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RESUMEN

Las caracteristicas que posee la rosa producida en el Ecuador han convertido a este pais en el
tercer exportador de flores a nivel mundial. Este sector genera mas de 70,000 plazas de
trabajo convirtiéndose en uno de los pilares fundamentales para la economia del pais. Una de
las principales limitantes para el desarrollo de esta industria, son las enfermedades y plagas
que reducen la produccion. En los altimos afios, los acaros se han constituido en una de las
plagas mas dificiles de controlar, debido a que su exoesqueleto estd compuesto por quitina, la
cual le sirve como escudo frente a los acaricidas; ademas estos organismos adquieren
rapidamente resistencia a los productos quimicos aplicados. Por estas razones las soluciones
quimicas empleadas para controlar esta plaga han resultado poco efectivas, no duraderas,
costosas y contaminantes para el medio ambiente, por lo que es necesario una alternativa
diferente como lo es el control biologico orientado a la eliminacion del esqueleto externo
formado por quitina, polisacarido que forma parte del exoesqueleto de los artropodos, como
crustaceos y aracnidos. Para ello se aislo a partir de cascarilla de camardn tres
microorganismos quitinoliticos, los cuales se combinaron con el hongo entomopatdgeno
Paecilomyces fumosoroseus. Estas combinaciones se probaron primero a nivel de laboratorio
y posteriormente en invernadero usando un Disefio de Bloques Completamente al Azar
(DBCA) con cuatro repeticiones. Los resultados se analizaron con el programa estadistico
SPSS, con tablas de ANOVA y pruebas de Tukey, observandose que todos los tratamientos
fueron estadisticamente significativos frente al testigo. El tratamiento formado por la cepa B8
(Actinomycetes) junto con P. fumosoroseus, controlé a Tetranychus urticae en un 76,4% a
nivel de laboratorio y 41,2% a nivel de invernadero. Se recomienda que esta combinacién de
microorganismos sea elaborada a nivel comercial para que se convierta en una alternativa real

en el control de esta plaga.
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ABSTRACT

The Ecuadorian flower’s characteristics have transformed the country in its” third world
exporter. This industry embraces more than 70,000 workers, becoming a fundamental item in
Ecuadorian economy. Between the main obstacles for this industry’s development are the
diseases and insect plagues, that reduces the production. In last years, mites have been
constituted in one of the more difficult plagues to control, because his mite’s skin is
compound by chitin, which serves it as a shield in front of the pesticides. These organisms
also acquire quickly resistance to the chemical control, becoming ineffective the chemical
solutions used to control this plague and not permanent, expensive and environmental polluted.
For this reason it’s necessary to develop an alternative, as the Biological Control, oriented to
eliminate the mite’s skeleton chitin, shield a polysaccharide a present in of arthropods as
crustaceans and arachnids. In order to make this possible three stumps degrades chitin were
isolated from shrimp’s skins and were mixed with Paecilomyces fumosoroseus pathogenic
fungus. These combinations were first tested in laboratory and lately in green houses using
and RCBD with four repetitions in comparison with the control treatment. The results were
analyzed in SPSS software, ANOVA charts and Tukey tests. All the treatments were
statistically representative. The treatment formed by the B8 stump (Actinomycete) with P.
fumosoroseus controlled Tetranychus urticae in 76, 4 % in laboratory and 41,2% in green
houses. This microorganism combination should be elaborated at commercial level in order to

become as a real alternative in mite’s control.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.6 Formulacién del problema:

Tetranychus urticae, es una plaga a nivel nacional que afecta a cultivos horticolas,
frutales y floricolas, entre los méas representativos. Es un problema muy dificil de controlar
debido a que su caparazon estd compuesto por quitina, la cual le sirve como proteccion frente
a los acaricidas aplicados, impidiendo que el quimico penetre en el &caro y pueda matarlo.
Ademas la “arafia roja” como es conocido, adquiere rapidamente resistencia a los diferentes
productos utilizados para su control, por lo que las soluciones quimicas evaluadas resultan ser

no duraderas, costosas, y amenazan a la productividad de los suelos.

1.7 Justificacion del problema:

El Ecuador es el tercer exportador de rosas a nivel mundial, gracias a las
caracteristicas de la flor ecuatoriana: mayor tamafo de tallo, mejor follaje y color mas intenso
en los botones, que permiten proporcionar una alta calidad de flor, logrando ventas superiores
a $500 millones anuales (Cadena, 2008).

Las rosas constituyen el 73% de las exportaciones floricolas ecuatorianas (Banco
Central del Ecuador, 2006), siendo su principal mercado EEUU, Rusia y Holanda. Este sector
emplea mas de 70 mil plazas de trabajo y el ingreso per capita de los cantones floricolas es el
50% superior al del promedio nacional, lo que demuestra que la produccion de flores en el
Ecuador es una fuente de trabajo para un buen porcentaje de la poblacion (Cadena, 2008). Sin
embargo este tipo de cultivo se ve afectado por virus, bacterias, hongos y plagas como trips, y
acaros que en conjunto causan grandes pérdidas en la produccién, representando un gasto a

nivel econémico.

A través del tiempo, los acaros se han convertido en una plaga muy dificil de
controlar, primero porque se encuentran en su mayor parte en el envés de la hoja, siendo
dificil que el control llegue hasta alli; segundo porgue estan recubiertos por un exoesqueleto o
caparazOn compuesto por una capa de quitina, que es su proteccion frente a quimicos y
tercero porque adquieren rapida resistencia a los mismos, la cual se transfiere de generacion

en generacion (Villalba, 2006).
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En los diferentes cultivos comerciales los acaros ocasionan anualmente pérdidas
econdmicas del 18 al 20%. Con el afan de controlar esta plaga, en rosas se invierten 20 mil
dolares mensualmente y se han venido aplicando a través de los afios quimicos como
floramite, hexmite, dicarsol, sinosine, kanemite entre otros (INIAP, 2005), los cuales son
nocivos para el suelo porque lo deterioran, tornandolo no apto para la produccion; ademas

contaminan las aguas subterraneas por infiltracion, el aire y el entorno en general.

Tomando en cuenta los inconvenientes y pérdidas tanto en lo econémico, como en la
produccion que han generado los tratamientos quimicos aplicados, estos resultan poco
efectivos y no duraderos. Frente a este problema, se necesitan alternativas, como el control
bioldgico, orientado especificamente a &caros, tomando en cuenta que estan recubiertos por
una capa de quitina en su caparazén, la cual le sirve como escudo frente a los controles
aplicados, por lo que es necesario romper esta pared protectora por medio de organismos que
tengan la caracteristica de degradar la quitina (organismos quitinoliticos). Una vez eliminada
la proteccion del acaro, se complementa el control con un organismo capaz de matar a
Tetranychus urticae como Paecilomyces fumosoroseus, el mismo que puede colonizarlo

interiormente debido a su capacidad entomopatdgena (Hipolito, 2008).

El control biologico hoy en dia es una alternativa frente a los problemas fitosanitarios
que enfrentan las diferentes areas de produccion agricola y al mismo tiempo contribuye al no
deterioro del medio ambiente que actualmente estd muy afectado por causa del uso excesivo
de agroquimicos y pesticidas. En el Ecuador apenas se esta incursionando en el biocontrol,
siendo de suma importancia desarrollar esta via alterna, por las ventajas que acarrea: amigable

con el medio ambiente, efectividad en su aplicacion y ahorro economico (Hielen, 2007).

Especificamente el biocontrol de &caros en nuestro pais se ha probado en banano,
babaco, tomate y en rosas, en las mismas que se ha logrado una reduccion en la poblacion de
la plaga, usando acaros benéficos; pero cabe recalcar que es interesante variar los organismo
utilizados probando bacterias y hongos quitinoliticos para lograr analizar los resultados de la
confrontacion entre el aracnido y los microorganismos (Jara & Montesdioca, 2007).

1.8 Obijetivos de la investigacion:
1.8.1 Objetivo general
Evaluar el control biolégico que ejerce la simbiosis del hongo entomopatogeno

(Paecilomyces fumosoroseus) junto con el organismo quitinolitico aislado a partir de
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cascarilla de camardn sobre el &caro (Tetranychus urticae) fitopatdgeno de rosas, mediante
aplicacion foliar en un cultivo de rosas a nivel de invernadero en la finca “FLORYCAMPO”,

Cayambe- Ecuador.

1.8.2 Objetivos especificos

1.8.2.1 Aislar microorganismos quitinoliticos a partir de la cascarilla de camaron,
en medios a base de quitina coloidal.

1.8.2.2 Realizar pruebas de fitopatogenicidad de los microorganismos quitinoliticos

aislados frente a plantas de rosas a nivel de laboratorio.

1.8.2.3 Evaluar los posibles efectos de antagonismos que los organismos

quitinoliticos pueden tener contra P. fumosoroseus.

1.8.2.4 Cuantificar el grado de actividad quitinolitica que tienen los organismos

aislados.

1.8.2.5 Analizar el grado de control de los organismos quitinoliticos y P.

fumosoroseus sobre las poblaciones de Tetranychus urticae, a nivel de laboratorio.

1.8.2.6 Valuar el grado de control que generen los organismos quitinoliticos y P.
fumosoroseus sobre Tetranychus urticae, al ser aplicados en plantas de rosas infestadas a

nivel de invernadero.

1.9 Marco Tedrico:
1.9.1 Produccion de flores
1.9.1.1 Produccion de flores a nivel mundial

El cultivo de flores se extiende a nivel de todo el mundo, ocupando una superficie de
190,000 ha; estadisticamente estan involucrados 145 paises, entre los mas importantes como
importadores estan: EEUU, Reino Unido, Francia, Holanda, Japon, Italia, Suiza, Bélgica,
Brasil, China, Paises Bajos, Tailandia, México, Colombia, Costa Rica y Austria; como
exportadores estan: Holanda, Colombia, Ecuador, Kenia, Israel, Espafa, Italia y Zimbabue
(Braanker & Strijbosch, 2008).

El flujo de comercializacion involucra cultivos de plantas con flores de corte, plantas
ornamentales, follaje de corte y bulbos de flor destinadas a la decoracién, siendo las
principales flores de corte: rosas, claveles, orquideas, gladiolos y crisantemos, que compiten

en color y perfume. La rosa se desarrolla mejor en zonas templadas; el clavel crece
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normalmente en invernaderos favorecido por su variedad de colores y aromas; las orquideas
poseen flores grandes y vistosas, procedentes de zonas tropicales; el gladiolo es simbolo de la
victoria, se caracteriza por su inflorescencia en espiga, que se forma entre las 4 y 6 semanas
después de plantado; el crisantemo simbolo de una vida larga, es una de las mas cultivadas en
todo el mundo (Ayudaproyecto, 2007).

En Holanda cada dia se venden 19 millones de flores cortadas y 2 millones de plantas
de macetas en menos de 5 horas; este es el principal productor, exportador y controlador de
las tecnologias genéticas y del comercio mundial, tanto en flores de corte como de bulbos de
flor (Estrada, 2010). Actualmente, el 20% de las flores y plantas que se subastan en
Amsterdam proviene del exterior, ya que los crecientes gastos de energia y costos salariales
en Holanda, convierten al extranjero en un lugar de produccion cada vez mas atractivo
(Braanker & Strijbosch, 2008).

1.9.1.2 Produccion de flores a nivel del Ecuador

De las 22 provincias existentes en nuestro pais, las principales zonas productoras se
encuentran en Pichincha y Cotopaxi; le siguen en importancia Azuay, Imbabura y Guayas;
finalmente se incluyen Tungurahua, Carchi, Cafiar y Chimborazo. En el pais hay
aproximadamente 4,729 ha dedicadas al cultivo de flores, de las cuales el 73,6% corresponde
a cultivos permanentes y el resto (26,4%) a transitorios; el 59,6% se cultiva bajo invernadero
y el 40,4% en campo abierto. Ecuador tiene una gran diversidad de especies de flores, pero la
mas significativa es la rosa de caracter permanente, que cubre el 53,3% de la superficie

sembrada, le sigue la Gysophila spp. flor transitoria que abarca el 13,7% (Araujo, 2001).

El Ecuador esta ubicado geograficamente en la linea ecuatorial donde la luminosidad
es de 10 a 12 horas al dia y la altitud promedio donde se cultivan es de 2,800 m.s.n.m gracias
a estos parametros se logra una flor de alta calidad, por lo que actualmente es el tercer

exportador de rosas a nivel mundial (Cadena, 2008).

1.9.1.3 Produccion de flores organicas
El creciente interés del mercado mundial y la presion de grupos ecologistas Europeos
por “flores limpias”, limitan el uso de agroquimicos, especialmente plaguicidas; esto ha
provocado que muchos floricultores, se orienten en la bisqueda de tecnologias de produccion

no contaminantes y en lo posible, no quimicas, que lleven a establecer una estrategia valida
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para propiciar una produccion floricola de alta calidad y rentabilidad, utilizando tecnologias

amigables con el ambiente (Suquilanda, 2001).

El mercado de flores cultivadas biolégicamente ha crecido desde el afio 2003 en un
52%, segun datos de la Organic Trade Association (OTA), el importe de las ventas de flores
en los EE.UU. asciende en total a 16,000 millones de délares; sin embargo, se ve influenciado
cada vez mas por el cultivo sostenible de flores; a pesar de esto en paises como Espafia,
Francia y Brasil, existe un alto consumo de flores organicas y una buena cantidad de viveros
organicos dedicados a producirlas, mientras que en algunos paises latinoamericanos como

México apenas se esta incursionando con la produccién de flores organicas (Moran, 2004).

1.9.2 Florycampo

Esta empresa es una Unidad de Negocio productora de rosas y flores de verano
perteneciente a Hilsea Investment LTD, ubicada en la via Otavalo, Panamericana Norte Km
2.5. Tiene 32 ha de produccion floricola con 9 variedades de flores de verano y 15 variedades
de rosas. Dentro de los sistemas de manejo de esta finca se ha implementado el uso de bioles,
compost, bocashi, acaros benéficos (Amblyseilus californicus), hongos antagonistas y
entomopatogenos (Trichoderma spp. Paecilomyces lilacinus, Verticillium lecanni vy
Gliocladium virens), con el fin de mejorar el rendimiento en la produccion y al mismo tiempo

utilizar tecnologias amigables con el medio ambiente.

1.9.3 Rosas
Son un genero de arbustos espinosos Yy floridos, representante principal de la familia
de las roséaceas. Existen alrededor de 100 especies de rosales silvestres originarios de zonas
templadas, la mayoria cultivadas como ornamentales por su flor (la rosa); pero también se las
usa para la extraccion de aceites esenciales (perfumeria y cosmeética), usos medicinales

(fitoterapia) y gastrondmicos (Asturnatura, 2010).

Esta flor, se caracteriza por su alto nivel de inversion y produccion, con una vida Gtil
de 6 a 7 afios; sus variedades dependen del color, matizacién, tamafio de botdn, largo y grosor
de tallo, ausencia o presencia de espinas, tamafio de hoja entre lo mas resaltante y
dependiendo de los parametros que establezcan los diferentes mercados, los productores se

adaptan a estos establecimientos logrando calidad y volumen requerido (IFFIVE, 2001).
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1.9.3.1 Principales plagas que afectan las rosas
1.9.3.1.1Pulgones o afidos (Macrosiphum rosae), son insectos pequefios en forma de
pera, que miden alrededor de 3 mm de longitud; de color verdoso y atacan a los vastagos,
hojas jovenes o a las yemas florales. Estos insectos chupan la savia de las plantas y secretan
una sustancia dulce y pegajosa llamada melaza, la cual con frecuencia se torna negra al
infectarse con fumagina o negrilla, empeorando notablemente el aspecto de las rosas (Fava &
Trumper, 2004).

1.9.3.1.2 Arafia roja (Tetranychus urticae). Es la plaga mas grave en el cultivo del rosal,
ya que la infestacion se produce muy rapidamente y puede producir dafios considerables antes
de que se reconozca. Los acaros chupan la savia de la planta a través de las hojas y se
desarrollan principalmente cuando las temperaturas son elevadas y la humedad ambiental es
baja. Inicialmente las plantas afectadas presentan un punteado o manchas finas blanco-
amarillentas en las hojas, posteriormente aparecen telarafias en el envés y finalmente se

produce la caida de las hojas (Rosas, 2003).

1.9.3.1.3 Trips (Frankliniella occidentalis). Estos insectos se introducen en los botones
florales cerrados y se desarrollan entre los pétalos y en los apices de los vastagos, lo que da
lugar a deformaciones en las flores que ademas muestran manchas generalmente de color
blanco debido a dafios en el tejido. Por la alimentacion de los trips, las hojas se van curvando

y a menudo las yemas no pueden abrirse completamente (Cabello, 1991).

1.9.3.1.4 Nematodos (Meloidogyne spp, Pratylenchus, Xiphinema). Son pequefios
gusanos microscépicos que se alimentan de las raices, atacan la parte subterranea provocando
frecuentemente agallas, que posteriormente se pudren; los sintomas se pueden confundir con

otras deficiencias como sequia y carencia de hierro (Moreno, 2007).

1.9.3.2 Principales enfermedades que afectan las rosas
1.9.3.2.1 Mildiu velloso o tizon (Peronospora sparsa). Provoca una rapida defoliacion; si
no se actla a tiempo, puede resultar muy dificil recuperar la planta; éste se desarrolla
favorablemente bajo condiciones de elevada humedad y temperatura, dando lugar a la
aparicion de manchas irregulares de color marron 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 los cuerpos

fructiferos del hongo, en forma de pequefias areas grisaceas (Schuster, 2008).
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1.9.3.2.2 Oidio (Sphaerotheca pannosa). Los sintomas son manchas blancas y
pulverulentas; se manifiestan sobre tejidos tiernos como: brotes, hojas, botdn floral y base de
las espinas, las hojas también se deforman apareciendo retorcidas o curvadas (Schuster,
2008).

1.9.3.2.3 Roya (Phragmidium disciflorum). Se caracteriza por la aparicién de pustulas de

color naranja en el envés de las hojas, suele aparecer en zonas donde se acumula la humedad.

1.9.3.2.4 Moho gris (Botrytis cinerea). Su desarrollo se ve favorecido por las bajas
temperaturas y elevada humedad relativa, dando lugar a la aparicién de un crecimiento
fungico gris sobre cualquier zona de crecimiento; asimismo hay que cuidar las posibles
heridas originadas en las operaciones de poda, ya que son facilmente conquistadas por el
patogeno (Schuster, 2008).

1.9.3.2.5 Agallas (Agrobacterium tumefaciens). Las agallas o tumores se forman en el
tallo hasta una altura de 50 cm sobre el suelo o en las raices, penetrando por las heridas

cuando la planta se desarrolla sobre suelo infectado (Schuster, 2008).

1.9.3.2.6 Mosaicos foliares. Esta denominacion agrupa a diversas manifestaciones
virales que afectan al follaje del rosal; el sintoma mas comun consiste en lineas cloroticas
discontinuas en zig-zag generalmente dispuestas asimeétricamente con relacion al nervio
medio. Las alteraciones cromaticas pueden venir acompafiadas de crispamientos vy

deformaciones del limbo (Schuster, 2008).

