potasio, glucosa, jugo V8, hidroxido de
potasio, maltosa, peptona, rosa& thengala, sulfato de magnesio, sulfato de

estreptomicina. Finalmente se conto6 con el equipo normal de un laboratorio.

En la fase de campo se utilizaron los siguientes materiales: bomba de
aplicacion, balanza, calibrador, fertilizantes, flexometro, férrherramientas de
campo, plastico negro de desinfeccion, producto quimico (Captan 80), semilla de
lechuga (Grandes lagos). Como ropa de trabajo se utilizo: botas de caucho, guantes,

mandil, mascarillas, overol.
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B. METODOS

1. Obtencidn de biol de papa prehdrolizada en melaza

Para obtener biol de papa en melaza se hidroliz6 la misma mediante el siguiente
proceso: séavo los tubérculos minuciosamente para su posterior coccion durante 20
a 30 minutos, luego se dej6é en reposo durante 3 dias en un recigieat®d a0

herméticamente; finalmente se cernié el contenido del recipiente.

Una vez obtenido el extracto de papa hidrolizada, se coldtalel este, con
250 ml de melaza y se afordé hasta 4 litros con agua destilada en un balde plastico
sellado; se maato el biodigestor cerrado durante 20 dias a temperatura constante
de 50 °C, permitiendo la salida del gas cada tres dias y se filtro el contenido

obteniendo un biol de pH aproximado de 7 en condiciones anaerdbicas (Figura 2).

FIGURA 2. Biol de papa prehidrolada, Laboratorio IASA, 2004.
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2. Aislamiento, purificacion v tipificacion del Bacillus subtilis a partir

del biol.

a. Aislamiento y purificacion

Para el aislamiento y purificaciéon dBécillus a partir del biol se coloc6 una
muestra de 10 ml de biol en 4 tsbestériles y estos fueron expuestos a una
temperatura de 80 °C durante 15 minutos. Luego se propdgacius en agar
nutriente, el mismo que se prepard con 1 g de extracto de carne, 2 g de extracto de
levadura, 5 g de peptona, 5 g de cloruro de sotfio,g de agar. Todos los
componentes fueron diluidos en 1 It de agua destilada, esta mezcla se llevo al

autoclave y finalmente se inoculéB#cillus subtilis Al momento de la siembra, se

coloco en 3 cajas petri una alicuota del biol antes expuesteraparatura de 80 °C
durante 15 minutos, se vertié el agar nutriente y se agité suavemente con la mano

para inducir un crecimiento de colonias aisladas.

En base a la observacion de caracteristicas como color blanco sin brillo, y

tomando en cuenta la termptura a la que fue sometido el biol, se determind

Bacillusa 6 colonias de entre todas las observadas.

b. Tipificacion del Bacillus subtilis

Para la identificacion d@acillussubtilis, se realizaron 2 pruebas especificas, la

Prueba Seroldgica y la Phede Productos de la Glucosa.
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La prueba Serolégica es una prueba especifica para la determinacion de

Bacillus subtilis, se realizé con el antisuero 1.A.S.A. C2&hiriboga, 2003y una

solucién de cloruro de sodio al 0,85%. EIl procedimiento a seduésd siguiente:

las 6 muestras obtenidas Blacillus, fueron llevadas a concentraciéon Mc Farland 2,

se realizé una mezcla con 1,5 ml de antisuero y 1,5 ml de la solucion salina. Los 3
ml obtenidos se repartieron en 6 tubos de ensayo a razén de 0,Semdgyego

0,5 ml de cada una de las 6 muestras anteriormente llevadas a una concentracion de
Mc Farland 2; se mantuvo en agitacién los 6 tubos durante 24 horas. Esta prueba
midié el aglutinamiento de la bacteria, las muestras 1 y 2 presentaayor

aglutinamiento indicando la presenciaBeillus subtilis

La Prueba de Productos de la Glucssaealizd pra confirmar el resultado de
la Prueba Seroldgica, para esto se sometio las 6 muestras anteriores a la Prueba de
Productos de la Glucospie consto de 3 partes, la Prueba Acida, la de Gas y la de

Acetoina. Para que una bacteria se considaeillus subtilis debe ser &cida

positiva, gas negativa y acetoina positiva.

Para la realizacion de las dos primeras pruebas (Prueba Acida y d&u&as)
necesario utilizar 10 ml de glucosa al 10% y preparar 100 ml de Medio Base, cuyos
componentes son: 0,1 ml al 2,5% de bromo cresol purPiga de fosfato acido de
potasio,3 g de agar, 3 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro de sodio, 10 g de

peptona, 100 ml de agua destilada (aforar).

