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Figura 66. Control de Bot 05 con Quitosano + Trichoderma (Biorend 10
ml/l + Tricobiol). A: Plantas de gerbera culminado el ensayo; B:Mancha
foliar con halo amarillento y signo de la enfermedad; C: Vista de hojas
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Figura 67. Control de Bot 05 con Silicio + Trichoderma (Quick sol 2 ml/I
+ Tricobiol). A: Plantas de gerbera culminado el ensayo; B: Vista de
hojas bajeras; C-D: Detalle de las manchas
1E0] L= Ll =TS .

Figura 68. Control de Bot 05 con Acido Fosféroso + Mezcla de
Trichoderma (Agrifos 5 ml/l + Trico Plus A). A: Plantas de gerbera
culminado el ensayo; B: Detalle de los tricomas en las hojas ; C: Vista de
hojas bajeras; D: Manchas foliares.........cccviiiii i

Figura 69. Control de Bot 05 con Acido Fosféroso + Mezcla de
Trichoderma (Agrifos 7 ml/l + Trico Plus A). A: Plantas de gerbera
culminado el ensayo; B: Detalle de las manchas; C: Vista de hojas
(0T =] = 1TSS RPPROUPRRS

Figura 70. Control de Bot 05 con Quitosano + Mezcla de Trichoderma
(Biorend 8 ml/l + Trico Plus A). A: Plantas de gerbera culminado el
ensayo; B: Detalle de las manchas; C: Vista de hojas bajeras...........c..........

Figura 71. Control de Bot 05 con Quitosano + Mezcla de Trichoderma
(Biorend 10 ml/l + Trico Plus A). A: Plantas de gerbera culminado el
ensayo; B: Detalle de las manchas; C: Vista de hojas afectadas............... .

Figura 72. Control de Bot 05 con Mezcla de Trichoderma (Trico Plus A).
A: Plantas de gerbera culminado el ensayo; B: Detalle de las manchas;
C: Vista de hojas afectadas........cccoee e

Figura 73. Control de Bot 05 con Silicio + Mezcla de Trichoderma
(Quick sol 3 ml/l +Trico Plus A). A: Plantas de gerbera culminado el
ensayo; B: Detalle de las manchas; C: Vista de hojas afectadas.................

Figura 74. Control de Bot 05 con Silicio + Mezcla de Trichoderma
(Quick sol 5 ml/l +Trico Plus A). A: Plantas de gerbera culminado el
ensayo; B: Detalle de las manchas; C: Vista de hojas afectadas..................
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Figura 75. Testigo del ensayo de Control In vivo de Bot 05. A -B: 189
Plantas de gerbera culminado el ensayo; C: Vista de hojas afectadas.........
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RESUMEN

En Venezuela la produccion de ornamentales es diversa y uno de los cultivos
destacados es Gerbera (Gerbera jamesonii H.B.) como flor de corte y de pote; la cual
presenta diversos problemas con enfermedades fungosas. Es por ello la necesidad de
realizar una evaluacion de diferentes cepas de Botrytis y su control In vitro e In vivo
con inductores de resistencia, realizdndose muestreos estratificados con 10 muestras
por unidad de produccidon en los estados Aragua y Miranda; las cuales fueron llevadas
a Expertabiol UCV-Maracay, realizandose la descripcion de los sintomas; aislamiento
del patdgeno en PDA ac.; caracterizacion morfoldgica de las colonias en PDA ac y AAV
con alternancia de luz y oscuridad total; pruebas de patogénesis con inoculacion del
cuello de la planta y parte aérea con cada una de las cepas seleccionadas; prueba de
sensibilidad a los fungicidas Azoxystrobin; Benomilo; Iprodione; Carbendazim vy
Clorotalonil a 0,5; 2; 5; 10; 100; 200; 500 y 1000 ppm de i.a.; posteriormente se
efectud el control In vitro con los inductores de resistencia, siendo estos Acido
fosforoso; Quitosano; Silicio; Trichoderma harzianum; mezcla de Trichodermas vy la
combinacion de estos; y el control In vivo se realizd en plantas sanas de gerbera de
pote. Se efectuaron 160 muestreos seleccionandose 5 cepas (Bot 01; Bot 02; Bot 03;
Bot 04 y Bot 05), de las unidades de produccion que presentaron la enfermedad en
distintas épocas del afio, identificandose sintomas en las flores; manchas foliares y
marchitez o podredumbre de la planta. El patdgeno encontrado fue Botrytis cinerea
Pers. La inoculacion foliar la metodologia mas apropiada. La cepa Bot 05 resultd ser la
mas agresiva con necrosamiento de tejido y signo del patdgeno a las 72 h después de
la inoculacion. Todas las cepas presentaron poca sensibilidad a Azoxystrobin; En el
control In vitro los mejores tratamientos fueron Trichoderma 40,74 %; Acido fosforoso
3 ml/l + Mezcla de Trichoderma 39,72 % y Silicio a 3 ml/l + Trichoderma 39,17. En el