1.9.3.3 Manejo de rosas a nivel de invernadero
El manejo de la rosa comienza por su multiplicacion o propagacion que se lleva a

cabo por semillas, estacas, injertos de vareta e injertos de yema.

El cultivo de la rosa bajo invernadero permite producir flor en épocas y lugares en
los que de otra forma no seria posible; para ello los invernaderos deben cumplir ciertas
condiciones como la transmision de luz, altura, ventilacion y calefaccion (Aguanao et al.,
2006).

Para este cultivo el suelo debe ser analizado y desinfectado previamente, tener un

tratamiento de fertilizacion, drenado y aireado para evitar encharcamientos. Las rosas toleran
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un suelo &cido, aunque el pH debe mantenerse en torno a 6, no toleran elevados niveles de
calcio ya que si se expone a esto desarrolla rdpidamente clorosis debido al exceso de este
elemento, tampoco soportan elevados niveles de sales solubles, recomendandose no superar el
0,15 % (Aguanao et al., 2006).

Iluminacion: Influye directamente en el crecimiento: con demasiada luz se produce
una evaporacion reducida y una cosecha menos activa, el control de este factor tiene como

inconveniente el costo (Preesman, 2006).

Temperatura: Las temperaturas éptimas de crecimiento son de 17 °C a 25 °C, con una
minima de 15 °C durante la noche y una méaxima de 28 °C durante el dia, pueden mantenerse
valores ligeramente inferiores o superiores en periodos relativamente cortos sin que se

produzcan serios dafios (Preesman, 2006).

Agua: Es el compone del 90% de la planta; este liquido esta involucrado en el
transporte de nutrientes y azUcares, ademas se sabe que permanece erguida por la regulacion
de la presion del agua por el sistema de osmosis; los estomas controlan la evaporacion del
agua, cuando el suministro es deficiente se cierran los estomas, no hay intercambio de gas y
no se producen azucares (no hay energia), por lo que es necesario mantener un equilibrio

entre su captacion y evaporacion (Preesman, 2006).

Sustrato: Debe tener equilibrio entre agua y aire (capacidad de campo), buen sistema
de lixiviacion, pH neutro (6 el mas 6ptimo), estructura estable, y una buena cantidad de

materia organica (Preesman, 2006).

1.9.3.4 Manejo integrado de rosas: De acuerdo a la Normativa Ecuatoriana para el Manejo

de Agricultura Orgéanica se deben considerar los siguientes aspectos:

1.9.3.4.1 Creacion de condiciones que favorezcan el desarrollo de un equilibrio

ecoldgico, donde el combate de los enemigos naturales de los paréasitos pueda funcionar.

1.9.3.4.2 Método cultural: Mejoramiento de la composicién bidtica y abiotica del suelo,
con siembra de cultivos asociados, programacion de rotacion de cultivos, implementacién de
practicas culturales que favorezcan controles reciprocos en las poblaciones de insectos

nocivos para el cultivo.
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1.9.3.4.3 Método genético: Seleccion de especies y variedades adecuadas.

1.9.3.4.4 Método etoldgico: Uso de trampas para el combate de insectos, y siembra de
cultivos como repelentes. (MAG, 2007).

1.9.4 Quitina

Es un polimero (C8H1305N), de gran tamafio constituido esencialmente de azlcares
(polisacérido) y oxigeno; sus moléculas son fibrosas, logran un material de gran resistencia
quimica y mecénica, formado por unidades de 2-acetamido-2-desoxiglucosa enlazadas al
modo 1,4-beta-glucosidico, sus moléculas adquieren formas rigidas o extendidas generando
una disposicion en forma de zig zag entre los puentes de oxigeno, los arreglos son altamente
cristalino cuando las moléculas estan fuertemente empaquetadas, y son amorfas cuando el
empaquetamiento es menos fuerte, de acuerdo a este tipo de estructura cristalina adquiere
naturalmente tres formas: alfa, beta y gamma, las cuales tienen cada una propiedades y
funciones distintas (Avila, 2006).

La forma alfa es la mas abundante, sus cadenas son anti paralelas, cada una dispuesta
en sentido contrario de la otra como en la estructura del ADN, tiene la caracteristica de ser
mas rigida por lo que adquiere la funcidn de soporte; la forma beta tiene las cadenas paralelas
y la forma gama presenta por cada cadena dispuesta en una direccion, dos que se orientan en
sentido contrario; estas dos formas son capaces de hidratarse desarrollando propiedades
mecanicas semejantes a la del cartilago, las cadenas de quitina que tienen mas de seis y siete
monomeros son insolubles, cumplen con funciones de proteccion en animales inferiores y

hongos (Sastoque, 2005).

Aplicaciones: Debido a sus caracteristicas quimicas, la quitina es capaz de sustituir
materiales plasticos con la ventaja de ser biodegradable y por consiguiente no contamina el
medio ambiente. Otro campo de aplicacion es en la cosmetologia por sus propiedades
emulsificantes con un riesgo de alergia nulo. En la industria alimentaria se utiliza como fuente
de fibra natural, en la dieta para absorber grasas, fijar pigmentos artificiales y evitar absorcién

en el intestino como emulsificantes. (Gonzales, 2006).

1.9.5 Quitosano
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Es un polimero marino derivado de la quitina, su férmula es beta (1-4) -2 —amino-2
desoxi-D-glucosa, su produccion es generalmente por desacetilacion alcalina de la quitina a
altas temperaturas. Debido a la presencia de grupos aminos, su cadena polimérica tiene la
capacidad de protonarse y ser soluble en medio &cido, siendo asi mas reactivo, pero este
compuesto es inocuo para la salud humana (Soro, 2007).

Aplicaciones: Se utiliza como pelicula para purificar el agua por medio de 6smosis
revertida, se ha sugerido su uso para proteger los alimentos ya que soporta altas temperaturas
y al mismo tiempo es comestible. También sirve para concentrar material proteico que esta
presente en los liquidos de desechos de diversas industrias, lo cual es una doble ventaja ya
que el material concentrado se puede utilizar como aditivo en la alimentacion animal y el
liquido purificado puede verterse al medio ambiente debido a sus propiedades floculantes.
Este es un polisacarido cationico que puede unirse electrostaticamente a moléculas de carga
negativa como los lipidos, no es atacado por los jugos gastricos y como no es digerible es
eliminado directamente por las heces, razén por la cual es usado en el ambito de la salud para

perder peso (Soro, 2007).

1.9.6 Artropodos
Su nombre proviene del griego artros = articulaciones y podos = pies; comprenden
las dos terceras partes del total de especies animales descritas.
Su cuerpo esta formado por metameros o segmentos sucesivos separados por surcos

donde la quitina es méas blanda para permitirles moverse.

Los apéndices cefalicos, como antenas, mandibulas, maxilas estan adaptados para el
soporte de drganos sensoriales y de aprehension de alimentos; los apéndices abdominales son
variables, rudimentarios, albergan los 6rganos sexuales. Las patas son apéndices toraxicos
locomotores, tienen sus artejos dispuestos en cuatro niveles sucesivos que reciben los
nombres por analogia a los vertebrados de: cadera, muslo (formado por un artejo grande el

fémur y otro pequefio el trocanter), pierna o tibia y pie.
La quitina constituyente del exoesqueleto impide su crecimiento, por lo que

experimenta periédicamente el cambio completo de su cobertura externa, lo que se conoce

como muda o ecdisis (Carrero & Planes, 2008).
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Cuadrol: Clasificacién de la clase artrépoda (Carrero & Planes, 2008).

Phylum: Artopoda

Subtipo | Clase
Queliceratos Sin antenas Arécnidos
Branquiceratos 2 pares de antenas Crustaceos
Miridpodos
Tragqueados 1 par de antenas Insectos (hexapodos)

1.9.7 Crustaceos
1.9.7.1 Camaroén

Palaemon serratus, del orden de los decapodos, esta recubierto desde la cabeza hasta
el abdomen por un esqueleto externo (exoesqueleto o carapacho), el cual cambia
periédicamente conforme el animal crece, su exoesqueleto es grisiceo transparente y tiene la
caracteristica de engrosar mas que en los demas crustaceos. Viven tanto en aguas dulces
como saladas, asi como en regiones templadas, tropicales, frias y gelidas; habita en aguas
poco profundas, donde se alimenta de plantas y pequefios animales, ciertas especies viven en

aguas abiertas, a veces a profundidades de hasta 5 kildmetros.

Los camarones tienen diversas formas y colores, verdes o castafios, algunos llegan a
medir 23cm de largo, tienen la capacidad de nadar hacia delante por sus filamentos

abdominales y hacia atras por su cola en forma de abanico (Pedramol, 2006).

1.9.7.2 Produccion de camardn en el Ecuador

La industria camaronera después de superar la crisis de la mancha blanca, ha
aportado de manera importante a la economia del pais, manteniendo su crecimiento y
conservando su prestigio y calidad en mercados internacionales como los Estados Unidos,
Europa, Latinoamérica, Asia y Africa, aln cuando tiene a su mayor competidor en China. La
calidad del camardn ecuatoriano esta relacionado con las condiciones climaticas de nuestro
pais, ya que Ecuador es uno de los pocos paises del mundo donde el nimero de cosechas varia
desde 2.5 a 2.8 al afio, ademas el estricto control en estandares de seguridad ha logrado que
este sector brinde suficiente confianza a los compradores y consumidores extranjeros (Castro,
2007).

1.9.7.3 Desechos del camarén
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En el procesamiento de organismos marinos como peces Yy crustaceos se generan
grandes cantidades de cabezas, colas, entrafias y drganos internos los cuales antes del
procesamiento representan hasta un 60% del organismo marino; este residuo estd formado
aproximadamente por un 45% de proteinas, 35% de minerales, 15% de quitina y 5% de
pigmentos y grasas, tienen una elevada demanda bioldgica de oxigeno (DBO) que puede
descomponerse rapidamente si no se manejan de manera adecuada, generando problemas
ecoldgico y de salud debido a los fuertes olores producto de su putrefaccion, por lo que es
esencial tomar en cuenta un almacenamiento adecuado y el tiempo que trascurrird entre la

produccion y eliminacion definitiva de estos (Sastoque, 2005).

La préctica comln de desechar estos residuos en el mar, es un peligro al sobrecargar
el ecosistema, provocando efectos nocivos en la calidad humana, el riesgo aumenta cuando
los desechos son vertidos en cuencas hidrograficas poco profundas y semi cerradas, el
problema se fundamenta en que anualmente solo la bidsfera acuatica con diferentes
microorganismos genera cerca de 10 ! toneladas métricas de quitina, y estudios realizados
muestran que en los océanos se podria agotar las fuentes de carbono y nitrégeno en un tiempo
relativamente corto, si la quitina no es devuelta al ecosistema en una forma biolégicamente
utilizable, lo que demuestra que las bacterias marinas tienen un papel muy importante en la

degradacion de la quitina (Yu et al., 1991).

Existen alternativas para el tratamiento de estos desechos como transformacion en
harinas para lo que el desecho debe ser fresco. Ademas se pueden utilizar en procesos de
compostaje con una degradacién natural generando subproductos de interés econGmico como
fertilizantes organicos (POE, 2003).

1.9.8 Acaros
Es la Unica sub-clase Arachnida con interés agricola, hasta hoy en dia existen mas de
1,700 generos y 30,000 especies (Carrero & Planes, 2008).

Organizacion anatémico- morfolégica:
Gnastostoma: Alli se encuentra el aparato bucal, compuesto por un par de apéndices
situados delante de la boca llamados queliceros, que ocupan el sitio de las antenas en los otros

artropodos, estos le sirven para la aprehension por lo que suelen terminar en pinzas; el
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segundo par (los palpos) son drganos sensoriales téctiles y olfativos utilizados para la

localizacion del alimento (Carrero & Planes, 2008).

Opisthosoma: Parte posterior del cuerpo donde se encuentra la abertura anal.

Idiosoma: Involucra el cuerpo del &caro excepto el Gnastostoma, se divide a su vez

en otras dos regiones: la primera Propodosoma y el Histerosoma.

Podosoma: (Podo = patas y soma = cuerpo) porcion del cuerpo donde se insertan los

cuatro pares de patas (Carrero & Planes, 2008).

Histerosoma: Es la mitad posterior del cuerpo formada por el metapodosoma y
opistosoma (Carrero & Planes, 2008).

Otra forma de describir el &caro externamente es:

Pedipalpos: Formado por seis segmentos, el primero es fijo y el resto son mdviles;
pueden estar adaptados para conseguir alimento, reciben los nombres de coxa o cadera,
trocanter, fémur, rodilla, tibia, tarso y ambulacro, este ultimo esta formado por un par de ufias

y un epodio central (Carrero & Planes, 2008).
Queliceros: Constituido por tres segmentos: la abertura bucal, dorsal, y ventral, a su
vez formada esta Gltima por la quela que hace la funcion de rasgar el tejido vegetal (Villalba,

2006).

Estiloforo: Aparato bucal propio de los fitopatdogenos, donde se fusionan las

porciones proximas a los queliceros y pedipalpos para formar el aparto chupador.

Cavidad bucal: Formada por una hipofaringe, la faringe que hace una funcion de

bomba de vacio.

Ojos: No siempre estan presentes, son simples y no facetados, en nimero par (2),

ubicados en la parte dorsal o dorsolateral del propodosoma.
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Setas: Organos sensoriales, terminaciones nerviosas, conectados al sistema nervioso

que funcionan como quimioreceptores.

Patas: Son tres pares en las larvas y cuatro en estados ninfales y adultos.

Cuticula: Integrada por varias capas, o placas bien definidas, contiene poros en la
superficie conectados por canales a la epidermis, para hacer la funcién de secrecion o
sensibilidad (Villalba, 2006).

Morfologia interna

La respiracion es traqueal, presenta un numero variable de desembocaduras o
estigmas de gran valor taxondmico ya que los drdenes y sub6rdenes se basan en el nimero,
disposicion y caracteristicas de estas estructuras. En los &caros que no tienen estigmas, la

respiracion se efectla a través del tegumento (Carrero & Planes, 2008).

La reproduccion es sexual topica, algunos casos de partenogenesis facultativa, tanto
por la produccion de machos a partir de huevos no fecundados (arrenotoquia) como de
hembras fruto de la eclosion de dvulos no fertilizados (telitoquia) tipico en los subdrdenes
Prostigmata (Carrero & Planes, 2008).

Los acaros por su forma de vida pueden clasificarse en dos grupos principales, los

libres y los parasitos.

Los acaros libres pueden adoptar a su vez los siguientes habitos alimenticios:

e Depredadores: Algunos viven en el suelo, humus, detritus vegetales y animales, se
alimentan de pequefios artropodos, de sus huevos, de nematodos e incluso de otros acaros,
por ejemplo las familias Macrochelidae, Parasitidae, Ascidae y Cheyleidae, también existen
los depredadores de habitat aéreo, estos presentan patas largas, cuerpo grueso coloreado de
rojo, amarillo o verde, se alimentan de acaros fitéfagos y de sus huevos, por lo que son
beneficiosos para la agricultura, los encontramos en las familias Phytoseiidae, Amystidae,
Raphignathidae y Tydeidae; finalmente se pueden mencionar los acaros libres depredadores
acuaticos, que se alimentan de pequefios crustaceos, insectos, acaros, prefiriendo las larvas de

insectos, moluscos y peces, casi todos de la familia Halacaridae (Carrero & Planes, 2008).
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e Fitofagos: Son acaros de movimientos lentos, con el cuerpo muy esclerotizado de
color rojo, amarillo, verde, blanco e incluso translicido; en la actualidad este grupo incluye a
varias de las plagas mas graves de la agricultura. Se clasifican en las familias Tetranychidae,
Eriphydae, Tarsonemidae, y Tenuipalpidae; dentro de este grupo también estan los acaros de
granero, de productos almacenados (bulbos y tubérculos), que suelen tener coloraciones
blanca o marrdn (Carrero & Planes, 2008).

e Saprofagos: A este grupo pertenecen varias familias que se alimentan de detritus

vegetales y animales (Carrero & Planes, 2008).

Los &caros parasitos se los puede dividir segin su forma de vida en:

e Ectoparasitos o parésitos externos: Atacan a vertebrados e invertebrados, incluido
el hombre y animales de sangre caliente; estan en las familias Sarcoptidae responsables de las
sarnas, conocidos como arafia de los pollos y Psoroptidae que son los acaros de las costras
(Carrero & Planes, 2008).

e Endoparasitos: Los acaros adaptados a este sistema de vida tienen el cuerpo poco
esclerotizado, su aparato bucal y locomotor estan reducidos, carecen de 0jos y suelen vivir en
el aparato bucal de su huésped; un ejemplo es el Acarapis woodi que invade el conducto

traqueal de las abejas meliferas produciéndoles acariosis (Carrero & Planes, 2008).

1.9.8.1 Arafa roja

Su nombre cientifico es Tetranychus urticae, se encuentra en cultivos de diferentes
variedades, herbaceas, frutales, citricos y ornamentales en casi todo el mundo, presenta dos
tipicas manchas en el abdomen; el macho es mas movil, pequefio, delgado con cuerpo
aperado en comparacion con la hembra que tiene un color rojizo, anaranjado de forma
redondeada; en el envés de la hoja las hembras ovopositan de 40 a 100 huevos amarillentos
de 14mm, lisos y esféricos, que al final del proceso se tornan rojos por el color de la proxima
larva a eclosionar; las larvas con seis patas se desarrollan a protoninfa, deuteroninfa y
finalmente adulto (Koch, 2006).
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Producen hilos de seda en gran cantidad en donde se agrupan formando colonias; este
entretejido crea un ambiente favorable con una humedad adecuada, que les protege de la
sequedad, lluvia y agroquimicos. En cada periodo de transicion pasan por una etapa de
reposo, en la cual se fijan a la hoja, su tiempo de vida es de alrededor de 10 dias (Koch,
2006).

1.9.8.2 Dafios que causa

Los dafios producidos por los acaros en todo tipo de cultivo se han incrementado en
los Gltimos treinta a cuarenta afios, pasando de ser plagas secundarias a ser plagas de principal
importancia en todo el mundo. Los dafios se incrementan en climas secos y calurosos, porque
se elevan los niveles poblacionales, y como consecuencia de la alimentacién de los fitoacaros,
se produce una reduccion considerable de la fotosintesis, al mismo tiempo se incrementa la
transpiracion de las zonas dafiadas, con lo que se altera el metabolismo de la planta, cuyos
efectos generales influyen negativamente en el crecimiento, la floracion y los rendimientos,

provocando la caida de las hojas (defoliacion) (Mirabal, 2003).

Econdmicamente en el caso del cultivo de rosas, las pérdidas por causa de la arafia
roja mensualmente en una floricola de 35 ha de produccién haciende a 20,500 ddlares, entre la

inversion en los acaricidas aplicados y la poca efectividad de control que estos alcanzan.