Para esto se esterilizd6 en el autoclave por separado 2 frascos con 45 ml de

Medio Base cada uno y un tercer frasco con 20 ml de aceite mineral, una vez
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esterilizado cada uno de los frascos de 45 ml de medio baagregdé 5 ml de

glucosa al 10%.

Para la Prueba Acida, se verti6 5 ml del medio en 6 tubos de ensayo, se
procedid a la siembra directa de cada muestra con una asa de inoculacion. Se
observo el crecimiento por un periodo de 3 dias; esta prueba mide & dampibi a
través de la variacion de color en las muestras, pasando de purpura a amarillo,
siendo amarillo positivoEn esta prueba resultaron positivas las muestras 1, 2, 3, 4

y 6 (Figura 3).

FIGURA 3. Prueba acida, laboratorio IASA, 2004.

Para la Pruebde Gas se verti6 5 ml del medio en 6 tubos de ensayo, se
procedio a la siembra directa de cada muestra con una asa de inoculacién y sobre
esta se coloc6 2 ml de aceite mineral. Se observé la prueba por un periodo de 3
dias; esta prueba mide la presia (positiva) o ausencia (negativa) de burbujas en el

aceite. Las muestras que resultaron negativas fueron 1, 2 y 6 (Figura 4).
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FIGURA 4. Prueba de gas, laboratorio IASA, 2004.

Para la Prueba de Acetoina fue necesario preparar 50 ml de un medio que consta
de Q25 g de glucosa, 0,25 g de cloruro de sodio, 0,35 g de peptona, 50 ml de agua
destilada. Wa vez mezclados los componentes se procedié a su esterilizacion por
medio del autoclave, luego se distribuy6 el medio a razén de 4 ml en 12 tubos de
ensayo corregmdientes a las 6 muestras y a una repetictésta prueba mide la
forma de crecimiento, siendo positiva cuando se forma un anillo de crecimiento en
la superficie o0 un crecimiento vertical central y negativo si se desarrolla en el fondo,
la dnica muestrapositiva fue la nimero 2. La muestra numero 2 resulté

Bacillus subtilis en las 2 pruebas realizadas: Serolégica y de Productos de la

Glucosa.
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3. Determinacién de la accion antagoénica deBacillus subtilis para

controlar Rhizoctonia spin vitro ein vivo.

a. Invitro

3) Preparacion del inéculo

Para obtener el patdgemhizoctoniase lavé por separado las hojas, raices, y
tallo de una lechuga enferma d@hizoctonia posteriormente se cortd por separado
el material lavadoA continuacién se colocé el neaial en agua destilada y se triturd

hasta obtener una mezcla poco homogénea.

Para propagar I®hizoctoniase prepardé un medio de PDA con antibiético
(Cloranfenicol). Para preparar 1 It de PDA se utilizaron 200 g de papas peladas,
500 ml de agua d#lada, 20 g de dextrosa, 15 g de agar agar. Se cocinaron las
papas hasta que se deshicieron en el agua destilada, se cernié el contenido y se vertid
el liquido con la dextrosa y el agar, se afor6 hasta 1 It y se autoclavo el megm; |

se coloco el arbiotico (250 mg).

Para la siembra dRhizoctoniaen cajas petri, se colocé una alicuota de la
mezcla formada con agua destilada y el material vegetal infectado, se agrego el PDA
y se agitd suavemente para propender al crecimiento de colonias aistedaszu
selladas las cajas estas se colocaron en la incubadora a 27 °C por un periodo de

24 horas.
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Observado el crecimiento en las cajas, se realizé una inspeccion al microscopio,
utilizando cinta adhesiva e hidroxido de potasio al 3%na vez deterinada la
colonia deRhizoctonia se realizdé el mismo procedimiento por varias veces hasta

obtener un&hizoctoniapura.

4) Prueba Dual de Antagonismo

Para la Prueba Dual de Antagonismo fue necesario preparar un medio de cultivo

donde se desarrollen el pagdgp Rhizoctoniasp. y el antagonistBacillus subtilis

Se escogié el medio V&uyos componentes soi,5 g de asparagina, 3 g de
carbonato de calcio, 5 g de extracto de malta, 10 g de maltosa, 19 g de agar, 200 ml
de jugo V8 (jugo Campbell), 1 It de agdestilada (aforar)Una vez esterilizado el
medio, se verti6 en las cajas petri y se dejaron en reposo durante 24 horas en la
camara de inoculacion para que solidifiquen adecuadamente y se evite un exceso de

humedad al momento de la siembra.