control In vivo el mejor tratamiento fue Silicio 5 ml/l + Mezcla de Trichoderma.

Palabras Claves: Gerbera; Botrytis; Epidemioldgia; Sensibilidad;

Control; Inductores de resistencia
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INTRODUCCION

En Venezuela, la produccién de los rubros de ornamentales, conforman
un mercado incipiente de importantes proyecciones, por su rentabilidad,
adaptabilidad de muchos cultivos a las condiciones agroclimaticas de las
zonas productoras y por la cantidad de mano de obra que se requiere
para la obtencién del producto final (Flores de corte o de pote) Hurtado,
(2004).

Las principales zona productoras son: la regidon andina conformada por
los estados Mérida, Tachira y Trujillo; y en la regidon central por los
estados Aragua, Carabobo, Miranda y Vargas. Presentando unidades de
produccion de bajo, mediano y alto nivel de tecnologia, donde los cultivos
de mayor superficie son rosas (Rosa sp.), crisantemos (Chrysanthemum
morifolium = Dendranthema morifolium), aster (Aster) y solidaster
(Solidaster luteus), sin embargo se puede encontrar cultivos como
gerbera (Gerbera jamesonii) y bulbos como el lilium (Lilium candidum),
gladiolo (Gladiolus spp), tulipan (Tulipa spp); que por condiciones de
mercado y de tecnologia se hacen rentables a pesar de la poca superficie
cultivada. En la produccién de flores bajo condiciones controladas y con
alta tecnologia (invernaderos), se presentan problemas fitopatoldgicos
importantes que afectan la produccion y calidad de flores (Castafio et al.,
2007). Dentro de la gran gama de inconvenientes que presentan los
floricultores se puede considerar que los problemas fitosanitarios juegan
un papel importante, destacdndose entre ellos los dafios ocasionados por

trips, mosca blanca, afidos, acaros y entre los patdgenos se destacan la
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podredumbre gris 6 moho gris, royas, mildil, oidium, pudriciones

radiculares y nematodos.

En un estudio realizado por Vargas et al., 1989 en rosas en la regidn
central del pais, sefialaron que de las especie de flores de corte
estudiadas se detectaron 11 hongos, entre los cuales Botrytis cinerea,
Oidium sp y Pestalotia causaron los dafios mas severos. De igual manera
diversos autores (Bigre et al., 1990; Smith et al., 1992; Bafion et al.,
1993; Agrios, 1997; Rondon, 2001), sefalan a Botryotinia fuckeliana De
Bary (Whetzel), quien en su estado anamorfo es Botrytis cinerea Pers.;
como la principal enfermedad en ornamentales por los dafios causados en
una gran gama de hospederos en pre y post cosecha. El desarrollo del
hongo con caracter epifitico depende de complejas interacciones entre
factores ambientales y bidticos. Entre estos tiene especial importancia el
desarrollo estacional de muchos de los cultivos; la potencialidad,
liberacién y dispersion del indculo, asi como también los fendmenos de

penetracién e infeccidon del hongo (Lisboa, 2003; Castano et al., 2007).

A nivel internacional se presentan diversas estrategias para el control de
la enfermedad en cultivos a campo abierto (vid, frutales, hortalizas,
rosas, girasol), o cultivos protegidos como es el caso de alguna de las
ornamentales y hortalizas). En los Ultimos anos, han aparecido nuevas
moléculas con actividad contra este hongo, las cuales estdn siendo
evaluadas y utilizadas, sin embargo el uso de estos productos esta

limitado por las normas de tolerancia o limite maximo de residuos
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permitidos por los paises, lo que reduce en mucha ocasiones las
posibilidades de su uso (Agrios, 1997).