1.9.8.3 Control quimico de Tetranychus spp.
e Floramite: Acaricida de contacto e ingestion, actla sobre formas adultas y juveniles,
recomendada para rosas, manzano y peral; posee una buena residualidad, se recomienda su
aplicacion en programas de control integrado de plagas alternando la aplicacion con productos

de diferente mecanismos de accion (Chemtura, 2010).
e Hexmite: Polvo hidratable al 10%, actia como veneno estomacal de contacto, no
permite la muda de las formas inmaduras, impide oviposicion y eclosion de los huevos

(T.A.E.S.A, 2009).

e Kenemite: Controla varias especies de acaros, no causa dafios al medio ambiente, su

mecanismo de accion es por contacto inhibe el paso de electrones en la célula, atando el
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citocromo en el centro de la mitocondria, actlia sobre todas las tapas del &caro (Vademécum,
2008).

e Acaristop: Acaricida especifico que controla huevos de Tetranychus spp. tiene accion
residual y al ser combinado con un adulticida, reduce considerablemente la poblacion; su
accion es por medio de ingestion, afecta la reproduccion al interferir en la formacion de

estructuras respiratorias del embrion (Vademécum, 2008).

e Mite clean: Es un acaricida-insecticida de amplio espectro de acaros, su modo de
accion es por contacto y envenenamiento estomacal; produce falta de coordinacién en los
movimientos de las patas, causando postracion en las Gltimas etapas de vida (Vademécum,
2008).

e Polo 250 SC: Es un insecticida, su accion es translaminar, causando paralisis sobre
los insectos, no pueden mover los drganos del aparato bucal por lo que dejan de alimentarse,
también actla sobre acaros (Vademécum, 2008).

1.9.8.4 Control bioldgico de Tetranychus spp.

Phytoseiulus persimilis: Posee huevos de forma oval, color naranja claro y tamafio
grande. Sus estadios son: larva, protoninfa, deuteroninfa y adulto, entre cada fase no hay un
estado de reposo. En la etapa adulta tarda 2 dias antes de poner los primeros huevos, su ciclo
de desarrollo varia de acuerdo a la temperatura, tarda alrededor de 5 dias a 30°C, 9 a 20°C, y
25 a 15°C. La hembra pone aproximadamente de 54 a 75 huevos durante 22 dias a un
temperatura de a 20°C (Salazar, 2007).

La dieta de Phytoseilus persimilis se compone casi exclusivamente de arafias rojas;
solamente en escasez de estas se come a sus congéneres. Las ninfas solo comen huevos y
protoninfas; un adulto al dia puede comerse 20 huevos o larvas, 13 protoninfas o 5 adultos de
Tetranychus urticae, de tal forma que puede exterminar completamente un foco de arafia roja
(Salazar, 2007).

Bajo condiciones normales se recomienda mantener en el invernadero de tres a seis
Phytoseilus persimilis/m? y en poblaciones altas de la plaga, aumentar a 18 &caros por m?
(Salazar, 2007).
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Amblyselius californicus posee cinco estadios diferentes que se pueden distinguir:
huevo, larva, protoninfa, deutoninfa y adulto; el ciclo de vida se puede completar en 4 dias,
cuando la temperatura es alta; el ciclo de vida de la arafia roja es dos veces més largo. El
acaro depredador adulto vive casi 20 dias, oviposita durante 14 dias (con un promedio de 3
huevos diarios) y es capaz de consumir diariamente 5 arafas rojas adultas, también algunos

huevos y larvas (Salazar, 2007).

La actividad de Amblyseilus californicus es mejor que la de Phytoseilus persimilis,
por las siguientes razones: puede ser introducido preventivamente, también se alimentan de
polen, su desarrollo depende menos de la temperatura pues es activo a temperaturas de 8 °C a
35 °C vy resisten algun tiempo sin alimentarse, por lo que una poblacién siempre estara
presente en el cultivo (Salazar, 2007).

Purin en fermentacion de ortiga. 1 kg por 10L si se usa la planta fresca y 200g si se

usa seca; se aplica con una dilucion de: 1:50.

Alcohol de ajo: Se coloca 4 6 5 dientes de ajo en medio litro de alcohol fino y medio
litro de agua, esto se licua durante 3 minutos, luego se cuela y se guarda en refrigeracion; se

utiliza ante el ataque de acaros, pulgones y gusanos.

1.9.9 Hongos

Organismos eucariotas, sus celulas tienen una pared celular de quitina, estan
ampliamente distribuidos especialmente en lugares humedos, con abundante materia organica
en descomposicion y ocultos a la luz del sol, la mayoria son terrestres aunque también existen
algunos de agua salada y agua dulce; resultan para el ser humano tanto beneficiosos como

perjudiciales (Prescott, 2007).

Son filogenéticamente diversos, actualmente son clasificados en dos sub-reinos:
Straminipila y Eumycota (hongos verdaderos). Los Straminipila incluyen a los patdgenos de
insectos en el grupo conocido como Oomycota mientras que los Eumycota incluyen en-

tomopatdgenos en los Phylum Zygomycota, Ascomycota y Deuteromycota.

Los hongos tienen alimentacion heterédtrofa, puesto que no pueden realizar la

fotosintesis porque no tienen clorofila, en su digestidn secretan al exterior enzimas digestivas,
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y sustancias proteicas que actlan sobre los alimentos, dividiéndolos en moléculas sencillas,

las cuales son absorbidas (Bello et al., 2000).

Los hongos pueden ser saprofitos, parasitos y simbiontes; los saprofitos, como el
champifion se alimentan de sustancias en descomposicion; los parasitos se alimentan de
liquidos internos de otros seres vivos; y los simbiontes se asocian con otros organismos

beneficidndose mutuamente (Duiops, 2008).

La forma mas comun de reproduccion es por esporas, que son unidades reproductivas
especializadas, compuestas por una o varias células, aunque también pueden reproducirse por
medio de estructuras vegetativas como células individuales, fragmentos de micelio o
esclerocios; dentro de las estructuras reproductoras estan: los esporangios que forman esporas
asexuales y los gametangios que forman gametos sexuales (Bello et al., 2000).

1.9.9.1 Hongos entomopatdgenos

Son microorganismos que viven a expensas de insectos de diferentes Ordenes;
existen alrededor de 700 especies y 100 géneros; no causan dafio al hombre, animales ni
plantas; requieren una adecuada humedad, pH y temperatura para su natural dispersion e
infeccion. Dependiendo de la especie de hongo, estos microorganismos actian por contacto
en los diferentes estadios de los insectos plaga; las conidias son las unidades infectivas que
penetran el cuerpo del insecto, produciendole disturbios a nivel digestivo, nervioso, muscular,
respiratorio, excretorio, etc; es decir el insecto se enferma, deja de alimentarse y

posteriormente muere, esto ocurre en un lapso de tres a cinco dias (Senasa, 2010).

En el mecanismo de accion de los entomopatogenos intervienen unidades infectivas;
en el caso de la reproduccién sexual es la espora y en la reproduccion asexual el conidio. La
invasion al hospedero comienza por la adhesion del conidio a la cuticula del insecto se lleva a
cabo al secretar lectinas, seguido por una adsorcion electrostatica de proteasa sobre la
cuticula, posteriormente se produce un tubo germinativo y un apresorio, como producto de la
dilatacién de la hifa; la penetracién del hongo en el insecto es debido a la presién de la hifa,
la cual rompe las areas membranosas esclerosadas, resultante de la accién enzimatica
(proteasas, lipasas y quitinasas); la infeccion continta con el proceso de colonizacion, en el

cual la hifa sufre un engrosamiento y se ramifica en la cavidad general del cuerpo, formando
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pequefias colonias del hongo y otros cuerpos hifales como blastosporos; la colonizacién
empieza por los cuerpos grasosos, sistema digestivo, tubos de Malpigui, hipodermis, sistema
nervioso, musculos y traqueas (Giraldo, 2007).

La muerte del insecto ocurre debido a la produccién de micotoxinas, cambios
patoldgicos en el hemocele, accidn histolitica y bloqueo mecéanico del aparato digestivo.
Después de 48 a 60 horas de la muerte del insecto, las hifas comienzan a emerger por los
espiraculos, ano y boca, a través de las areas mas débiles (regiones intersegmentales)
(Giraldo, 2007).

Dentro de los més importantes se mencionan: Aschersonia spp. Entomopthora spp.
Zoophthora spp. Erynia spp Eryniopsis spp Akanthomyces spp. Fusarium spp Hirsutella spp

Hymenostilbe spp Paecelomyces spp y Verticilliun spp. pertenecientes a los Phylum Zygomycetes
e Hyphomycetes (Giraldo, 2007). Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana: parasitan
colebpteros, lepidopteros, homopteros, hemipteros y ortopteros. Verticillium lecanii ataca afidos,

colebpteros, dipteros y 4caros.

1.9.9.2 Hongos antagonistas
Son microorganismos que tienen un mecanismo basado en actividad inhibitoria
directa sobre otro organismo, para controlar su desarrollo, entre estos mecanismos estan:
antibiosis, competencia por espacio o nutrientes, induccidn a resistencia e interaccion directa

con el parasito (micoparasitismo y lisis enzimatica) (Cruz, 2007).

Antibiosis: Es el mecanismo por medio del cual se producen sustancias tdxicas para
otros microorganismos, que pueden actuar en bajas concentraciones (menores a 10 ppm.), a su

vez la antibiosis puede generar resistencia por parte de los patégenos (Méndez, 1999).

Competencia: Es el comportamiento desigual de dos 0 mas microorganismos cuando
hay escases o limitacion de un requerimiento, mas no cuando esta en exceso, de tal forma que
reduce la cantidad disponible del recurso para los demas, las competencias mas comunes son

por nutrientes, oxigeno y espacio (Orrierta & Larea, 2001).

Interaccion directa con el patégeno: Una interaccion directa es el parasitismo, en

donde el antagonista parasita al patdégeno utilizdndolo como alimento. Generalmente
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intervienen enzimas extracelulares como quitinasas, celulasas, glucanasas y proteasa, las
mismas que rompen las estructuras externas del parasito, los ejemplos mas conocidos son

Trichoderma spp. Gliocladium virens (Orrierta & Larea, 2001).

1.9.9.3 Hongos fitopatdgenos
Existen mas de 15,000 especies de hongos que originan enfermedades en las plantas,

constituyéndose en un grupo patdgeno importante (Bello et al., 2000). En su fase vegetativa,
forman micelios que estan constituidos por hifas, las cuales tienen una pared tubular delgada,
en cuyo interior se encuentra el protoplasma, con organulos, y uno o mas nucleos, ciertos
hongos como las levaduras y mohos mucilaginosos no forman micelio (Bello et al., 2000).

1.9.9.4 Paecilomyces fumosoroseus

Phylum: Eumycota

Subdivision: Deuteromycotina

Clase: Deuteromycetes

Subclase: Hyfomycetidae

Orden: Moniliales

Familia: Moniliaceae

Este hongo se ha aislado de algunos insectos pertenecientes a los ordenes:
Coleoptera, Hemiptera, Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera, Isoptera y Araneida (Humber et
al., 2009).

A nivel de laboratorio, el crecimiento, esporulacion y virulencia de la cepa aislada
puede disminuir o perderse debido a las repeticiones en la conservacion y manejo, sin
embargo puede recuperarse la cepa después del ataque, y colonizacién al insecto blanco.
(Hernandez, 1999).

Es importante tener en cuenta la viabilidad de las esporas y el crecimiento vegetativo
que se ven afectados por la temperatura, humedad relativa, radiacion solar y metabolitos
secundarios como el &cido salicilico en la superficie de la hoja y en la cuticula del insecto. En
condiciones éptimas de temperatura y humedad, una vez que la espora se adhiere a la cuticula
del insecto germina en 12 h, penetra ya sea por la cuticula, boca, ano, u orificios de
respiracion entre 12 a 18 h, llega al hemocele en 24h logrando su esporulacion a las 72 h

después del inicio de la infeccion. En el insecto, los sintomas de infeccion pueden ser cambio
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de coloracion, presencia de hifas en el hemocele del insecto o crecimiento micelial ya sea

parcial o en todo el cuerpo (Hernandez, 1999).

Algunas cepas de P. fumosoroseus, son tolerantes a pesticidas, lo cual no es comdn
en hongos entomopatdgenos, de manera que puede ser incluido en programas de Manejo

Integrado de Plagas (Hernandez, 1999).

Los insectos poseen un sistema de defensa celular humoral, que consiste en
acumulacién de hemocitos, formacion de nédulos, fagocitosis y lisis de las células invasoras
(Herndndez, 1999).

Los hemocitos participan como defensa frente a organismos invasores al reconocer
cuando el insecto sufre algun tipo de dafio o herida, estos comienzan a agregarse y acumularse
dentro y alrededor de la herida encapsulando las esporas del hongo; los granulocitos fagocitan
al hongo, posteriormente los plasmocitos forman un pseudotejido en capas concéntricas hasta
originar un granuloma, el cual es melanizado por la fenoxidasa hasta llegar a la lisis de la

espora (Hernandez, 1999).

Sin embargo las células micoticas pueden superar el sistema de defensa del insecto
mediante estrategias de tolerancia al sistema, neutralizacion o enmascaramiento de los
hematocitos o mediante la produccion de metabolitos secundarios, que impide la formacion

de los agregados (Hernandez, 1999).

1.9.9.5 Cria masiva de hongos
Se parte desde una pequefia escala en frascos de 250ml a 1L de capacidad, donde se
mide la composicion del medio de cultivo, pH, temperatura y otros parametros utilizados para

describir la velocidad del crecimiento y el rendimiento del producto (Doran, 1998).

Una vez conocidas las condiciones Optimas de crecimiento y produccién se realiza
un cambio de escala a un biorreactor de prueba o prototipo de 1 0 2 L de capacidad, equipado
para medir pH, temperatura, concentracion de oxigeno disuelto, formacion de espuma,
presion, velocidad de agitacion y las limitaciones que se pueden presentar. Por ejemplo si el
reactor puede proporcionar suficiente oxigeno disuelto, o si el agitador utilizado para mezclar

el caldo para que los nutrientes lleguen a todas las células puede dafiar las mismas. La
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situacion se complica si los pardmetros medidos son coeficiente de transferencia de materia,
tiempo de mezcla, concentracion de gas, velocidad de oxigeno, nimero de potencia, velocidad
de cizalla del rodete, entre otras. La informacion obtenida en este punto sobre la actividad de
la célula es importante ya que permite calcular posteriormente la posibilidad econémica del
proceso (Doran, 1998).

La siguiente etapa en el proceso es un biorreactor a escala piloto con un volumen de
100 a 1,000 L, con las especificaciones obtenidas en la escala prototipo. El objetivo de esta
etapa es evaluar las reacciones al cambio de tamafio de los equipos por parte de las células, ya
que aunque las condiciones son similares, los cambios en la actividad de los microorganismos

pueden ser grandes y causar pérdidas (Doran, 1998).

Finalmente se llega a la escala industrial, en donde se deben disefiar todos los
servicios necesarios, como suministro de aire, equipo de esterilizacion, generador de vapor,

suministro de agua, fermentacion y la red del control del proceso (Doran, 1998).

1.9.10 Organismos quitinoliticos
Son aquellos organismos que tienen la capacidad de degradar la quitina por un
proceso enzimatico de hidrdlisis; inicialmente rompen al azar enlaces glucosidicos B 1-4,
produciendo oligomeros, que después son hidrolizados por oligosacaridasas especificas hasta

monosacéaridos (Nava, 2009).

La capacidad de degradar la quitina viene a ser un importante atributo de las
bacterias marinas, debido a la gran cantidad de quitina que se acumula en el mar. Los
organismos quitinoliticos se diferencian de acuerdo al tipo de quitina que pueden degradar: a-
quitina, B-quitina o Y'-quitina, estos pueden ser detectados ya sea por el aclaramiento en
agares que contienen quitina, lo cual requiere una excrecion y difusién de la enzima en el
medio circundante o por la hidrolisis de sustratos fluorogénicos analogos a la quitina lo cual

refleja la capacidad de degradar oligdémeros pequefios (Cottrell et al., 1999).

Estos organismos estan ampliamente distribuidos en varios grupos taxonémicos de
procariotas como por ejemplo: Vibrio sp. Vibrio harveyi, Vibrio furnisii, Photobacterium sp.
Streptomyces lividans, Serratia marcescens, Serratia liquefaciens, Clostridios,

Enteobacterias, y Arqueobacterias. (Lang & Ren, 2001).
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Serratia marcescens es un microorganismo que tiene un sistema quitinolitico
completo, transforma la quitina extracelularmente en N- acetilglucosamina; esta bacteria esta
presente en el suelo y en el intestino de las lombrices rojas californianas. Serratia liquefaciens
también produce dos tipos de quitinasas (Nava, 2009).
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Figura 1.1. Modelo de la degredacion enzimatica de la quitina hasta N-acetil glucosaina- D-

glucosamina (Cottrell et al., 1999).

En el grupo de los Actinomycetes existen varios microorganismos productores de
enzimas quitinoliticas pertenecientes al grupo de Streptomyces, como S. lividans productora

de tres enzimas quitinoliticas (Sastoque, 2005).

Otro género bacteriano productor de quitinasas es Vibrio como Vibrio harveyi, en el
cual se identificaron dos genes involucrados en la degradacion de la quitina, el primer gen
secuenciado codifica para quitobiasa, la cual rompe el enlace que une dos unidades de N-
acetilglucosamina; el segundo gen codifica una quitinasa. V. furnissi tiene dos enzimas de
naturaleza quitodextrinasa y N- acetil-B-glucosamidasa, las cuales degradan quitina (Gevers
et al., 2008).

Via de la degradacion bacteriana de la quitina: El microorganismo se une de forma
aleatoria a la quitina por medio de quitinasas extracelulares y degrada el oligosacarido para
entrar a la zona periplasmatica; alli los oligosacaridos son degradados a residuos de N-
acetilglucosamina y llevados al citoplasma mediante la via del fosfoenol-pirubato, utilizando

el sistema GlcNac fosfotransferasa. A partir de aqui, la GIcNac-6p sufre una conversién en
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dos pasos, en el primero pierde el grupo acetil y en el segundo libera el grupo amonio para
formar la fructosa-6p, la cual puede entrar en la glicolisis y seguir la ruta conocida (Yu et al.,
1991).
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Figura 1.2. Proceso de degradacion de la quitina por los microorganismos.

1.9.10.1 Enzimas quitinoliticas: Tienen una gran importancia por su amplia variedad, la
cual radica en tres puntos:
1. Tipo de molécula que degraden (a-quitina, B-quitina o Y-quitina).
2.  Especie de microorganismo a la cual pertenecen.

3. Tipo de funcion que desemperfien dentro del complejo enzimatico.

Por su modo de accidn, las enzimas quitinoliticas se dividen en cuatro grupos:
a)  Endoquitinasas: Rompen al azar enlaces internos de la molécula de quitina,
dando como productos secundarios olisacaridos formados de 2 a 6 unidades de N-

acetilglucosamina.
b)  Exo-N-diacetil-quitobiohidrolasas: ~ Separan  moléculas del disacarido

quitobiosa a partir del extremo no reductor de la molécula de quitina, o de aquellos

oligosacaridos mayores a 3 unidades de N-acetil-glucosamina.
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C) Quitobiasas: Son enzimas que hidrolizan al disacarido quitobiosa, en dos

moléculas de N- acetil-glucosamina (Nava, 2009).