La siemba deRhizoctoniase realizé en 6 cajas petri con V8, correspondientes
al tratamiento 1 y testigo absoluto. La siembra se realizé con sacabocados
colocando una porcion en el lado derecho de la caja y una porcién al lado izquierdo.

De igual manera, se sendben 3 cajas petri el antagonisBacillus subtilis

(tratamiento 2), formando 2 franjas con el asa de inoculacion como muestra el
Figura 5. Se sellaron las 9 cajas y se colocaron en la incubadora durante 24 horas a

27 °C. Pasado este periodo de tiemp@recedio a sembrar Bhcillus subtilisen

las cajas que conteni&hizoctoniay a sembrar Ie&Rhizoctoniaen las cajas que

contenian eBacillussubtilis. El testigo permanecio sellado.
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FIGURA 5. Prueba dual de antagonismo, laboratorio IASA, 2004.

Se mididel crecimiento transversal y perpendicular dRlézoctoniadurante 3
dias seguidos incluyendo el primer dia en el cual tanto el tratamiento 1 como el
tratamiento 2 tenian solo al patégeno y solo al antagonista respectivarhaste
variables analizadadueron el crecimiento paralelo en A vs crecimiento

perpendicular en B del hongo a las estrias de las bacterias aisladas (Figura 6).

Crecimiento en A

Creci mi en

Crecimiento en B Creci mien

FIGURA 6. Crecimiento paralelo en A vs crecimiento perpendicular en B del

hongo a las estrias de la bacteria alad
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Los factores en estudio fueron el antagonB&&illus subtilis y el patdogeno

Rhizoctoniasp. Para el andlisis estadistico se utilizo el Disefio Completamente al
Azar con 3 repeticiones. Se realizd pruebas de Duncan al 5% para tratamientos y
pruebas deormalidad y homocedasticidad para determinar la distribucion normal y
homogeneidad de varianza de los datelsmodelo matematico fue el siguiente:

Yij = m+ Ti + Ejj

m Media poblacional.

Ti: Efecto del ii esimo tratamiento

Eij: Error experimental

b. Invivo

1) Caracteristicasdel Campo Experimental

La investigacion se realizo en la Hacienda el PiabtiSA, especificamente en
el area de hortalizas, cuyas caracteristicas son: suelo de pH entre 5,5 a 5,9; declive

del 1%, drenaje irregular y texturaric arcillo arenoso.

Las caracteristicas agroclimaticas de esta zona fueron: temperatura media de 14,47
°C, precipitaciéon anual de 1089 mm vy altitud de 2750 msnm {A2@05). El
namero de camas utilizadas fue de 15. Cada cama con 90 plantagmde fo
rectangular con 10 m de largo por 1 m de ancho. La distancia de siembra fue de 30

cm entre hileras y 20 cm entre plantas (Barahona, 2004; Figura 7).

Arce, M. 2005 Caracteristicas agrocliméticas de la Hacienda El Redi@vista). Sangolqui, EC. ESPE.
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FIGURA 7. Cultivo de lechuga IASA, 20042005.

2) Meétodo de Evaluacién

El Bacillus subtilis se aplicéal canpo semanalmente desde transplante hasta la

cosecha, en concentraciones de Mc Farland 7, 8 y 9.

El medio de inoculacion par8acillus subtilis fue el denominado Caldo

Nutriente que constd de 1 g de glucosa, 2,5 g de extracto de levadura, 2,5 g de
fosfato de potasio, 5 g de peptona, 1 It de agua destilada (aforar). EIl medio se
autoclavé junto con 3 tubos de ensayo con 9 ml de agua destilada para realizar las

diluciones Mc Farland, posteriormente se sembigaelllus subtiliscon una asa de

inoculacion enl0 ml de Caldo Nutriente y se colocé el tubo sembrado durante 24
horas en la incubadora a 27 °C. Después de este tiempo, se realizaron las diluciones
Mc Farland colocando 1 ml del primer tubo (Mc Farland 10) en 9 ml de agua
destilada para obtener un sedartubo con una dilucién de Mc farland De este

segundo tubo (Mc Farland 9), se tomd 1 ml de agua y se coloco en un tercer tubo,
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formando una solucion Mc Farland 8. De este tercer tubo (Mc Farland 8), se tomo

1 mly se realiz6 una solucion Mc Farlah@Figura 8).