En vista de que este problema se presenta con alta incidencia en
Venezuela y cada vez las pérdidas son mayores, ademas de no existir
estudio sobre la caracterizacion de las cepas de Botrytis aisladas de
ornamentales, asi como de su control In vitro 6 In vivo y las posibilidades
de la existencia de resistencia o alta susceptibilidad a los productos
quimicos, se plantea este estudio mediante la utilizacion de inductores de
resistencia con el objetivo de establecer la evaluacién de diferentes cepas
de Botrytis y su control In vitro e In vivo con inductores de resistencia en

Gerbera (Gerbera jamesonii H. Bolus), como una alternativa de control.
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OBJETIVO GENERAL

Realizar la evaluacidon de diferentes cepas de Botrytis y su control In vitro
e In vivo con inductores de resistencia en Gerbera (Gerbera jamesonii H.

Bolus).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Realizar los muestreos en fincas productoras de ornamentales en los

estados Aragua y Miranda.

= Caracterizar morfoldogicamente los aislamientos de Botrytis sp.

Mediante observaciones macroscopicas y mediciones microscépicas.

= Evaluar la sensibilidad de las cepas de Botrytis sp. a los principales

fungicidas quimicos utilizados por los productores.

= Evaluar el control de la cepa de Botrytis cinerea a nivel In vitro con

los inductores de resistencia.

= Evaluar el control de la cepa de Botrytis cinerea a nivel In vivo en
plantas de maceta de Gerbera (Gerbera jamesonii) con los inductores de

resistencia.
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REVISION DE LITERATURA

1.- Generalidades e Importancia del Cultivo

El Género de Gerbera presenta mas de 50 especies, siendo la gran
mayoria de estas de origen africano. El descubrimiento fue realizado en el
siglo XVIII por el naturalista holandés Grenovius, pero es a los hermanos
Gerber (Botanicos alemanes) a quienes se les debe el nombre. Es una
planta herbacea, perteneciente a la familia de las Asteraceas
(Compuestas). Su cultivo puede durar varios afos, sin embargo cuando
este es de forma comercial sdlo se interesa durante 2 a 3 afios. Presenta
como caracteristicas morfoldgicas un tallo rizomatico; hojas alternas con
tricomas, las cuales varian de forma y tamafo segun el hibrido o color de
las flores. (Oszkinis y Lisiecka, 1990; Bafion et al., 1993).

El cultivo de flores de corte o de maceta de gerbera, se ha incrementado
en las ultimas décadas especialmente por el gran colorido y variedades de
la especie, asi como por su duracién en postcosecha y su versatilidad para
realizar arreglos florales (www.infoagro.com (2001); Ocampo, 2001;
Vidale, 1992). Esto implica que los mejoradores genéticos trabajen
principalmente en estas caracteristicas, dejando a un lado la resistencia
de los cultivos a las plagas y enfermedades (Oszkinis y Lisiecka, 1990;
Rogers y Tjia, 1990; Bafion et al., 1993; Ocampo, 2001).


http://www.infoagro.com/
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En nuestro pais, el cultivo fue introducido en la década de los 90, siendo
los primeros productores: Finca La Noguera, Floralex Continental y
Culflor (Brito, 2001). En el caso especifico de Floralex Continental C.A.,
exportaba hasta principios del 2000 el 85 % de su produccién a los
Estados Unidos (Floralex Continental, 2002); en vista de la rentabilidad
del cultivo, el incremento de la superficie sembrada para el afio 2008 es
de unas 35 hectareas a nivel nacional, donde se estima una poblacién de
210.000 plantas, las cuales bajo un buen manejo agronémico y de control
de plagas y enfermedades deberian producir aproximadamente 420.000
flores al mes, generando un movimiento nacional de 700.000 BsF.
Siendo los principales estados productores Miranda y Mérida con 20 y 10
hectareas respectivamente, y al cuantificar la inversién para el afio 2008
en una superficie de 2.500 m? el costo de las plantulas es de 90.000 BsF.
A pesar de las proyecciones e inversiones el cultivo presenta problemas
fitosanitarios donde se destacan en la actualidad los ataques de acaros;
moho gris; mildil y exceso de sales, los cuales hacen que los niveles de

produccion esperados no se alcancen (ASOFLORMI, 2009).

2.- Moho Gris 6 Podredumbre Gris

2.1.- Importancia de la enfermedad.