1.9.11 Aislamiento de microorganismos

El aislamiento de microorganismos es muy importante, desde el nivel de
investigacion hasta el industrial. Aislar microorganismos es una actividad interdisciplinaria
incluyendo ramas como microbiologia, quimica, bioquimica e ingenierias. El éxito de un
aislamiento depende de la fuente utilizada para la obtencién del microorganismo y del método
utilizado; existe una gran variedad de fuentes primarias desde animales, plantas, seres
humanos, pan, vino, suelo e incluso de ambientes con extrema sobrecarga de altitud,

salinidad, temperatura, alcalinidad entre otros.

Aislar: Es separar un solo tipo de microorganismo a partir de una poblacion que
contiene varios tipos, ya que en habitats naturales raramente encontramos a los
microorganismos en cultivo puro (un solo tipo de microorganismo), por lo tanto es necesario

elaborar un procedimiento para separar e identificar.

1.9.11.1 Técnicas de aislamiento
1.9.11.1.1 Aislamiento en placa por estrias
Con un asa esteéril se pasa una porcion de la muestra a la superficie del medio, este
indculo se va agotando por estrias de tal manera que las bacterias quedan separadas unas de

otras.

1.9.11.1.2 Aislamiento por dilucion.
Se parte con 1ml de in6culo el que se afiade a 9ml de agua estéril obteniendo la
dilucién de 0,1ml; estas diluciones se realizan en serie hasta llegar a 1x10™°, se siembran en

medio sélido, incuban y observan.

1.9.12 Medios de cultivo
La formula elemental de un microorganismo es aproximadamente: C4H;O2N,

Siendo sus componentes celulares 50% carbono, 32% oxigeno, 14% nitrdégeno,
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3% fosforo, 1% azufre, y otros elementos en trazas (Fe, K, Mg, Mn, Co).

Un medio de cultivo requiere los elementos ya mencionados de tal manera que el
microorganismo pueda asimilarlo, por ejemplo en forma organica para los heterétrofos y
como CO, atmosférico para los autétrofos (microorganismos que foto sintetizan); el N en
forma de NH,;, NO®, NO? o de amino4cidos; el P en forma de PO, y en algunos casos
aminoécidos y vitaminas que los organismos pueden sintetizar (Maldigan & Mirtino, 2004).

Los medios de cultivo se pueden clasificar en:

e Definidos: Cuando su composicion quimica se conoce totalmente.

e Complejos: Estan compuestos por mezclas de extractos de diversos materiales (extracto

de levadura, extracto de carne, etc.).

e Solidos: Se afiade algin agente solidificarte que no sea consumible por los

microorganismos (normalmente agar).

e Selectivos: Favorecen el crecimiento de ciertos microorganismos, mientras suprimen el

de otros.

e Diferenciales: Alguno de sus componentes permite identificar las colonias de un tipo de
microorganismos (por ejemplo medios con hematies para identificar colonias de

microorganismos hemoliticos) (Maldigan & Martinko, 2004).

1.9.13 Principales enfermedades de las plantas y suelo agricola
Las enfermedades en las plantas las pueden ser causadas por:

1)  Hongos: El 95% de las enfermedades son producidas por hongos, pueden
actuar a nivel del suelo causando la pudricion de la raiz entre los que se encuentran: Fusarium
oxysporium, Rhizoctonia solani, Phythium spp. y Phytophthora spp. A nivel exterior de la
planta entre las enfermedades mas importantes estan: Moho gris, Oidio y Negrilla (Fumagina
spp.) (Castillo, 2003).
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2) Bacterias: Existen numerosas especies de bacterias que atacan a las plantas, la
sintomatologia que producen es diversa, incluyendo podredumbres himedas que emiten mal

olor y manchas.

Las enfermedades causadas por bacterias ain no son combatidas con productos
eficaces y lo Unico que se puede hacer es prevenirlas, mediante variedades resistentes, sanidad
en las podas, manejo de nutrientes y rotacién de cultivos (Bashan et al., 2003).

3) Virus: Todas las plantas ornamentales pueden sufrir infecciones de virus; sus
sintomas son muy diversos y dificiles de diagnosticar, ya que se confunden con otras
patologias y trastornos, por lo que la determinacion precisa es realizada en laboratorio.

Los sintomas presentados son deformaciones y enrollamientos en sus hojas,
punteados amarillos conocidos con el nombre de mosaicos y crecimiento anormal, quedando
raquiticas con brotaciones axilares abundantes. Las virosis en vegetales no se pueden curar,

solo podemos prevenir (Morales, 2004).

4) Nematodos: Son gusanos diminutos, delgados y traslucidos, su tamafio es
aproximadamente de un milimetro, poseen un estilete para pinchar las células de la planta; la
plaga se encuentra en el cultivo en forma localizada, diseminandose en el campo
gradualmente. Provocan hipertrofia en raices, formando tumores que dan la apariencia de
morcilla; causan necrosis y mas tarde la podredumbre de tejidos y raices, las plantas
muestran marchitez y debilitamiento. Sus agentes causales son: Meloidogyne sp. Pratylenchus

sp. Helicotylenchus sp. Heterodera rostochiensis y Radopholus similis (Moreno, 2007).

1.9.14 Control quimico
El control quimico es uno de los métodos mas comunes, en donde se utilizan agentes

quimicos, sintéticos, como plaguicidas, fungicidas e insecticidas. (Bashan, et al., 2003).

La FAO define plaguicida como " La sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo vectores de enfermedades humanas
y animales, pueden administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras

plagas en o sobre sus cuerpos".
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Actualmente los plaguicidas que estan prohibidos por ser nocivos para la salud son
Aldrin, Dieldrin, Endrin, BHC, Campheclor (Toxafeno), Clordimeform, Chlordano, DDT,
DBCP, Lindano, EDB, Amitrole, Compuestos mercuriales y de Plomo, Tetracloruro de
Carbono, Leptophos, Heptachloro, Chlorobenzilato. Y por ser nocivos para el medio ambiente
Methyl Parathion, Diethyl Parathion, Ethyl Parathion, Mirex, Dinoseb. (MAGAP, 2003).

Los fungicidas son sustancias quimicas usadas para tratar o evitar las enfermedades

(de plantas, animales, 0 humanas) causadas por hongos.

Un insecticida es un compuesto quimico utilizado para matar insectos normalmente,
mediante la inhibicion de enzimas vitales (Devine et al., 2008).

1.9.14.1 Ventajas
e Tiene una mayor facilidad de uso.
e Abarca una menor cantidad de mano de obra para su aplicacion.
e En las primeras aplicaciones tiene una alta efectividad frente a la plaga
contrarrestada, debido a que sus principios activos son directos y especificos.

e Los resultados se ven en un menor tiempo. (Mendosa et al., 2006).

1.9.14.2 Desventajas

Muchos de los quimicos utilizados para controlar fitopatégenos son potencialmente
peligrosos para la salud humana. A corto plazo las patologias que se manifiestan son las
intoxicaciones agudas, problemas de la piel, oculares, respiratorios, alergias, vision
temporaria, mareos y dolores de cabeza; por otro lado, a largo plazo se manifiestan las
intoxicaciones sub-agudas o crénicas como cirrosis hepatica, problemas de higado en general,

cancer, alteraciones cromosdmicas o falta de fertilidad (Gutiérrez, 2007).

La Organizacion Mundial de la Salud ha calculado que alrededor de 20,000 personas

mueren anualmente como consecuencia de la exposicion a insecticidas (Devine et al., 2008).

Los agroquimicos contienen elementos quimicos que tienen un promedio de vida

residual de 30 afos, por consiguiente las plantas sélo aprovechan un poco y lo que queda en el
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suelo comienza a filtrarse por efecto de la lluvia, hasta que llegan a los mantos acuiferos

donde comienza, a acumularse y a formar parte del ciclo de agua.

Las acumulaciones generadas por el uso de fertilizantes, insecticidas, herbicidas,
fungicidas y nematicidas causan alteraciones en ecosistemas naturales de la micro flora y
micro fauna, lo cual puede llegar a producir el exterminio de los mismos volviendo infértil al
suelo (Bashan et al., 2003).

Ya que los productos usados son sustancias sintéticas fabricadas, el costo adquisitivo

es bastante alto, por lo que la inversidn mensual que se debe hacer es sumamente alta.

La mayoria de los patdégenos especialmente insectos, después de unas cuantas
aplicaciones del agroquimico adquieren resistencia al mismo, por lo que se debe cambiar

constantemente de producto (Mendosa et al., 2006).

1.9.15 Control bioldgico
El control biologico es un fendmeno natural de regulacion de plagas, manejado por el
hombre a través de la utilizacion de organismos vivos, parasitoides, depredadores,
antagonistas y poblaciones competidoras, o de sus productos (feromonas, hormonas
juveniles), que mantienen las poblaciones de organismos nocivos a un nivel méas bajo de lo
que pudiera ocurrir en su ausencia, reduciendo las pérdidas y dafios causados por los mismos
(Ceballos, 2005).

Existen tres técnicas generales de Control bioldgico: importacion o control biolégico

clasico, incremento y conservacion.

e Importacién: Implica importar los enemigos naturales deliberadamente de una

region a otra, con el propdsito de suprimir una plaga de origen exatico.

e Incremento: Involucra la produccion masiva y colonizacién periodica de

enemigos naturales (Ceballos, 2005).

e Conservacion: Consiste proporcionar un ambiente favorable para la actividad,
sobrevivencia y reproduccion de los enemigos naturales de una plaga que habitan en una
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region determinada, para lo cual es necesario conocer los factores que afectan sus poblaciones

y a partir de ahi disefar estrategias de manejo (Pérez, 2004).

1.9.15.1 Ventajas

El beneficio del control biolégico se puede valorar en términos de éxitos o fracasos,
tomando como éxito completo cuando se utiliza el biocontrolador contra una plaga importante
sobre un érea extensa logrando resultados en los cuales las aplicaciones de insecticidas se
vuelven raras. Mientras, el éxito parcial es donde el control quimico permanece como

necesario pero se reduce el nimero de aplicaciones (Ceballos, 2005).

e Es un método de mayor seguridad para las personas, flora, fauna y medio ambiente,

porque tiene poco o ningln efecto colateral.

e El agente biocontrolador podria persistir por un largo periodo de tiempo y resurgir cuando

la plaga aparezca nuevamente (Morales, 2006).

e Algunos productos bioldgicos ya vienen ajustados al tipo de parasito, por lo que son
capaces de combatir una amplia gama de parasitos, sin producir dafio a los insectos
benignos (Heinlein, 2007).

e La resistencia que pueden adquirir las plagas frente a sus controladores biologicos es

muy rara.

e Mejoramiento de las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas del suelo, debido a
la estructura y agregacion de las particulas del mismo, reduciendo su compactacion,
incrementando los espacios porosos y como consecuencia, mejora la infiltracion del

agua (Flores & Jiménez, 2007).

e En términos econdémicos se ha calculado un retorno aproximado por cada dolar

invertido de 30:1, mientras que para el control quimico es 5:1 (Ceballos, 2005).

1.9.16 Desventajas
e La viabilidad del organismo de control, pueden verse afectada por la forma de

crecimiento y manera de aplicacién (Bashan et al., 2003).
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El control bioldgico requiere mucha paciencia y estudios a mayor profundidad.

Muchos enemigos naturales son susceptibles a pesticidas, por lo que su manejo debe

de ser muy cuidadoso.

Los resultados del control bioldgico muchas veces no se obtienen con la rapidez
esperada, ya que los enemigos naturales atacan a tipos especificos de insectos,
contrario a los insecticidas que matan una amplia gama de ellos (Heinlein, 2007).

La falta de conocimiento del tema hace que se pasen por alto ciertos principios del

método y de igual forma que se dé menos apoyo econémico.
No existen muchos profesionales especializados en el tema de biocontrol.

AUn no se producen de manera industrial en gran escala, por lo que la mayoria de los

productos no estan disponibles de forma inmediata.

El incremento de los enemigos naturales es mas retardado en comparacion a las

plagas que atacan, por lo cual no proveen una supresion inmediata.

La mayoria de los fracasos de control biologico se han debido a errores por la carencia
de planificacion y pobre evaluacion de los enemigos naturales antes de una
introduccidén. En algunos casos los errores han sido tan funestos que se ha provocado

la extincion de otras especies (Ceballos, 2005).

1.9.17 Control biolégico en el Ecuador

En el Ecuador la mayoria de los estudios publicados en control biolégico se han

realizado en el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) como “El control

biologico de plagas en el cultivo del algodon”, “Control bioldgico del minador” entre otros

estudios. (INIAP, 2009).

Por otra parte también se reportan estudio realizados en algunas empresas de

importancia como la Finca “El Chivan” perteneciente a Hilsea Investment S. A. con el
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“Estudio econdémico de la cria masal del acaro benéfico Amblyseius californicus para el

control de Tetranychus urticae en rosas” (Jara & Montesdioca, 2007).

Ademas, existen empresas que se dedican a la produccion industrial de ciertos
biocontroladores, como Equabioldgica, agroindustria de control biolégico del Ecuador C.A
(Ledesma, E), CBA control Bioldgico S.A empresa que se dedica a la investigacion bioldgica
para la proteccion de especies vegetales y animales.

1.10 Sistema de hipdtesis de la investigacion:
Hipotesis nula:

A nivel de invernadero en el cultivo de rosas la utilizacion de un microorganismo
quitinolitico aislado a partir de cascarilla de camardn en conjunto con el hongo Paecilomyces
fumosoroseus, no controlan en ninguna magnitud los acaros Tretranychus urticare

fitopatdgeno de rosas.

Hipdtesis alternativa:

A nivel de invernadero en el cultivo de rosas la utilizacion de un microorganismo
quitinolitico aislado a partir de cascarilla de camardn en conjunto con el hongo Paecilomyces
fumosoroseus, controlan en un nivel significativo la cantidad de acaros Tretranychus urticare

fitopatdgeno de rosas.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.6 Participantes:

En la presente investigacion participaron: la unidad de negocio “Florycampo” ,
perteneciente a la empresa Hilsea Investment, del grupo Esmeralda Ecuador, al proporcionar
los invernaderos para la aplicacién del experimento y con el laboratorio de microorganismos
antagonistas; a su vez colabor6 la Escuela Politécnica del Ejército (E.S.P.E) al permitir que
las primeras fases de la parte practica se realicen en los laboratorios de microbiologia del
Departamento de Ciencias de la Vida-Ingenieria en Biotecnologia; y las bodegas de mariscos

de “Los ceviches de la Rumifnahui ” que facilitaron los desechos de camarén.

En la realizacion de esta tesis participaron: la Dra. Karina Ponce como Directora de
la investigacion, el Ing. Pedro Romero como Codirector, el Ing. Abraham Oleas guia en el
area de fitopatologia, MSc. Alma Koch, directora del laboratorio de microbiologia de la
E.S.P.E, la Blga. Maria Laban, directora del laboratorio de microbiologia de la finca “El
Chivan” quien proporciono las cepas de Paecilomyces fumosoroseus y la Srta. Elizabeth

Castro como tesista.

2.7 Zona de estudio: La presente investigacion se realizé en dos sitios geograficos diferentes:

2.7.1 Los laboratorios de microbiologia de la Carrera de Ciencias de la vida-Ingenieria en
Biotecnologia pertenecientes a la universidad “Escuela Politécnica del Ejército” (E.S.P.E),
ubicada en la provincia de Pichincha, Canton Rumifiahui, en la ciudad de Sangolqui, a una
distancia de 22 kilémetros al Sur Este de Quito, capital de la Republica del Ecuador, a 2.510

m.s.n.m., con una temperatura promedio de aproximadamente 15°C.

2.7.2 Los invernaderos de la Finca “Florycampo” ubicados en la Panamericana Norte Km
2.5 via Otavalo, canton Cayambe, provincia de Pichincha, a 2850 m.s.n.m., con una
temperatura que oscila entre los 6.3°C y 22°C.

2.8 Periodo de investigacion:
¢ Inicio de la investigacion: 01 de Junio del 2009.

e Terminacion de la investigacion: 30 de abril del 2010.
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e Duracién: 11 meses.

2.9 Disefio Experimental
El disefio experimental utilizado fue un DBCA (disefio de bloques completamente al

azar), con 8 tratamientos descritos en la Tabla 2.1, y 4 repeticiones.

Tabla 2.1. Tratamientos utilizados en la aplicacion en invernaderos.

NUmero Tratamientos

B7 + Paecilomyces (5to dia)
B7 + quitosano

Quitosano

B8 + Paecilomyces

B8 + quitosano
Paecilomyces

A2 + quitosano

A2 + Paecilomyces

(5to dia) indica que Paecilomyces se aplicé al quinto dia de haber sido aplicado el microorganismo quitinolitico.

CoO~NOOT A WN P

2.9.1 Bloque experimental: una parcela de plantas de rosas
= Numero de plantas por parcela: 7 plantas de rosas
= Superficie experimental de cada parcela: 0.3m x 1m
= Numero total de plantas del ensayo: 252

= Unidad experimental: planta de rosa

2.9.2 Variables
2.9.2.1 Eficacia de los microorganismos: Esta expresada en el porcentaje del control a las
72 horas de la aplicacion, para lo cual se utilizo la siguiente férmula (Villalba, 2006):
Pl — PF
Pl
%E: porcentaje de eficacia

%E=< )*100

PI: Poblacion inicial
PF: Poblacién final
2.9.2.2 La poblacion total de acaros: Se expresé en el porcentaje de control logrado hasta

el dia 11, calculado con la férmula ya mencionada (Casar, 2003).

2.10Procedimiento
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2.10.1 Preparacion de quitina coloidal

Para la elaboracion de quitina coloidal se emplearon 10g de escamas de cangrejo
(Sigma), a las que se agregaron 175 ml de HCI 10 N, dejando reposar por una noche a 4 °C, y
por 4 horas a temperatura ambiente; la solucion obtenida se filtr6 en un embudo con fibra de
vidrio tupida en un matraz que contenia 1L de etanol absoluto a -20 °C en agitacion, y se dejé
decantar toda la noche a 4 °C, al dia siguiente se centrifugé por 10 minutos a 5,000 rpm,
desechando el sobrenadante y lavando la parte sélida varias veces con agua destilada; por
altimo se lavé con solucién buffer fosfato 70 mM, pH 6 hasta obtener una pasta blanquecina
que se conservo a 4 °C (Risal, 2008).

2.10.2 Recoleccion y tratamiento de muestras
Se tomaron 2 muestras de 300g de caparazones productos del pelado del camaron, de
las bodegas Ceviches de la Rumifiahui, y se transportaron en un cooler a 5 °C, hacia los
laboratorios de microbiologia de la E.S.P.E; alli se limpiaron, lavaron, secaron, molieron y

refrigeraron a 4°C las cascarillas de camarén (Sastoque, 2005).