FIGURA 8. Escala Mc Farland, IASA, 2004.

A continuacion se colocé 3 ml de cada una de las soluciones Mc Farland 7, 8 y
9 en 3 frascos de capacidad de 1 It con 300 ml de Caldo Nutriente respectivamente
para que exista una adecuada aireacion. oRe® los frascos en agitacion a 120

revoluciones por minuto y a 27 °C por un periodo de 24 horas.

Para la aplicacion al campo se colocé los 300 ml de bacteria Mc Farland 7 en
una bomba de 12 It, se procedi6é de igual manera con las concentracionesaiid Farl
8 y 9. El producto quimico (Captan) se aplicé de acuerdo a las especificaciones del

fabricante en el cultivo de lechuga (Figura 9).
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FIGURA 9. Aplicacién deBacillussubtilisen el cultivo de lechuga IASA, 2004.

Para determinar la accion antagénicaBdeillus subtilis contraRhizoctoniasp.

en el campo se procediod a la medicion del porcentaje de incidencia.

Para estoestomaron los datos semanalmente, a partir del transplante durante 9
semanasgcontando el niumero de plantas enfermas Rbizoctoniasp. de cada

unidad experimental y expresandolo en porcemtagdiante la ecuacion :

Numero de plantasenfermasx 100
Numerototal de plantas

% incidencia=

Los factores en estudio fueron las concentracionesBdeillus subtilis

Mc Farland 7, Mc Farland 8 y Mc Farland 9.

Durante la fase @ campo se establecieron cinco tratamientos:

T1 Bacillus subtilis Mc Farland 7 T2 Bacillus subtilis Mc Farland 8
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T3 Bacillus subtilis Mc Farland9, T4 Quimico (Captan) y T5 Testigo Absoluto

(riego).

Para elandlisis estadistico se utilizé el Disefio Completamente al Azar con 3
repeticiones. Se realiz6 pruebas de Duncan al 5% para tratamientos y pruebas de
normalidad y homocedasticidad para determinar la distribucibn normal y
homogeneidad de varianza de laegas. El modelo matematico fue el siguiente:

Yij = m+ Ti + Ejj
m Media poblacional.
Ti: Efecto del ii esimo tratamiento

Eij: Error experimental

Para el primer ciclo de cultivo se realiz6 wstandarizacion de datgselogra
que se cumpla el supste andlisis de varianza y permite el cumplimiento de la
normalidad y la homcedasticidad, ademas determilaa distribucion normal y
homogeneidad de dichos datos. Al no cumplirse lo esperado fue neceahziar

una prueba no Paramétrica.

Para el segudo ciclo de cultivo se aplicé logaritmo natural el dogka que se
cumpla el supuesto analisis de varigmzamalidad y horacedasticidad; determina
la distribucién normal y homogeneidadlde datos Al no cumplirse lo esperacke

realizOuna pruebamParamétrica.
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4. Establecimiento de la concentracion mas adecuada deacillus

subtilis para control de Rhizoctonia sp.y evaluacion de los tratamientosen

campo

Para determinar los tratamientos que permitan obtener pardmetros 6ptimos de
produccion seregistré cada uno de los datos estudiados durante dos ciclos de

cultivo. Las variables evaluadas fueron:

a. Porcentaje de prendimiento

Se tomaron datos a los 7 dias de transplante (Figura 10), contando el nUmero de
plantas prendidas de cada unidad expartaiey expresandolo en porcentaje con la
ecuacion:

Numerodeplantagprendidas100
Numerototaldeplantadrasplaradas

% prendimierno =

FIGURA 10. Transplante de plantas de lechuga IASA, 2004.
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b. Altura de planta

Los datos se tomaron cada 15 dias luego del transplante hasta los 45 dias. Se
midié la altura desde la base teasl dpice mas alto de cada planta de las unidades

experimentales con una regla de escala en centimetros (Figura 11).

FIGURA 11. Medicién de la velocidad de crecimiento IASA, 2004.

c. Ciclo de cultivo

Los datos se tomaron a partir de que se aprecié madurezcam&e tomo el

tiempo que demord cada muestra representativa de la unidad experimental

(30 plantas) en llegar a la madurez comercial.

d. Diametro de cabeza

Alcanzada la madurez comercial se midi6 el didmetro de cabeza con un

calibrador de unenuestra representativa de cada unidad experimental (30 plantas).
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