En un estudio efectuado por 495 cientificos, Di Prieto, (2012) sefala que
en la lista de los hongos mas daifinos del planeta encontramos
encabezando el tizén del arroz por Magnaporthe oryzae y el moho gris por
Botrytis cinerea. La relevancia de esta enfermedad se puede evidenciar en

la gran cantidad de cultivos que afecta, principalmente en los rubros de
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hortalizas, frutales, forestales y las ornamentales; y su amplio rango de

hospederos (Tabla 1), hace que su control sea de gran dificultad para los

productores. Los dafios se presentan desde el momento de la propagacion

(semillas, semilleros, esquejes), crecimiento y tutoraje o conduccién de

los cultivos, en floracidon o venta (floricultura e pote), y en post cosecha

(cavas refrigeradoras o en el transporte).

Tabla 1. Lista de ornamentales susceptible a Botrytis cinerea

ageratum Chrysanthemum foxglove monkey Ruellia
alexanders cineraria fuchsia marigold saxifrage
allium clematis gardenia mertensia sedum
alpinea climbing beauty gentian narcissus senecio
amaryllis colchicum geranium, nasturtium snapdragon
anemone coleus gerbera orquideas snowball
angelica columbine coreopsis gladiolus oysterplant snowdrop
arabis cranesbill globe-amaranth oxalis statice
arborvitae cryptamthus gloxinia pensamiento stephanotis
aster cuphea gynura parthenium stock
aster China cyclamen gypsophila penstemon stokesia
azalea cytisus heather peony sumac
breath Bebés dahlia heliotrope peperomia sunflower
begonia daisies heuchera pepper, Christmas sunrose
bellflower delphinium hibiscus honeysuckle philodendron thyme
caladium dracaena hyacinth phlox tobacco, flowering
calathea Dutchman’s- pipe hydrangea pinks toadflax
calceolaria epilobium impatiens poinsettia tradescantia
calendula erigeron Indian paint poppy Transvaal daisy
California poppy erythronium iris pothos tuberose
cala euonymus kalanchoée primrose tulipan
lirio calla eupatorium larkspur Pyracantha verbena
calthus evening-primrose lilac pyrethrum viburnum
camassia exacum lilies pyrola vinca
camellia ferns lobelia rhododendron violeta
candytuft firecracker lupine rhoea Violeta Africana
Cape marigold lirio flamingo magnolia rosas wallflower
carnation flowering Maltese cross liio amazon planta de wormwood
century zinnia

Fuente: Pataky, (1997)
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En la produccion de ornamentales a nivel mundial se estima entre 1 - 3 %
de pérdidas por esta enfermedad, siendo uno de los principales problemas
del manejo de la enfermedad por la gran gama de hospederos, asi como
la resistencia que ha presentado a varios fungicidas de uso comun de los
productores. Smith et al., 1992, sefialan que las pérdidas se deben a
muerte de plantulas, muerte de partes vegetales por encima de las
lesiones de tallo y a la destruccidén de frutos, que a menudo se considera
como la causa de pérdidas mas importantes. El hongo puede extenderse
con rapidez en una amplia gama de temperaturas, incluso en almacenes
refrigerados. En Europa se considera la mayor causa de pérdidas en

invernaderos.

Calderéon y  Restrepo, (2001), en cultivo hidropdénico de flores en
Colombia, Ecuador y Holanda sefialan que en estos paises los problemas
fitosanitarios son minimos, sin embargo la podredumbre gris por Botrytis
es un problema severo en el Ecuador. Cuando se presentan
enfermedades, las plantas afectadas se retiran del invernadero y se llevan
a una zona de cuarentena donde son tratadas y una vez sanas retornan a
su lugar de origen. Los sintomas aparecen principalmente en forma de
tizones en las inflorescencias, pudriciones foliares, cancros, o pudriciones
del tallo, ahogamiento de plantulas y como pudriciones de tubérculos,

cormos, bulbos y raices (Agrios, 1997).

En Venezuela se han realizados diagndsticos de las principales
enfermedades en algunas ornamentales (Tabla 2), siendo Botrytis el

patdgeno mas comun. Los dafios se evidencian en los tallos, hojas y
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flores; generando pérdidas en pre y post cosecha, sobre todo de aquellas
especies que deben mantenerse bajo refrigeracion. En el caso particular
de Poinsettia los efectos se evidencian al final del ciclo cuando se termina
el cambio de color de las hojas, generando para el afio 2006, un aumento
de las pérdidas del 2 al 5 % en los Altos Mirandinos (ASOCOFLORMI,
2009). Sin embargo a pesar de esta problematica no se ha realizado
ningun estudio de caracterizacion de las cepas por regiones, ni se ha
investigado la resistencia o tolerancia a los fungicidas de mayor utilizacion
por los productores, de igual manera no se utiliza el control natural, ni

biolégico para minimizar los efectos.