2.10.3 Preparacion de los medios de cultivo:
2.10.3.1 Agar de quitina coloidal y extracto de camardn
A 1g. de extracto de caparazén de camaron molido, se le agregaron 2L de agua
peptonada (0.1% p/v), se hirvié por 30 minutos para eliminar proteinas, luego se tomo el
sobrenadante y por segunda vez se dejo en ebullicion por 30 minutos; después se separo el
sobrenadante al que se le afiadié quitina coloidal (1.5% p/v), Na Cl (6% p/v), llevando la

solucion a un pH de 8.3 y agregandole agar (1.5%) (Sastoque, 2005).

2.10.3.2 Agar de quitina coloidal con base de Yeast Nitrogen Base (Sigma).
o 1.5% de agar
o 1.5% de YNB
o 1% de quitina coloidal (D.P.V, 2003).

2.10.3.3 Agar de quitina coloidal formulado
o 1L de agua destilada
o 0.5% p/v de quitina
. 0.7% p/v de (NH;)2SO,
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o 0.1% p/v de K;HPO4

J 6% p/v de NaCl

o 0.01% p/v MgSO,. 7H,0

o 0.05% p/v de extracto de levadura
o 1% de extracto de camaron

o 1.5% de agar (Hidalgo et al., 2007).

2.10.4 Preparacion del indculo y siembra

Las muestras previamente tratadas se pesaron y dividieron en tres grupos de igual
peso, al primero se lo licu6 con agua destilada estéril, al segundo con agua peptonada estéril
al 1%; se tomd 1ml de cada uno de los dos extractos formados y se coloco en 9ml de agua
destilada y peptonada; el proceso contintia hasta llegar a una dilucién de 1x10; al tercer
grupo se molio y se tomd 1mg para colocar en 9ml de agua destilada estéril de la misma
manera hasta llegar a una dilucién de 1x10° (Martinez et al., 2007), cada una de estas
disoluciones se sembro, primero en YNB (Sigma) con pH 4.2; en dias posteriores se realizd
una nueva siembra con los mismos inoculos en los tres medios de cultivo preparados

anteriormente a pH 9.2, y se incub6 a 35 °C por 7 dias (Cottrell et al., 2000).

2.10.5 Aislamiento de los microorganismos quitinoliticos
Se tomaron colonias diferenciando cada una de ellas por su crecimiento y morfologia
(color, tamafio). Estas colonias se purificaron con pases sucesivos en los tres medios de
cultivo a base de quitina coloidal: en YNB (Sigma) se trabajé con pH de 6 y 10; en el
formulado y en el medio de extracto de camaron se prob6 con pH 9, fueron sembrados por
estriacion e incubados a 35°C por siete dias. Una vez purificadas las cepas se realizaron
siembras masivas en los tres medios de cultivo e incubaron a 35°C por siete dias (Mateos,
2006). A cada una de estas cepas se le realizé una tincién gram.
2.10.6 Crioconservacion de cepas
Se prepararon 100ml de medio liquido infusién cerebro corazén (BD Difco) con
glicerol al 15%, esta solucién fue dispensada en tubos de ensayo, aproximadamente 15ml por
tubo; una vez frio el medio se procedid a poner el contenido de los tubos en las cajas petri que

ya tenian las cepas previamente sembradas por masificacion, se retird la biomasa de las cepas
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con una asa de vidrio en forma de triangulo previamente flameada con alcohol etilico
(Sastoque, 2005).

Este liquido fue tomado con una pipeta estéril, pasandolo de una caja a otra de la
misma cepa hasta obtener una solucién densa que tenga suficiente biomasa; ésta se extrajo
con una jeringa y se colocé en micro tubos para crioconservacion de 1.5ml previamente
esterilizados, los cuales se dejaron en el congelador a -20°C. Este proceso se realizé con cada

una de las cepas por separado (Sastoque, 2005).

2.10.7 Pruebas de fitopatogenicidad

Las cepas seleccionadas fueron sembradas en masificacion e incubadas a 35°C por 7
dias, para luego ser recuperadas cada una de ellas en agua destilada y peptonada esteril
llegando cada cepa a una concentracién de 1x10%; la cual fue medida por un recuento de la

unidades formadoras de colonias en la camara de Neubauer (Ciampi et al., 2005).

Se tomaron muestras de hojas, tallos, botones, y raices de rosas, las cuales se lavaron
con jabon liquido (Axion) en agitacion por 1 minuto y luego con agua corriente varias veces;
a continuacion se sumergieron en una solucion de cloro al 0.5% por 2 minutos y en soluciones
al 1% y 2 % por 1 minuto, despues de cada inmersion se lavo con agua corriente varias veces
(Roig, 2005).

Se prepararon soluciones de cada una de las cepas en una base de agua y extracto de
camarén a una concentracion de 1x10°, a cada una de las muestras de raices, tallos y hojas se
dejo por un minuto en las diferentes soluciones de las cepas preparadas, mientras que los
botones solo se los sumergid. Las hojas se colocaron en cajas petri y los tallos, raices y
botones en frascos de vidrio que contenian agar estéril; a estos se los sell6 con papel aluminio
por un lapso de 20 dias (Contreras et al., 2006).

Posterior a esto se observaron los posibles cambios en las muestras vegetales,
realizando pruebas microscopicas e identificando colonizacion y algun tipo de dafio a nivel
del tejido (Universidad de Tolima, 2006).

2.10.8 Pruebas de antagonismo
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Se trabajo con las cepas mas aptas para la investigacion B7, B8, A2, A3, y con
Paecilomyces fumosoroseus, el primer paso fue adaptar las 4 cepas a un mismo medio de
cultivo ya que B8 y B7 crecen en agar a base de extracto de camaron, A2 y A3 en agar
formulado y P. fumosoroseus en Papa Dextrosa Agar o PDA (BD Difco). Se probd el
crecimiento de los cuatro microorganismos en agar a base de extracto de camardn, en agar
formulado, en agar YNB (Sigma), en PDA (BD Difco), en PDA mas quitina, en PDA més
extracto de camaron y en PDA mas extracto de camarén y méas quitina (Alvarado et al.,
2001).

Una vez obtenido el medio de cultivo adecuado para los 4 microorganismos, se
realizaron siembras en PDA mas extracto de camardn de las cepas B7, B8, A2 y P.
fumosoroseus y se incubd por 6 dias a 35°C (Candela et al., 2004).

En cajas nuevas de PDA mas extracto de camardn se sembraron las cepas B8, A2 y
B7, cuatro cajas por cada cepa; en las dos primeras se colocaron discos equidistantes de papel
filtro previamente esterilizado y humedecido en inoculo liquido de P. fumosoroseus y en las
otras dos se colocaron discos de PDA mas extracto de camaron con P. fumosoroseus

sembrado 6 dias antes (Benitez et al., 2007).

De igual forma se realizaron siembras de P. fumosoroseus y se colocaron dos discos
equidistantes humedecidos con inéculo liquido y dos discos con PDA mas extracto de
camaron con siembra previa de las cepas B8, A2 y B7 con dos repeticiones por cada ensayo
es decir cuatro cajas por cada cepa quitinolitica, dejando incubar a 30°C. Al cabo de 5 dfas, se

observaron halos de inhibicidn (Benitez et al., 2007).

2.10.9 Pruebas de actividad quitinolitica

Se sembraron en agar quitina a base de extracto de camarén, las cepas B8, A2, y B7,
las cuales se incubaron a 35 °C por 15 dias; después del tiempo requerido se pasaron los
cultivos a una solucién salina al 0.85% (p/v) (Hidalgo et al., 2007).

A 5ml de esta solucion madre obtenida de cada una de las tres cepas, se afiadieron
45ml de medio liquido de quitina coloidal a base de extracto de camardn; esta solucion se
colocé en matraces de 100ml, se los sellé con papel aluminio, y se los incubd en bafio maria a
90 rpm, a 26 °C, por 36 dias (Sastoque, 2005).
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Adicional a esto se preparo el reactivo DNS, compuesto de:
e  Acido dinitrosalicilico (Sigma) al 1%
. Hidrdxido de sodio al 1%
e  Bisulfito al 0,05%
. Fenol al 0,2%
e  Tartrato de sodio y potasio al 5,65% (Miller, 1959).

El reactivo se prepar6 diluyendo NaOH en 500ml (solucién 1), en otro elenmeyer se
diluy6é el &cido dinitrosalicilico con agitacion por 20 minutos mas el tartrato de sodio
(solucién 2), adicionalmente y por separado se prepararon soluciones de fenol y bisulfito;
finalmente se mezclaron las soluciénes 1y 2, afiadiendo el fenol y el bisulfito (Miller, 1959).

Comenzando en el dia 4 se tomaron 5ml de las diferentes soluciones de cada cepa, se
centrifugaron por 15 minutos a 6,000rpm, se extrajeron 3ml del sobrenadante de cada cepa y
afiadieron 3ml del reactivo DNS, se calentaron a bafio maria por 8 minutos, se dejaron enfriar
y se midio la absorbancia a 575nm (Hidalgo et al., 2007). Estas mediciones se realizaron cada

6 dias, hasta llegar al dia 36; el blanco utilizado fue agua destilada.

También se realizd una curva de estandarizacion con N-acetilglucosamina en un

rango de concentracion desde 0,059 hasta 2,5g (Sastoque, 2005).

2.10.10 Pruebas de control de acaros a nivel de laboratorio
Se sembraron las tres cepas en medio de quitina coloidal, incubandolas a 35 °C, a los

15 dias se diluyeron en agua destilada estéril, obteniendose concentraciones de:

e B7:1x10°
e BS8:1x10°
o A2:1x10’

e Paecilomyces fumoroseus: 1 x 10°

Se inoculd una planta de rosas con huevos de Tetranychus urticae, y se dejé por 18
dias al cabo de los cuales se tomaron hojas infestadas de acaros, se realizaron conteos para
determinar cuantos acaros tenia cada hoja y se inocularon con los tratamientos formados por

los microorganismos quitinoliticos (Anexo A).
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Las hojas inoculadas fueron colocadas en un vaso plastico pequefio que contenia en
el fondo papel absorbente y una esponja himeda; se sellaron con parafilm, realizando unos

pequefios orificios.

A cada uno de estos 68 tratamientos se les realiz6 un seguimiento diario con
observaciones en un estereoscopio, contando las poblaciones de &caros vivos y muertos por
cada hoja, durante 11 dias (Alcala et al., 1999).

2.10.11 Escalado de los indculos de cada cepa

Se parti6 de 40 cajas por cada microorganismo, recuperandose 10ml por cepa
quitinolitica; la concentracién inicial de B7 y A2 fue de 1 x 10 ® y de B8 de 1x 10 ’. Estos
cultivos se diluyeron en 2L de medio liquido de extracto de camaron, NaCL (3%) y quitina
coloidal (1.5%) dejandolos con aireacion a 25 + 3 °C; al tercer dia se diluyeron nuevamente
en 4L de medio liquido de la misma composicion y se dejaron por tres dias; finalmente se
disolvieron en 8L de medio de cultivo liquido nuevo, dejandolos por 8 dias. En los tres
escalados los envases fueron llenados con el liquido hasta la mitad de su capacidad

volumétrica, para una mejor aireacion (Cruz, 2007).

2.10.12 Pruebas de fitotoxicidad
En los invernaderos de la Finca Florycampo en Cayambe, se tomé una cama de
rosas, que se dividio en 13 parcelas de 42 plantas, se identifico cada parcela y se aplicaron en
horas de la tarde 12 tratamientos (Tabla 2.2), uno por cada parcela mas el blanco; se realizo
un seguimiento por 12 dias tomando 2 muestras diarias por cada tratamiento y evaluando el
grado de toxicidad y el numero de &caros muertos. Esta cama estaba expuesta a quimicos

(fungicidas, bactericidas, dispersantes, adherentes).
Adicionalmente se realiz6 el mismo proceso en una cama de rosas sin aplicaciones

de agroquimicos, para analizar los grados de fitotoxicidad, tomando como dia 1 a las dos

horas de la aplicacion.
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Tabla 2. 2. Tratamientos aplicados en las pruebas de fitotoxicidad.

NUmero Tratamientos

B7

B7 + Paecilomyces (5to dia)
B7 + quitosano

Quitosano

B8 + Paecilomyces (5to dia)
B8 + Paecilomyces

B8 + quitosano
Paecilomyces

A2 + quitosano

10 A2 + Paecilomyces

11 A2 Paecilomyces (5to dia)
12 B7 + B8 + A2

O©CoOoO~NOoOUoTh,WwWN -

Los grados de toxicidad se midieron tomando en cuenta la siguiente tabla

Tala 2.3. Indicadores de grados de toxicidad (Geigy, 2006)

Grados Caracteristicas

Ausencia de dafio en la hoja

Presencia de quemazodn en los bordes de la hoja (10%)
Presencia de quemazoén en el 20% de la hoja

Presencia de quemazoén en el 40% de la hoja

Presencia de quemazoén en el 60% de la hoja

Presencia de quemazdn hasta la nervadura central (80%)
Presencia de quemazén en toda la hoja (100%)

OOk wWwNE O

2.10.13 Pruebas de control bioldgico a nivel de invernadero
En el invernadero de rosas de la finca “Florycampo” se trabajo con la variedad
Opium, seleccionando 2 camas de 1 x 82m? marcando en cada una de éstas 14 parcelas de 7
plantas; el dia anterior a la aplicacion se contd el nimero promedio de &caros por hoja
tomando aleatoriamente de una planta por parcela, dos muestras por planta, una de la parte
inferior y otra de la parte superior de la planta; al siguiente dia se aplicaron en horas de la

tarde con bomba de mochila los 8 tratamientos (Tabla 2.1), mas un blanco.

Contando el dia de la aplicacion como dia cero, se realiz6 una toma de datos en los
dias 1, 3, 5, 7, 9, y 11; las muestras se analizaron en un estereoscopio contando el nimero de

formas méviles (adultos y ninfas) por cm? (Santamaria, 2007).
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.13 Preparacion de quitina coloidal

Tomando en cuenta como referencia el valor inicial en peso de las escamas de
cangrejo con las que se trabajd, al final del proceso se obtuvo el 50% en cuanto a peso de
quitina coloidal, la misma que presentd color crema y consistencia blanda como se puede

observar en la figura 3.1.

Figura 3.1. Quitina coloidal obtenida de las escamas de cangrejo con base en HCI.

3.14Preparacion del indculo y siembra
De los 12 in6culos iniciales sembrados en los tres medios de cultivo se obtuvieron 39

ensayos para el aislamiento, descritos en el Anexo B.

3.15Aislamiento de los microorganismos quitinoliticos
En la primera siembra en el medio YNB (Sigma) a pH 4.2 se observaron colonias de

color amarillo y un hongo verde.
En la segunda siembra de las 39 cajas sembradas se obtuvo crecimiento en 27; 8 en

el medio de extracto de camaron, 11 en el formulado, y 11 en YNB. Se observaron 10 tipos de

microorganismos, 8 bacterias y 2 hongos, detallados en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.1. Microorganismos obtenidos en la segunda siembra realizada para el aislamiento.

Tipo Color Nomenclatura
designada

1 Bacteria Marrén B1
2 Bacteria Lila B2
3 Bacteria Crema B3
4 Bacteria Tomate B4
5 Bacteria Blanca B5
6 Bacteria Amarillo B6
7 Bacteria Naranja B7
8 Bacteria Filamentosa Blanca B8
9 Hongo Verde A2
10 Hongo Caqui A3

En la purificacion de las 10 cepas se determind que: B1l, B2 y B4, tuvieron
crecimiento bajo y B3 era propensa a la contaminacion, (Tabla 3.3); por esta razon para seguir

con el proceso de masificacion se descartaron las 4 cepas.

Tabla 3.2. Porcentajes de crecimiento de las 10 cepas en los tres medios de cultivo.

Colonias YnbpH6 YnbpH 10 Formulado Extracto

Bl 0% 0% 40% 0%
B2 0% 0% 0% 0%
B3 70% 0% 40% 40%
B4 0% 0% 0% 30%
B5 0% 0% 0% 80%
B6 60% 85% 60% 9%
B7 70% 50% 80% 40%
B8 0% 70% 60% 80%
A2 0% 0% 60% 0%
A3 0% 0% 0% 60%

Tabla 3.3. Resultados de la tincion gram de las cepas aisladas.

Cepa Morfologia Tincion gran

B5 Cocos Gram positivos
B6 Cocos Gram negativos
B7 Bacilos Gram positivos
B8 Bacilos Gram positivos
A2 Hongo
A3 Hongo

Mediante las siembras de las 6 cepas en los tres medios de cultivo a diferentes
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pH, se establecié un medio de cultivo y pH éptimo para cada cepa (Tabla 3.5).

Tabla 3.4. Descripcion de las cepas con sus respectivos pH y medios de cultivo 6ptimos.

Cepa Agar

B5 Extracto de camaron + quitina coloidal
B6 Extracto de camaron + quitina coloidal
B7 Extracto de camaron + quitina coloidal
B8 Extracto de camaron + quitina coloidal
A2 Medio formulado

A3 Yeast Nitrogen Base

[ ) M NoNMIIENEEN] T

3.16Crioconservacion: Las cepas crioconservadas fueron: B5, B6, B7, B8, A2, y A3.

3.17Pruebas de fitopatogenicidad: En la etapa de desinfeccion, las hojas y botones tenian

cierto grado de maltrato.

A los 20 dias de la inoculacion, se obtuvieron los siguientes resultados:

e Hojas: Las cepas B7 y B8 no colonizaron la muestra vegetal; A2 y A3 si lo hicieron de

forma superficial (Anexo C).

e Botones: Ninguna cepa colonizo los botones, solo hubo contaminacion por parte de

microorganismos del ambiente y rasgos de maltrato (Anexo D).

e Tallos: Las cepas B7, B8 y A3 no colonizaron los tallos inoculados y la cepa A2 lo hizo

superficialmente (Anexo E).

e Raices: Ninguna de las cuatro cepas esporulé en las raices inoculadas (Anexo F).

e Las cepas B7, B8, A2 y A3 no tuvieron reacciones patdgenas en hojas, tallos, botones y

raices.

3.18Pruebas de antagonismo

3.18.1 Adaptacion de medios de cultivo

Los resultados de la adaptacion de las cepas quitinoliticas y de P. fumosoroseus en 6

diferentes medios de cultivo se muestran en el Anexo G.
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3.18.2 Paecilomyces fumosoroseus frente a la cepa B7
Estos dos microorganismos son antagonistas, ya que formaron halos de inhibicion,
como se puede ver en la figura 3.2

Figura 3.2. Halos de inhibicién que formaron la cepa B7 frente a Paecilomyces fumosoroseus;

el halo superior mide 0,3 cm, y el inferior 0,5 cm de didmetro.

3.18.3 Paecilomyces fumosoroseus frente a la cepa B8
Estos dos microorganismos no son antagonistas, no formaron halo de inhibicion
(figura 3.3).

Figura 3. 3 B8 frente a discos de Paecilomyces fumosoroseus.

3.18.4 Paecilomyces fumosoroseus frente a la cepa A2
Estos dos microorganismos no son antagonistas, no formaron halo de inhibicién
(figura 3.4).

K.

Figura 3.4. Cepa A2 frente a discos de Paecilomyces fumosoroseus.
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3.19Pruebas de actividad quitinolitica
Los resultados obtenidos mediante la técnica DNS, para la curva de calibracion de N-

acetilglucosamina, se muestran en la figura 3.5
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Figura 3.5 Curva patrén de N- acetilglucosamina

Los resultados obtenidos en las pruebas de actividad quitinolitica para las tres

cepas aisladas se muestran en la figura 3.6
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Figura 3.6 Valores de N- acetilglucosamina en los 36 dias de fermentacion de las tres cepas

quitinoliticas aisladas.

3.20Pruebas de control de acaros a nivel de laboratorio

Cada uno de los tratamientos aplicados mostraron diferentes grados de incidencia

sobre el &caro (Tabla 3.12).
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Tabla 3.5 Porcentaje de acaros muertos a los 11 dias de la aplicacion de los tratamientos.

Tratamientos % Muertos

1 B7 45,40
2 B8 53,73
3 A2 23,18
4 Quitosano 23,18
5 Paecilomyces 45,40
6 B7+B8+A2 57,46
7 B8 + Quitosano 53,73
8 B8+ Paecilomyces 76,41
9 A2 + Quitosano 32,58
10 B7 + Quitosano (5to dia) 38,73
11 B8 + Quitosano(5to dia) 53,73
12 A2 + Quitosano(5to dia) 43,02
13 B7 + Paecilomyces (5to dia) 0,96
14 B8 +Paecilomyces (5to dia) 37,07
15 A2 + Quitosano + Paecilomyces 53,73

5toD: Aplicacion de Paecilomyces al quinto dia después de los microorganismos quitinoliticos.

B7

B7 +Q

B7 + Q (5to D)
A2

A2 +Q

Q

A2 + Q(5tod)
P(a)
P(e)

B8+ P
B8+ Q
P+Q

B7 +P (5toD)
B8+ P(a)

B8 + Q(5toD)
B8 +P(5toD)
B8+Q+P
A2+Q+P
B7 + B8 + A2

Figura 3.7 Porcentaje de acaros muertos por cada tratamiento evaluado a nivel de

laboratorio.

3.21 Escalado de los indculos de cada cepa
En el escalado del volumen de los microorganismos se realizaron tres etapas, la
primera de 1L, la segunda de 4 L y la dltima de 8L, en cada una de éstas se obtuvo una

concentracion diferente para las 3 cepas.
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Tabla 3. 6. Concentraciones de las tres cepas aisladas en el escalado

Cepas Concentracion Concentracién Concentracion Concentracién
inicial Primer escalado ~ Segundo escalado Tercer escalado
B7 1x10° 1x 10’ 1x 10’ 1x 10’
B8 1x 10’ 1x 10’ 1x10° 1x10°
A2 1x10° 1x 10’ 1x10’ 1x10’

3.22 Pruebas de fitotoxicidad
La fitotoxicidad se evalu6 mediante una escala de grados que incluia 0 como ningln

efecto y 6 como toxico al 100%.

Tabla 3.7. Grado de fitotoxicidad de los 12 tratamientos frente a las plantas de rosas

Tratamientos Aplicacionde  Sin aplicacion de

agroquimicos agroquimicos

Dial Dial2 Dial Dial2
1 Paecilomyces 0 0 0 0
2 B7 +Quitosano 0 0 0 0
3 Quitosano 0 0 0 0
4 B7 0 1 0 1
5 A2 + Quitosano 0 1 0 1
6 B7 + Paecilomyces (5to dia) 0 1 0 1
7 B8 + Quitosano 0 2 0 1
8 A2+ Paecilomyces 0 4 0 0
9 B8+ Paecilomyces 0 4 0 0
10 B8 + Paecilomyces (5to dia) 0 4 0 2
11 A2 + Paecilomyces (5to dia) 0 5 0 2
12 B7+B8+A2 0 5 0 2

3.23 Pruebas de control biol6gico a nivel de invernadero

3.23.1 Eficacia de los microorganismos
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Tabla 3.8.

tercer dia.

Tabla 3.9.

Porcentaje de la eficacia de los tratamientos evaluados con la prueba de Tukey al

Tratamientos aplicados N Subconjunto

1 2 1
Blanco 8| 8,3725
Paecilomyces 8 76,5475
A2 + Paecilomyces 8 81,1625
B7 + Paecilomyces (5to dia) 8 81,6075
Quitosano 8 85,3713
A2 + quitosano 8 85,5413
B7 + quitosano 8 87,3413
B8 + quitosano 8 89,2413
B8 + Paecilomyces 8 91,5350
Significacion 1,000 ,818

ANOVA del porcentaje de eficacia, evaluada al tercer dia, tomando en

cuenta el nivel de foliolos, y los tratamientos.

Tratamientos 42841,589 8  5355,199 14,665 0
Foliolo 27,851 1 27,851 0,076 0,783
Error 22639,751 62 365,157

Total 65509,191 71

El significado de los enunciados de las columnas de la tabla estan en el Anexo V

3.23.2 Poblacién total de acaros

Tabla 3.10. Porcentaje de la efectividad de los tratamientos evaluados con la prueba de Tukey

al onceavo dia.

Tratamientos aplicados Subconjunto

2 1

Blanco 10,9793

Paecilomyces 65,2217
B7 + quitosano 67,7419
B7 + Paecilomyces (5to dia) 69,9369
B8 + quitosano 72,4597
Quitosano 74,5833
A2 + Paecilomyces 80,7768
A2 + quitosano 81,3616
8 + Paecilomyces 91,3621
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Tabla 3.11. ANOVA del porcentaje de eficacia evaluada al onceavo dia, tomando en

cuenta la el nivel de foliolos, y los tratamientos.

Tratamientos  33791,993 8 4223,999 9,797 0
Foliolo 649,357 1 649,357 1,506 0,224
Error 26730,892 62 431,143
Total 398287,962 72
Tabla 3.12. ANOVA de un factor para el nivel de foliolo.
SM GL CM F P

Inter- 27,851 1 27,851 0,03 0,864

grupos

Intra- 65481,34 70 935,448

grupos

Total 65509,19 71

Tabla 3.13. ANOVA de un factor para bloques

SM GL CM F P
Inter-grupos ~ 2268,641 3 756,214 0,813 0,491
Intra-grupos ~ 63240,549 68 930,008
Total 65509,19 71

Tabla 3.14. ANOVA de un factor para tratamientos

SC €] Cm F P
Inter-grupos  42841,589 8 5355,199 14,884 0
Intra-grupos  22667,602 63 359,803
Total 65509,19 71
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Figura 3.9 Porcentaje de eficiencia evaluado en los 11 dias de seguimiento después de la

aplicacion de los tratamientos.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.13Preparacion de quitina coloidal

Los desechos de los crustdceos como camaron, cangrejo y langosta estan constituidos
por una asociacion de quitina, pigmentos, minerales y proteinas (Shirai, 2000), al utilizar el
HCI en la quitina comercial (Sigma) se logré romper las proteinas y desmineralizar el
polisacarido (Nava, 2009) ya que el exoesqueleto contiene una gran cantidad de calcio, el cual
form6 un complejo de cloruro de calcio, mediante una disociacion del cloro y el hidrégeno,
los cuales fueron removidos en los lavados posteriores; al final del proceso la estructura del
exoesqueleto se modificd por la eliminacion de proteinas y minerales, quedando libre la
quitina (Soro, 2007).

4.14Recoleccion y tratamiento de muestras

Las muestras tomadas de cascarilla necesitaron primeramente eliminar patas, cabezas
y viseras del camaron para evitarse resultados falsos, es decir microorganismos que no estén
orientados a trabajar directamente en la degradacion del exoesqueleto del camaron y por el

contrario su funcion este direccionada a la degradacion muscular o visceral (Sastoque, 2005).

4.15Preparacion de los medios de cultivo

En la preparacion de los medios de cultivo, se llevd el extracto de camardon a
temperaturas de ebullicién, con la finalidad de eliminar la alta cantidad de proteinas que este
tipo de residuo contiene y posibles minerales que pudiesen interferir en el aislamiento
(Sastoque, 2005).

Al igual que en estudios realizados con anterioridad por Hidalgo (2007), para el
aislamiento de organismos productores de quitinasas extracelulares, en los tres medios de
cultivo utilizados se us6 quitina coloidal como un método de seleccion, debido a que en los
océanos es uno de los componentes mas abundantes y las bacterias quitinoliticas lo utilizan

como fuente de carbono (Sastoque, 2005).

En el aislamiento de los microorganismos se trabajé con un rango de pH que vario

desde 4.2 hasta 10, en donde el menor crecimiento fue a 4.2 con un 16% y el 6ptimo a un pH
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de 9 con un 70%; esto se debe a que el habitat de los microorganismos propios de la cascarilla
de camaron esté regulado por parametros de alcalinidad (Hidalgo et al., 2007); ademas en
estudios realizados en el agua se ha comprobado un tipo de contaminacion caustica,
ocasionada por la presencia de calcio y magnesio, que a su vez es consecuencia de la cal que

utilizan en las piscinas para cultivo de camardn (Sastoque, 2005).

De los 10 tipos de microorganismos aislados, los mas estrictos, crecieron solamente
en un medio de cultivo, otros lograron crecer en dos y los mas aptos crecieron en los tres,

como se muestra en la Tabla 3.2.

En el agar Yeast Nitroge Base (Sigma) crecieron un 30% del total de los
microorganismos aislados, en el formulado un 60% y en el de quitina coloidal un 80%,
siendo este medio de cultivo el méas eficaz, puesto que favorece a la mayoria de los

microorganismos.

Los microorganismos que se desarrollaron en el medio a base de quitina coloidal, son
aquellos capaces de utilizar como Unica fuente de carbono la quitina; los organismos que no
se desarrollaron en este medio de cultivo debieron tener carencia de ciertos microelementos
que estuvieron presentes en la cascarilla del camaron, como carbonato de calcio, magnesio,
silice, fosfato y azufre, pero fueron eliminados en el tratamiento térmico que se aplico
(Sastoque, 2005).

El agar de quitina formulado, a pesar de los maltiples microelementos que contiene
como: (HN4),SO4, K;HPO,4, NaCl, MgSO,. 7H,0, alcanzo un rendimiento de tan solo el 60%,
lo cual es consecuencia del bajo contenido en quitina coloidal (0.5%), ya que los
microorganismos aislados toman como principal fuente de carbono la quitina, esto interfirié
para que se desarrollen de la misma forma que en el agar de quitina coloidal que contenia

1,5% de la misma.

El agar Yeast Nitrogen Base (Sigma) esta compuesto por nitrégeno, aminoacidos,
minerales y vitaminas, pero sin ninguna fuente de carbono, esta se agregd al medio en forma
de quitina coloidal a 1.5%, para tener la certeza que es la Unica sustancia que se va a

consumir; sin embargo, la gran mayoria de los microorganismos aislados no crecieron en este
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medio, debido a que alguno de sus multiples elementos (Anexo J) que lo componen

interfirieron en su desarrollo actuando como inhibidores (Difco, 2009).

4.15.1 Aislamiento de los microorganismos quitinoliticos

Dentro del aislamiento de los microorganismos quitinolicos se obtuvieron en
primera instancia 8 bacterias y 2 hongos. Las bacterias (B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7 y B8) se
diferenciaron de acuerdo al color, forma, tamafio de la colonia y por su olor caracteristico.
Los hongos (A2 y A3) se diferenciaron por el color, tamafio de las hifas y olor. Algunas
caracteristicas de las bacterias aisladas en esta investigacioén coincidieron con los caracteres
de los microorganismos quitinoliticos aislados por Sastoque (2005), como los colores de las
colonias (Tabla 3.1) marrén, amarillo, blanco, naranja, rosado, aspecto cremoso y formas
redondas.

Las cepas B5, B6, B7, B8, A2 y A3 crecieron en un rango de 15 a 35°C, siendo su
temperatura 6ptima de 25 a 30°C; a su vez cada una de estas tenia un pH dptimo en el que se
desarrollaron de mejor manera, variando desde 6 hasta 9; estos valores de pH encajan en el

rango descrito por Felse y Panda (1999), para organismos quitinoliticos.

En la caracterizacion microscépica (Tabla 3.3) de las cepas se observé un 33% de
hongos, 16.5% de cocos gram negativos, 16.5% de cocos gram positivos y el 33% restante
bacilos gram positivos, en este ultimo grupo se observd macroscopicamente una bacteria

filamentosa.

El 25% de los microorganismos aislados son gram negativos y 75% gram positivos,
estos datos coinciden con lo reportado por Sastoque (2005) con un 68% de gram positivos
frente a un 32% de gram negativos en sus aislamientos de microorganismos quitinolicos,

partiendo de cascarilla de camarén.

Los mecanismos fisioldgicos de estos microorganismos pueden explicarse como una
regulacion citoplasméatica ya que en su pared celular se encuentran &cidos como:
galacturonico, glucénico, aspartico, glutamico y fosforico, los cuales le dan una carga

negativa y disminuyen los valores de pH en la superficie, de tal forma que la pared celular
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tiene la capacidad de absorber iones de hidrogeno y sodio generando un rechazo a los iones

hidroxilo, es asi como pueden crecer en ambientes alcalinos (Hidalgo et al., 2007).

Una de las bacterias aisladas fue un Actinomycete spp, bacteria filamentosa como se
menciona en (Hidalgo et al., 2007), la misma que en ésta investigacion mostré un caracter
estrictamente quitinolitico puesto que no crecié en ningln otro medio de cultivo que no
contuviese quitina en su composicion; ademas los cocos, bacilos y actinomycetos han sido

reportados en la literatura como organismos quitinoliticos (Hidalgo et al., 2007).

De la mayoria de los Actinomycetes que han sido reportados como quitinoliticos los
mas mencionados son Nocardia orientales y Streptomyces cinereoruber, y aunque en
algunos estudios estos han sido aislados de medios con pH neutro y bajas condiciones de
salinidad en este estudio al igual que en el realizado por Hidalgo (2007), la cepa es
considerada como alcalofila y halotolerante por tener un excelente crecimiento en medios de

cultivo con pH mayor a 9 (9.2) y concentraciones altas de sales (Hidalgo et al., 2007).

Se determino que B8 fue un Actinomycetes spp por analisis macroscépicos como olor
a tierra generado por geosminas, compuestos sesquiterpenoides, anillados no saturados de
carbono, oxigeno e hidrogeno; coloracion de las colonias jovenes blancas (figura 4.1) y al
madurar en el reverso de color café. Microscopicamente se identific6 como bacilo gram

positivo, lo cual concuerda con el estudio realizado por Hidalgo (2007).

4.15.2 Crioconservacion de cepas
Las cepas A2, A3, B5, B6, B7 y B8 fueron colocadas en un medio que contenia
infusion de cerebro y corazon (BD Difco), mas glicerol al 15%, para su Crioconservacion; la
funcion del glicerol es impedir que el agua del medio liquido forme cristales al congelarse, los

que pueden destruir las células de los microorganismos.

La infusion de cerebro-corazon, es un medio rico en nutrientes, capaz de lograr un
desarrollo microbiano adecuado; cada uno de sus elementos (Anexo K) tiene una funcion
especifica en la conservacion de las cepas, asi: la infusion de cerebro de ternera y corazon
vacuno junto con la peptona, son fuente de carbono, nitrégeno y vitaminas; la glucosa es el
hidrato de carbono fermentable; el cloruro de sodio mantiene el balance osmético y el fosfato

disodico otorga capacidad buffer (Salinas, 2008).
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Otros puntos a tomar en cuenta son: La temperatura, la cual es recomendable que se
encuentre en un rango de -20 a -70 grados centigrados, para lograr un mayor tiempo de
conservacion sin alteraciones en las cepas; la concentracion de los microorganismos debe ser
minimo de 1x 10°, para que sean viables en el momento de su descongelacion; finalmente es

importante tener cuidado para no contaminar las muestras (Belmonte et al., 2008).

4.15.3 Pruebas de fitopatogenicidad
Se analizé el grado de incidencia patdgena que las cepas aisladas a una concentracion
alta ejercen frente a la planta de rosa, razon por la cual fue necesario partir de una
concentracion de 1x 10 8, la cual alcanzaron 4 de las 6 cepas con las que se trabajo (B7, BS,
A2,y A3).

En las recuperaciones de las cepas se utilizo agua destilada y extracto de camaron
para determinar si el extracto de camardn podia funcionar como inductor o activador de
patogenicidad en las cepas. En los resultados se determind que no existio diferencia alguna en
las muestras vegetales inoculadas con agua destilada, frente a las inoculadas con el extracto de

camaron.

La desinfeccion de las partes de la planta con jabon (Axién) y cloro fue necesaria
para eliminar bacterias y hongos propios de la planta y evitar resultados falsos; sin embargo
esta desinfeccion dejo mas sensibles las muestras vegetales e incluso con algo de maltrato y

necrosamiento en el tejido vegetal.

Las muestras vegetales inoculadas con los microorganismos quitinoliticos se dejaron
en condiciones asépticas a temperatura ambiente por un lapso de 20 dias, tiempo necesario
para que tanto las bacterias como hongos puedan desarrollarse, ademas se lograron evaluar
efectos posteriores como colonizacién y necrosamiento del tejido vegetal, finalmente al

concluir los 20 dias no se observo ningln tipo de necrosamiento ni de colonizacion interna.

Las bacterias fitopatdgenas mas reconocidas generalmente penetran de forma pasiva
a través de estomas y otras aperturas naturales hasta llegar al apoplasto, donde las células
vegetales constituyen una gran fuente de alimento (Palacios, 2002). Tomando en cuenta que

las muestras vegetales utilizadas tiene como principal componente estructural la celulosa y
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que los organismos quitinoliticos usan como fuente de alimento la quitina; comparando estos
dos oligo polimeros, su estructura quimica es diferente por lo cual ninguna de las cepas
aisladas tuvo la capacidad de degradar la celulosa ya que su maquinaria interna no esta
disefiada para degradar celulosa si no quitina (Avila, 2006).

4.15.4 Pruebas de antagonismo
En las pruebas de antagonismo se determind que Paecilomyces fumosoroseus frente a
B8 y A2 no presentd ninguna reaccion antagonica, de manera que Paecilomyces
fumosoroseus puede trabajar como complemento de B8 y A2 sin ningun tipo de alteracién

entre si.

Paecilomyces fumosoroseus mostré ser antagdnicos frente a B7; debido a que P.
fumosoroseus es un hongo reconocido por su actividad entomopatdgena mas no por ser un
microorganismo antagonista (Hernandez, 1999), esto mostré que la actividad inhibitoria fue
por parte de la cepa B7, la misma que por medio del mecanismo de competencia no ejercio
algun tipo de inhibicién puesto que el hongo usa como fuente de carbono la dextrosa y la cepa
aislada la quitina, lo que indica que el efecto de antagonismo se produjo mediante la

generacion de toxinas (Méndez, 1999).

4.15.5 Pruebas de actividad quitinolitica

4.15.5.1 Curva de estandarizacion de N- acetilglucosamina
La quitina es un polisacarido insoluble que al hidrolizarse genera como producto
final N-acetilglucosamina; este azucar, a pesar de ser un monosacarido, en su estructura
quimica es diferente a los demés azUcares debido a que posee grupos hidroxilos, un amino y
un aldehido altamente reactivo que le da un caracter de reductor, es decir que ceden electrones

y se oxidan; es por esta razdn que se necesitd usar la técnica del acido dinitroslicilico (DNS).

Esta técnica se basa en la oxidacion de la N-acetilglucosamina la cual no reacciona

facilmente debido a la estabilidad conferida por su forma ciclica, por esta razon se calent6 la
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muestra, logrando que el anillo se abra y deje expuesto al aldehido que di6 lugar a la reaccion
(Sastoque, 2005).

4.15.5.2  Determinacion de azlcares reductores producidas por los microorganismos
aislados
Se trabaj6 con 3 cepas para determinar cuantitativamente la actividad quitinolitica
medida en gramos de N- acetilglucosamina por cada litro. La fermentacién se realizé por 36
dias y las mediciones a partir del dia 4, puesto que en lo reportado por Sastoque (2005) en los
primeros dias la produccion del azicar es minima y es en el dia 16 donde empiezan los

cambios.

Los 36 dias de fermentacion se necesitaron porque la quitina es un polisacarido
complejo de lenta degradacion; ademas el medio contenia una cantidad de quitina de 1.5%
como es lo recomendado por Sastoque (2005), ya que esta funciona como inductor en la

produccion de enzimas quitinoliticas.

Conforme a los resultados, se determind que las tres cepas analizadas son
quitinoliticas puesto que los valores de la N-acetilglucosamina son considerables: 1,3 para
B7; 1,01 para B8 y 0,94 para A2.

Cabe recalcar que la cepa B7 tuvo una diferencia significativa frente a las otras dos
cepas, en cuanto a la cantidad de N acetilglucosamina liberada en el dia 24, siendo esta cepa
la de mayor actividad quitinolitica. En segundo lugar esta la cepa B8 la cual alcanzo
estabilidad en la produccion de N-acetilglucosamina en el periodo del dia 18 al dia 30 (Figura
3.6). Finalmente la cepa A2 es la que tuvo menor produccion del monosacarido pero no con

una gran diferencia con respecto a B8 (Actinomycetes spp).

La mayor cantidad de N- acetilglucosamina fluctta entre el dia 18 y 24, puesto que
en los primeros dias la degradacion de la quitina es compleja y lenta; en los Gltimos dias ya no
existe la suficiente cantidad para que se produzca N-acetilglucosamina, aunque por otro lado
este subproducto no es el Unico de la degradacidn sino también la quitobiosa y la quitotriosa,
las mismas que no se estan tomando en cuenta para la determinacion de la reduccion de
azucares, de ahi puede radicar los valores bajos del monosacérido en ciertos dias (May et al.,
2000).
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4.15.6 Pruebas de control de acaros a nivel de laboratorio
En las pruebas de control los acaros utilizados no tuvieron ningun contacto con
agroquimicos a lo largo de su ciclo de vida, desde huevos hasta adultos, es decir que la
poblacién evaluada incluia, hembras, machos, estados juveniles y estados adultos; todos estos

sin precedentes de sensibilidad por causa de acaricidas.

Los diferentes tratamientos aplicados consistieron en combinaciones entre los 3

microorganismos quitinoliticos, el hongo P. fumosoroseus y quitosano.

Los tratamientos con mas alto rendimiento fueron: B8 (Actinomycetes spp) mas
Paecilomyces con 76,4% y la mezcla de los tres microorganismos quitinoliticos aislados con
57,4% de acaros muertos ya que estos, al trabajar juntos lograron aumentar el grado de
afeccion en este aracnido por el hecho de ser organismos productores de quitinasas, las

mismas que tienen la capacidad de romper la quitina que es componente de su exoesqueleto.

Los tratamientos en los que se uso B7 (bacilo gram positivo) fueron 4, uno de ellos
consistio en aplicar Paecilomyces al quinto dia posterior a la aplicacion del microorganismo
quitinolitico puesto que estos dos fueron determinados antagonistas, de esta manera se evito
una interaccion de inhibicion entre ellos, sin embargo este tratamiento al igual que el aplicado
en conjunto con quitosano tuvieron rendimientos bajos. Los mejores tratamientos de este
grupo fueron la aplicacion de B7 solo y en combinacién con quitosano al quinto dia (Figura
3.7).

Seis de los 7 tratamientos con B8 (Actinomycetes spp) lograron rendimientos sobre
el 50% e incluso B8 mas Paecilomyces fue el mejor tratamiento a nivel de laboratorio con
un 76,4% de rendimiento en cuanto a porcentaje de 4caros muertos, esto se debe a que la cepa
B8 tiene una actividad quitinolitica de alrededor de 0,8gr/L, estable en un rango de 15 dias
aproximadamente (Figura 3.6) ademas que fue reconocida como un Actinomycetes, el cual en
la literatura ya ha sido reportado como organismo quitinolitico y al ser una bacteria
filamentosa secreta enzimas extracelulares como quitinasas y glucanasas gque ocasionan la
lisis en la pared celular causando debilitamiento y pérdida de estabilidad (Hidalgo, 2008) y
finalmente su muerte. La funcion de Paecilomyces es parasitar el acaro después de que este

haya sido lisado por el microorganismo.
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En el caso de la cepa A2 (Aspergillus spp), a pesar que las combinaciones con el
hongo entomopatdgeno y con el quitosano tuvieron buenos respuestas, ésta reacciond mejor
al trabajar con Paecilomyces antes que con el quitosano; tanto A2 como el P. fumosoroseus

son hongos, por esta razén reaccionaron mejor trabajando juntos.

El quitosano tuvo rendimientos bajos ya que actla solamente (Soro, 2007), como
inductor de multiplicacion de microorganismos quitinoliticos, mientras que Paecilomyces si
obtuvo un rendimiento alto por el mismo que hecho de ser un hongo entomopatdgeno,

estudiado especialmente en el ataque de acaros (Hernandez, 1999).

4.15.7 Escalado de las cepas

En el escalado se utilizd quitina al 1,5% ya que se ha visto que en concentraciones
inferiores la multiplicacion de microorganismos no es Optima, la cantidad de NaCl se bajé a
un 3% puesto que el 6% solo se usd6 como mecanismo de seleccion y en concentraciones mas
bajas, el desarrollo de los organismos es mejor (Sastoque, 2007). En los envases de
multiplicacion el volumen ocupado llegd solo hasta la mitad de su capacidad ya que esto
permite una mejor aireacion y por ende una mayor multiplicacion (Doran, 1998). Las
concentraciones finales de los microorganismos bajaron un poco, esto puede deberse a que la
multiplicacion se realizé dentro del laboratorio ubicado en Cayambe en el cual la temperatura
baja hasta 6 grados centigrados en las noches y con ayuda de un calefactor sube a 12 grados,
lo que se convirti6 en un factor de inhibicién de crecimiento ya que la temperatura de

crecimiento de estos esta entre los 15y 35°C.

4.15.8 Pruebas de fitotoxicidad
Las pruebas de fitotoxicidad se realizaron tomando dos puntos de referencia, el

primero dos horas después de la aplicacion y el segundo al completar el dia 12.

En las evaluaciones realizadas con la rotacion de agroquimicos en las rosas, adicional
a la aplicacion de los microorganismos quitinoliticos en el proceso de los 12 dias de
evaluacion, en los primeros 4 no hubo ningun efecto, sin embargo al quinto dia la planta de
rosa se intoxicd, los grados de dafios mas altos fueron causados por la combinacién de las tres

cepas quitinoliticas, B8 y A2 solos y también acompafiados con Paecilomyces. Los

79



agroquimicos que se aplicaron fueron: Domak, Acido citrico, Fix green, Protec K, Acido

citrico y Agrotin.

En la evaluacion realizada sin rotacién de agroquimicos, en el punto de evaluacion 1
no hubo ningun tipo de reaccién y en el dia 12 el grado de afectacion lleg6 hasta 2 por efecto

de borde a causa de los plaguicidas aplicados a las camas aledafias.

La combinacion de los tres microorganismos quitinoliticos, de B7 (bacilo gram
positivo), B8 (Actinomycetes spp) y A2 (Aspergillus spp) ocasionaron las reacciones mas
fuertes de fitotoxicidad en la planta por lo que fueron eliminados para la siguiente fase a pesar
de tener buenos rendimientos a nivel de laboratorio; hay que tomar en cuenta que la reaccion
de la planta cuando se aplicd la mezcla con Paecilomyces se minimiz6 y al mezclar con

quitosano el efecto toxico se redujo ain mas.

La fitotoxicidad en la planta podria deberse a que al aplicar los organismos
quitinoliticos ajenos a la planta ésta se volvio sensible poniendo en alerta su sistema de
fitoalexinas y al aplicar adicionalmente los agroquimicos, su sistema de defensa entré en un
estado de autodestruccion; otra alternativa pudo ser que las quitinasas al ponerse en contacto
con el agroquimico se alteraron, modificando su sistema de trabajo y comenzaron a rompen
los enlaces glucosidicos de la celulosa.

4.15.9 Pruebas de control bioldgico a nivel de invernadero
4.15.9.1 Eficacia del control evaluada a los 3 dias de la aplicacion

En la evaluacion del control de los tratamientos a nivel de invernadero se tuvo como
variable dependiente el porcentaje de eficacia, el mismo que se calculé mediante la poblacién
inicial y final de acaros vivos, este porcentaje hace referencia al grado de control que lograron
los diferentes tratamientos en la poblacion movil de &caros, también se trabajo con tres
variables fijas independientes: tratamientos, bloques (repeticiones), y altura del foliolo

evaluado.

Se determiné la significancia de cada una de las variables independientes mediante

ANOVA de un factor, como se puede ver a continuacion.

La significancia de 0,86 (Tabla 3.12) es mayor a 0,05, lo que indica que al evaluar el

porcentaje de eficacia obtenido en la parte superior e inferior de la planta al tercer dia
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posterior a la aplicacion de los tratamientos, estos dos grupos no mostraron tener una

diferencia de eficacia significativa.

El valor de significancia de 0,49% (Tabla 3.13) obtenido en la evaluacion de los
porcentajes de eficacia comparando entre los cuatro bloques o repeticiones es superior al valor

de 0,05; por lo que se acepta la igualdad en la eficacia obtenida en los cuatro bloques.

En el caso de los tratamientos la significancia de cero (Tabla 3.14) indica que si hubo
una diferencia entre los porcentajes de eficacia, especificamente entre el blanco y el resto de

tratamientos (Figura 3.8).

De tal forma que se acepta la hipotesis alternativa consistente en que: “A nivel de
invernadero en el cultivo de rosas la utilizacion de un microorganismo quitinolitico aislado a
partir de cascarilla de camardon en conjunto con el hongo Paecilomyces fumosoroseus,
controlan en un nivel alto la cantidad de acaros Tretranychus urticare fitopatégeno de rosas”.
Tomando en cuenta que los tratamientos involucran un microorganismo aislado mas el hongo
y cada uno de estos se evaluo en un invernadero de rosas.

4.15.10 Control de la poblacion de una generacion de acaros
El control de la poblacion final de acaros se evaluo en el lapso de 11 dias, porque es

el tiempo en el que una generacidn de acaros cumple su ciclo de vida.

De igual forma que en la evaluacion que se realizo al tercer dia, no existe diferencia
en la eficacia comparada entre la altura de la planta (Anexo Q) y tampoco entre las cuatro

repeticiones (Anexo R).

En el control mostrado por los tratamientos, existe una diferencia entre las medias
estimadas del blanco y el resto de los tratamientos evaluados (Anexo S). El blanco tiene un
porcentaje de eficacia tanto en el dia 3 (Anexo T) como en el dia 11 (Anexo U) inferior al

10% y los 8 tratamientos aplicados muestran un porcentaje de eficacia superior al 50%.

Estadisticamente no existio diferencia alguna en el porcentaje de eficacia en la parte
inferior y superior de la planta, sin embargo tanto al tercero (Figura 3.8) como al onceavo dia

posterior a la aplicacion, que el control en la parte inferior de la planta es mayor en
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comparacion con el porcentaje de eficacia presentado en la parte superior; esta diferencia se

acentla mas en el dia 11.

Comparando el grado de control que han ejercido los ocho tratamientos a lo largo de
los 11 dias sobre la poblacién movil de &caros, se ha determinado que la combinacion de la
cepa quitinolitica aislada (Koch, 2006), B8 junto con el hongo entomopatégeno Paecilomyces
fumosoroseus, mostro el grado de control mas alto y eficiente sobre todo desde el dia 3 hasta
el dia 7 (Figura 3.9). Este resultado coincidié con el control mas alto obtenido por el mismo

tratamiento en la fase de laboratorio.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

1. Los microorganismos quitinoliticos aislados a partir de cascarilla de camardn se
desarrollaron mejor en medio alcalino, con altas concentraciones de sal, clasificandose como

alcalofilos y haldfilos.

2. Para aislamiento de microorganismos quitinoliticos, el medio de cultivo mas eficiente fue a

base de quitina coloidal (1.5%), NaCl (6%) y extracto de camarén.

3. Los microorganismos quitinoliticos se desarrollaron de mejor manera en concentraciones
de quitina coloidal superior a 1.5%, la misma que se constituyo en un criterio de seleccion

por ser la Gnica fuente de carbono.

4. El 20% de los microorganismos quitinoliticos aislados fueron hongos, y el 80% bacterias,
dentro de estas 25% fueron cocos gram positivos, 25% cocos gram negtivos, y el 50%

bacilos gram positivos.

5. Uno de los microorganismos aislados de mayor importancia fue un Actinomycetes, bacteria
filamentosa, bacilo gram positivo, con caracter estrictamente quitinolitico, olor a tierra, una

coloracion de las colonias jovenes blanca y al madurar color café.

6. Las cepas B7, B8, A2 y A3 a una concentracién de 1x 10 2UFC, suspendidas en base de
agua destilada y extracto de camaron, aplicadas sobre hojas, tallos, botones, y raices de la
planta de rosa, variedad Opium, no mostraron ningin efecto patégeno, o de infeccién en un

periodo de 20 dias.

7. Paecilomyces fumosoroseus en interaccion con las cepas B8 (Actinomycetes) y A2

(Aspergillus) no generaron ningln tipo de actividad antagonica.

8. La cepa B7 (bacilo gram positivo) mostré ser es un microorganismo antagonista frente al

hongo entomopatdgeno Paecilomyces fumosoroseus.
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9. Los tratamientos que a nivel de laboratorio tuvieron los mejores rendimientos matando a
Tetranychus urticae, fueron B8 + Paecilomyces con 76,4%, y A2 (Aspergillus) + B7 (bacilo
gram positivo) + B8 (Actinomycetes) con 57,4%.

10. En cultivos libres de agroquimicos las plantas de rosas no mostraron un grado de
toxicidad significativo frente a los 12 tratamientos aplicados, pero al ser sometidas a una
rotacion de agroquimicos en los dias posteriores a la aplicacién de: A2 y B8 en solucién
liquida, A2 en conjunto con P. fumosoroseus, B8 en combinacion con P. fumosoroseus y las

tres cepas quitinoliticas unidas, mostraron un alto grado de fitotoxicidad.

11. Los agroquimicos frente a los cuales las plantas mostraron intoxicacion fueron: Domark,

Fix green, &cido citrico, agrotin, Protec K.

12. La susceptibilidad en los diferentes estados larvarios del acaro depende de la cantidad de
quitina que contenga el mismo, la facilidad de contacto, el reconocimiento y el tiempo de
accion de las enzimas sobre la cuticula, por lo que el efecto de los microorganismos
quitinoliticos, que secretan quitinasas requiere de periodos de tiempo mas prolongados al de

los acaricidas clasicos.

13. A nivel de invernadero se obtuvo en general un control por parte de todos los
tratamientos aplicados, sin una diferencia estadisticamente significativa de algun tratamiento

que difiera del resto.

14. Estadisticamente, las cuatro repeticiones realizadas son grupos homogéneos en donde no

hubo una diferencia significativa en cuanto al porcentaje de eficacia.

15. Se concluye que la cepa quitinolitica B8, aislada a partir de cascarilla de camarén en
conjunto con el hongo entomopatdgeno Paecilomyces fumosoroseus lograron un control sobre
el acaro fitopatégeno Tetranychus urticae tanto a nivel de laboratorio con un 76,4%, como a

nivel de invernadero con un 41,2% de control.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

1. El exoesqueleto de los insectos estad compuesto de una mezcla de proteinas y cadenas de
moléculas conocidas como acetilglucosamina (componente de la quitina); es por esta
combinacion de proteinas que el exoesqueleto de los insectos puede ser usado como fuente de
carbono para los microorganismos quitinoliticos aislados, se deberia analizar el grado de

desarrollo de los mismos en un medio de cultivo a base de exoesqueleto de acaros.

2. Las tres cepas aisladas fueron caracterizadas como microorganismos quitinoliticos, seria
recomendable para tener una base de datos identificar la clase, orden, familia, género y

especie de las tres cepas.

3. En un periodo de 5 semanas analizar el dia de mayor actividad quitinolitica, variando las

concentraciones de quitina coloidal y NaCl, para determinar el mejor medio de cultivo.

4. Debido a la necesidad de reemplazar los quimicos por elementos bioldgicos, la produccién
de estos debe estar orientada a un nivel industrial, por lo que es necesario implementar

sistemas de escalado para produccién masiva de microorganismos quitinoliticos.

5. Evaluar el nivel de infestacion de la poblacion de la plaga en el cultivo, antes de la

aplicacion del producto bioldgico.

6. Comparar la compatibilidad de los microorganismos quitinoliticos frente a los
agroquimicos utilizados para control de plagas y enfermedades en rosas 0 a su vez programar
las aplicaciones de este producto biolégico de tal forma que no coincidan con aplicaciones de

agroquimicos.

7. Es recomendable realizar de 3 a 4 aplicaciones, determinando los intervalos de acuerdo a la
biologia de la plaga a tratar, para lograr un nivel de mortandad mas alto en Tetranychus
urticae.

8. La aplicacion de los productos bioldgicos debe hacerse por la tarde cuando la radiacién
solar no es muy fuerte, para evitar la muerte de las colonias por incidencia de rayos solares o

por desecacion.
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9. Se recomienda realizar pruebas con organismos quitinoliticos, en rotacién o en conjunto

con productos biol6gicos proteoliticos para el control de acaros.

10. Parte del éxito de la aplicacién y el control, depende también de la eleccion de los
equipos de aspersion; no debe tener desgaste ni dafios en el orificio de la boquilla, de tal
manera que se obtenga una aplicacion uniforme, deberan ser nuevos o limpios, libres de

residuos quimicos, los cuales inhiben la viabilidad de las colonias.

11. Trabajar con organismos vivos involucra un periodo mas largo hasta lograr ver los
resultados esperados, también es importante trabajar en etapas de adaptacion para que la

planta no reaccione con respuestas de estrés, marchitandose o intoxicandose.

12. Para lograr establecer una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos
aplicados, mediante una variabilidad de datos més alta, se recomienda realizar el ensayo con 8

repeticiones como minimo.
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ANEXOS

Anexo A

Tabla 1. Namero y combinaciones de tratamientos usados en el ensayo a nivel de laboratorio.

Tratamiento Repeticion

B8 con goteo de pipeta 2
B8 con inmersién de 30 segundos

B8 + P.fumosoroseus con goteo de pipeta

B8 + P.fumosoroseus con inmersion de 30 segundos

B8 + quitosano con goteo de pipeta

B8 + quitosano con inmersién de 30 segundos

B8 + P.fumosoroseus + quitosano con goteo de pipeta

B8 + P.fumosoroseus con inmersion de 30 segundos

B8 + P.fumosoroseus con goteo de pipeta con 5 dias de intervalos
10 A 2 con goteo de pipeta

11 A2 con inmersion de 30 segundos

+

OCoOo~NOoOOOTrWNRF|IZ
o
+ + + + +

+

12 A2 + P.fumosoroseus con goteo de pipeta

13 A2 + P. fumosoroseus con inmersion de 30 segundos
14 A2 + quitosano con goteo de pipeta

15 A2 + quitosano con inmersion de 30 segundos

16 A2 + P.fumosoroseus + quitosano con goteo de pipeta
17 A2 + P. fumosoroseus con inmersion de 30 segundos

18 A2 + P. fumosoroseus con goteo de pipeta con 5 dias de intervalos
19 B7 con goteo de pipeta
20 B7 con inmersién de 30 segundos

21 B7 + P.fumosoroseus con goteo de pipeta

22 B7 + P.fumosoroseus con inmersion de 30 segundos

23 B7 + quitosano con goteo de pipeta

24 B7 + quitosano con inmersion de 30 segundos

25 B7 + P.fumosoroseus + quitosano con goteo de pipeta

26 B7 + P.fumosoroseus con inmersion de 30 segundos

27 B7 + P.fumosoroseus con goteo de pipeta con 5 dias de intervalos

28 P. fumosoroseus con goteo de pipeta

29 P. fumosoroseus con inmersién de 30 segundos

30 P. fumosoroseus + quitosano con goteo de pipeta

31 P. fumosoroseus + quitosano con inmersion de 30 segundos
32 Quitosano con goteo de pipeta

33 Quitosano con inmersion de 30 segundos

34 Blanco con goteo de pipeta

35 Blanco con inmersion de 30 segundos
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Anexo B

Tabla 2. Ensayos iniciales para el aislamiento

© 00 N O O » W DN P

W W W RDNMNNNNNDMNNNRNERERRRERRPEP R P R P
N P O © 00N o O~ WNPO ©® ©~NO 0 M WN P O

Agar

Agar 1
Agar 1
Agar 1
Agar 1
Agar 1
Agar 1
Agar 1
Agar 1
Agar 1
Agar 1
Agar 1
Agar 1
Agar 2
Agar 2
Agar 2
Agar 2
Agar 2
Agar 2
Agar 2
Agar 2
Agar 2
Agar 2
Agar 2
Agar 2
Agar 3
Agar 3
Agar 3
Agar 3
Agar 3
Agar 3
Agar 3
Agar 3

Caparazon

Licuado
Licuado
Licuado
Licuado
Licuado
Licuado
Molido
Molido
Molido
Molido
Molido
Molido
Licuado
Licuado
Licuado
Licuado
Licuado
Licuado
Molido
Molido
Molido
Molido
Molido
Molido
Licuado
Licuado
Licuado
Licuado
Licuado
Licuado
Molido
Molido

Agua estéril

destilada
destilada
destilada
peptonada
peptonada
peptonada
destilada
destilada
destilada
peptonada
peptonada
peptonada
destilada
destilada
destilada
peptonada
peptonada
peptonada
destilada
destilada
destilada
peptonada
peptonada
peptonada
destilada
destilada
destilada
peptonada
peptonada
peptonada
destilada
destilada

Dilucion

10 -1.
10-2.
10-3.
10 -1.
10-2.
10-3.
10 -1.
10-2.
10-3.
10 -1.
10-2.
10-3.
10 -1.
10-2.
10-3.

10 -1.
10-2.
10-3.
10 -1.
10-2.
10-3.
10 -1.
10-2.
10—3.
10 -1.
10—2.
10—3.
10 -1.
10—2.
10—3.
10 -1.
10—2.
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Agar Caparazon Agua estéril  Dilucion

33 Agar3  Molido destilada 10
34 Agar3  Molido peptonada 10+
35 Agar3 Molido peptonada 10
36 Agar3  Molido peptonada 10
37 Agarl Blanco destilada -
38 Agar2 Blanco destilada -
39 Agar3 Blanco destilada -

Anexo C

Tabla 3. Resultados de las hojas inoculadas con las 4 cepas aisladas disueltas en dos tipos de
bases.

Cepa Base Muestra Resultado
vegetal

B7 Agua Hoja Contaminacion del ambiente
B7 Extracto Hoja Contaminacion del ambiente
B8 Agua Hoja Contaminacion del ambiente
Al Extracto Hoja Hoja en perfecto estado
A2 Agua Hoja Esporulacidn externa en la hoja
A2 Extracto Hoja Esporulacidn externa en la hoja
A3 Agua Hoja Colonizacién en toda la hoja
A3 Extracto Hoja Colonizacién en toda la hoja
Blanco | Agua Hoja Contaminacion del ambiente
Blanco | Extracto  Hoja Hoja seca

Anexo D

Tabla 4. Resultados de los botones inoculados con las 4 cepas aisladas disueltas en dos bases
diferentes.

Cepa Base Muestra vegetal Resultado

B7 Agua Boton Maltrato de la flor

B7 Extracto  Botdn Maltrato de la flor
Contaminacion del ambiente

B8 Agua Boton Pudricién de puntas

B8 Extracto  Botdn Contaminacion del ambiente

H2 Agua Boton Pudricién de puntas

H2 Extracto  Botdn Maltrato de flor

H3 Agua Boton Contaminacion del ambiente

H3 Extracto  Botdn Pudricién de puntas
Contaminacion del ambiente

Blanco | Agua Boton Pudricién de puntas

Blanco | Extracto  Botdn Contaminacion del ambiente
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Anexo E

Tabla 5. Resultados de los tallos inoculados con las 4 cepas aisladas disueltas en dos tipos de
bases.

Cepa Base Muestra vegetal Resultado

B7 | Agua Tallo Contaminacion del ambiente
B7 | Extracto Tallo Contaminacion del ambiente
B8 | Agua Tallo Contaminacion del ambiente
B8 | Extracto Tallo Contaminacion del ambiente
H2 | Agua Tallo Colonizacion externa del hongo
H2 | Extracto Tallo Colonizacién externa del hongo
H3 | Agua Tallo Contaminacion del ambiente
H3 | Extracto Tallo No hay colonizacion

Blanco | Agua Tallo Contaminacion del ambiente

Blanco | Extracto Tallo Contaminacion del ambiente

Anexo F

Tabla 6. Resultados de las raices inoculados con las 4 cepas aisladas disueltas en dos bases
diferentes.

Cepa Base Muestra vegetal Resultado

B7 Agua Raiz Contaminacion del ambiente

B8 Agua Raiz Contaminacion del ambiente

B8 Extracto Raiz Raiz seca

H2 Agua Raiz Raiz en buen estado

H2 Extracto Raiz Contaminacion del ambiente

H3 Agua Raiz Contaminacion del ambiente
Anexo G

Tabla 7. Resultados de la adaptacion de las cepas quitinoliticas A3, A2, B8, B7 y de P.
fumosoroseus a 6 diferentes medios de cultivo.

Medio de cultivo B7 B8 A2 A3 P. fumosoroseus
1 | Agar base extracto de camaron CC CC scC scC S.C
2 | Agar formulado CC CC CcCcC scC S.C
3 | Agar Yeast Nitrogen Base SC SC C.C SscC S.C
4 | PDA +quitina SC CC §SsC SscC S.C
5 | PDA + extracto de camardn CC CC C.C scC C.C
6 | PDA + extracto de camaron + quitina C.C C.C S.C S.C S.C

C.C: con crecimiento; SC: sin crecimiento
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Anexo H

Tabla 9. Mediciones de la curva de estandarizacion de N-acetilglucosamina.

No g/L Absorbancia 540 mn.
1 0,05 0,183
2 0,10 0,198
3 0,15 0,235
4 0,20 0,287
5 0,25 0,346
6 0,5 0,41
7 1,00 0,479
8 1,5 0,521
9 2,00 0,616
10 2,5 0,783

Anexo |

Tabla 8. Porcentaje de acaros vivos, muertos y perdidos, obtenidos por cada tratamiento en las
pruebas de control de acaros a nivel de laboratorio.

Tratamiento % Vvivos % muertos % perdidos

1(B7 23,53 47,06 29,41

2| B7+ quitosano 61,54 7,69 30,77
3|B7 + quitosano (5to D) 25,81 38,71 35,48
4|B7 (5toD) 20,59 5,88 73,53
5|B8 6,25 18,75 75

6| B8+ P. fumosoroseus (a) 4,35 182,61 -86,96
7|B8+ P. fumosoroseus (e) 16,67 42,59 40,74

8| B8+quitosano 7,5 22,5 70

9| B8+quitosano(5toD) 9,09 27,27 63,64
10| B8+ P. fumosoroseus (5toD) 9,62 13,46 76,92

11| B8+quitosano+ P. fumosoroseus 4,35 - 95,65

12| A2 20 16 64

13 [ A2+quitosano 18,18 21,21 60,61

14| A2+quitosano(5toD) 18,52 33,33 48,15

15 A2+quitosano + P. fumosoroseus 7,41 22,22 70,37

16 [ P. fumosoroseus + quitina 8 24 68

17 | blanco(a) 22,5 10 67,5

18 | blanco(e) 22,06 2,94 75

(a): soluto agua estéril Fuente: Autor

(e): soluto extracto de camaron
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Anexo J

Tabla 10. Valores de absorbancia a 540nm obtenidos a partir de la fermentacién de las tres
cepas durante 36.

540nm Dia 0 Dia 12 Dia 18 Dia 24 Dia 30 Dia36
B7 0 0,01 0,032 1,297 0,126 0,012
B8 0 0,02 0,016 1,016 0,883 0,034
A2 0 0,039 0,046 0,936 0,333 0,123
Anexo K

Tabla 11. Formulacién de Yeast Nitrogen Base (Difco)

Difco™ Yeast Nitrogen Base

Fuente de nitrogeno

Sulfato de amonio 5049
Aminoacidos

L-Histidina Monohidroclorada 10.0 mg
LD-Metionina 20.0 mg
LD-Triptofano 20.0 mg
Vitaminas

Biotina 20¢g
Pantotenato de calico 400.0¢
Acido folico 20g
Inositol 2,000.09
Niacina 400.0¢
Acido p-Aminobenzoico 200.0¢
Pirodixina hidroclorada 400.0¢
Riboflavina . 200.0¢
Tiamina hidroclorada 400.0¢
Compuestos suplementarios

Acido bdrico 500.0¢
Sulfato 40.09
Potasio 100.0g
Cloruro ferric 200.0¢
Sulfato de magnesio 400.0¢
Molibdato de sodio 200.0¢
Sulfato de zinc 400.0¢
Sales

Monofosfato de potasio 109
Sulfato de magnesio 05¢g
Cloruro de sodio 01g
Cloruro de calcio 01g

Fuente (D.P.V, 2003).
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Anexo L

Tabla 12. Formulacién de Brain Heart Infusion (BD Difco).

Formula (en gramos por litro) | Instrucciones
Infusién de cerebro de ternera | 200.0 Disolver 52 g de polvo en un litro de
Infusién corazén vacuno 250.0 agua destilada. Calentar a ebullicion
Peptona 10.0  hasta su disolucion total. Esterilizar
Cloruro de sodio 5.0 enautoclave durante 15 minutos a
Glucosa 20 121°C.
Fosfato disddico 2.5
Agar 15.0

pH final: 7.4 £ 0.2

Fuente: (Salinas, 2008).

Anexo M

Tabla 13. Porcentaje de eficiencia de los 8 tratamientos aplicados, evaluados a las 48 horas,
en hojas de la parte alta de la planta.

Tratamientos Repeticiones
1 2 3 4 Promedio %E

B7 + P. fumosoroseus (5to dia) 40 100 100 97,62 84,4 74,05
B7 + quitosano 100 100 97,22 88,89 96,53 86,18
Quitosano 37,5 100 98,33 75 77,71 67,36
B8 + P. fumosoroseus 66,67 100 97,22 O 65,97 55,62
B8 + quitosano 95,83 66,67 96,43 94,44 88,34 77,99
P. fumosoroseus 0 100 94,44 50 61,11 50,76
A2 + quitosano 55,56 0 87,5 100 60,76 50,41
A2 + P. fumosoroseus 94,44 100 94,44 77,78 91,67 81,31
Blanco 3,92 6,22 4,74 26,53 10,35 0
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Anexo N

Tabla 14. Porcentaje de eficiencia de los 8 tratamientos aplicados evaluados a las 48 horas en
hojas de la parte baja de la planta.

Tratamientos Repeticiones

1 2 3 4 Promedio %E
B7 + P. fumosoroseus (5to dia) | 37,5 95 95,24 87,5 78,81 52,75
B7 + quitosano 100 25 98,33 89,29 78,15 52,1
Quitosano 93,33 100 98,81 80 93,04 66,98
B8 + P. fumosoroseus 100 72,73 98,44 100 92,79 66,74
B8 + quitosano 100 91,67 88,89 80 90,14 64,08
P. fumosoroseus 77,78 66,67 100 81,82 81,57 55,51
A2 + quitosano 100 100 100 85,71 96,43 70,37
A2 + P. fumosoroseus 88,89 50 75 68,75 70,66 44,6
Blanco 16,28 17,24 58,04 12,66 26,06
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Anexo O

Tabla 15. Estadisticos descriptivos de la eficacia de los tratamientos evaluados al tercer dia.

Altura del
Tratamientos aplicados foliolo Media | Desv. tip.
Blanco Superior 6,0150 2,31473 4
Inferior 10,7300 2,22880 4
Total 8,3725 3,28283 8
B7 + P. fumosoroseus (5to) Superior 84,4050 | 29,62459 4
Inferior 78,8100 | 27,77345 4
Total 81,6075 | 26,75163 8
B7 + quitosano Superior 96,5275 5,25761 4
Inferior 78,1550 | 35,74762 4
Total 87,3413 | 25,61167 8
quitosano Superior 77,7075| 29,13312 4
Inferior 93,0350 9,16261 4
Total 85,3713 | 21,60668 8
B8 + P. fumosoroseus Superior 90,2775 9,75402 4
Inferior 92,7925 | 13,39520 4
Total 91,5350 | 10,93074 8
B8 + quitosano Superior 88,3425 | 14,47235 4
Inferior 90,1400 8,24505 4
Total 89,2413 | 10,94631 8
P. fumosoroseus Superior 71,5275 | 29,94756 4
Inferior 81,5675 | 13,85763 4
Total 76,5475 22,25910 8
A2 + quitosano Superior 74,6550 | 22,63184 4
Inferior 96,4275 7,14500 4
Total 85,5413 | 19,41221 8
A2 + P. fumosoroseus Superior 91,6650 9,62058 4
Inferior 70,6600 16,14158 4
Total 81,1625 16,65507 8
Total Superior 75,6803 | 31,51322 36
Inferior 76,9242 1 29,62790 36
Total 76,3022 30,37540 72
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Anexo P

Tabla 16. Estadisticos descriptivos de la eficacia de los tratamientos evaluados al onceavo dia.

Altura del
Tratamientos aplicados foliolo Media | Desv. tip. N
Blanco Superior 10,2571 , 78214 4
Inferior 11,7015 | 1,71260 4
Total 10,9793 | 1,45440 8
B7 + P. fumosoroseus (5to) Superior 69,2646 | 24,14987 4
Inferior 70,8333 | 7,21688 3
Total 69,9369 | 17,59751 7
B7 + quitosano Superior 50,7437 | 18,13604 4
Inferior 84,7400 | 23,59104 4
Total 67,7419 | 26,64006 8
Quitosano Superior 74,1667 | 21,14763 4
Inferior 75,0000 | 30,00000 4
Total 74,5833 | 24,03288 8
B8 + P. fumosoroseus Superior 94,0967 | 4,86032 4
Inferior 88,6275| 4,90333 4
Total 91,3621 | 5,38277 8
B8 + quitosano Superior 68,2525 | 34,64844 4
Inferior 76,6669 | 28,17556 4
Total 72,4597 | 29,57975 8
P. fumosoroseus Superior 60,0008 | 30,30731 4
Inferior 70,4425 | 26,06924 4
Total 65,2217 | 26,75944 8
A2 + quitosano Superior 88,4375 | 19,18591 4
Inferior 74,2857 | 25,66132 4
Total 81,3616 | 22,29783 8
A2 + P. fumosoroseus Superior 72,2231 | 13,02846 4
Inferior 87,6197 | 12,65018 5
Total 80,7768 | 14,47465 9
Total Superior 65,2714 | 29,88666 36
Inferior 71,5682 28,91388 36
Total 68,4198 | 29,36813 72
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Anexo Q

Tabla 17. ANOVA de un factor para el nivel de foliolo.

Anexo R

Anexo S

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 27,851 1 27,851 ,030 ,864
Intra-grupos 65481,340 70| 935,448
Total 65509,190 71
Tabla 18. ANOVA de un factor para bloques.
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2268,641 3| 756,214 ,813 491
Intra-grupos 63240,549 68| 930,008
Total 65509,190 71
Tabla 19. ANOVA de un factor para tratamientos.
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 42841,589 8| 5355,199| 14,884 ,000
Intra-grupos 22667,602 63| 359,803
Total 65509,190 71
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Anexo T

Tabla 20. Porcentaje de la efectividad de los tratamientos evaluados con la prueba de Tukey al

tercer dia.

Anexo U

Tabla 21. Porcentaje de la efectividad de los tratamientos evaluados con la prueba de Tukey al

onceavo dia.

Tratamientos aplicados N Subconjunto

1 2 1
Blanco 8| 83725
P. fumosoroseus 8 76,5475
A2 + P. fumosoroseus 8 81,1625
B7 + P. fumosoroseus (5to) 8 81,6075
Quitosano 8 85,3713
A2 + quitosano 8 85,5413
B7 + quitosano 8 87,3413
B8 + quitosano 8 89,2413
B8 + P. fumosoroseus 8 91,5350
Significacion 1,000 ,818

Tratamientos aplicados N Subconjunto

1 2 1
Blanco 8| 10,9793
P. fumosoroseus 8 65,2217
B7 + quitosano 8 67,7419
B7 + P. fumosoroseus (5to) 7 69,9369
B8 + quitosano 8 72,4597
Quitosano 8 74,5833
A2 + P. fumosoroseus 9 80,7768
A2 + quitosano 8 81,3616
B8 + P. fumosoroseus 8 91,3621
Significacion 1,000 ,246

Anexo V

Tabla 22. Nomenclatura utilizada en las tablas de ANOVA.

Nomenclatura

Significado

FV

SC

CM
P

Fuente de varianza
Suma de cuadrados
Cuadrado medio
Significancia
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