Garcés y Orozco, (2007) sefialan al moho gris, como una de las
enfermedades que produce grandes pérdidas para el sector floricultor y
hace que se incremente el uso de productos quimicos que contaminan el
ambiente y afectan la calidad de vida del hombre. Siendo las altas
frecuencias de aplicaciones en la época de lluvias, ya que la alta humedad
relativa tanto diurna como nocturna, sumada a las temperaturas
relativamente altas durante el dia, provocan la germinacién de las
esporas y un desarrollo rapido del hongo el cual puede ser de muy dificil
control, debido a que muchas especies de Botrytis secretan enzimas
pectoliticas y otras enzimas que degradan las paredes celulares,
facilitando de esta manera la invasidon del patégeno a los tejidos de la

planta.
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Tabla 2. Cultivos de ornamentales en los que se ha realizado estudios de
diagnostico de enfermedades fungosas en Venezuela.

Cultivo

Patoégenos

Autores

Ornamentales

Aster

Ave del paraiso

Bromelia

Cala

Clavel

Crisantemo Tipo Pompdn

Crisantemo

Gerbera

Gladiolo
Heliconias
Papagayo

Rosa

Sphaerotheca fulinea, Phyllactinia sp.
Erysiphe cichoracearum, Uncinula
astraliana, Ovulariopsis sp., Erysiphe
poligoni; Sphaerotheca pannosa,
Microsphaera polonica.

Sclerotium rolfsii
Rhizoctonia sp.

Alternaria altenata, gloesporium musarum,
Glomorella cingulata, Phomopsis sp,
Pestalotiopsis sp. Phyllosticta musae.

Drechslea sp.
Fusarium solani
Phytophthora sp.
Fusarium oxysporum

Heterosporium echinulatum, Botrytis
cinerea, Uromyces cariophyllinus,
Fusarium sp

Puccinia horiana Fusarium oxysporum f.
sp. chrysanthemy

Puccinia horiana

Phytophthora cryptogea y Fusarium
oxysporum

Botrytis sp., Alternaria alternata
Cercospora sp

Fusarium sp
Myrothecium sp.
Fusarium solani
Cercospora rosicola
Botrytis
Fusarium sp.
Botrytis cinerea, Oidium sp y Pestalotia

Fusarium solani

Sanabria, 1988

Moreno, 2003
Centeno y Ojeda, 1998

Madriz et al., 1991

Diaz y Longa. 2006
Alvarez, 1995
Marin, 2002

Pérez, 2004

Acevedo y Moreno, 2001

Acevedo y Moreno, 2001

Varela, 1995

Hurtado y Subero, 2003
Hurtado et al., 2001
Pulido, 2004

Ferreira y Sanabria, 1991
Escalona, et al., 1992
Santaella et al., 1999
Marcano, 1980

Vargas et al., 1988
Basso, 1988

Vargas et al., 1989.

Sosa, 1992
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2.2.- Sintomas del moho gris 6 podedrumbre gris

Por la gran diversidad de especies pertenecientes a este rubro existen
diversos sintomas que se manifiestan en las plantas, sin embargo la gran
mayoria de los investigadores concuerdan que el hongo es capaz de
producir sobre su hospedero una podredumbre himeda con presencia en
muchos casos de un micelio gris, de alli el nombre de la enfermedad.
Bigre et al., 1990 mencionan que sobre las plantas ornamentales se
evidencian dos tipos clasicos de sintoma de Botrytis, describiéndose a

continuacion:

Enfermedad de la tela: Se observa frecuentemente sobre el mantillo del
sustrato, invernaderos, etc. Sobre las plantas joévenes donde son
cultivadas, un revestimiento muy suelto y extendido, conduciendo a la
desecacién y la muerte de plantas jovenes puede ocurrir rapidamente,
esta tela representa el Unico micelio de B. fuckeliana constituido por hifas

blanco- grisaceas, de diametro variable y tiene una extension rapida.

Podredumbre gris: Esta enfermedad afecta a numerosos huéspedes. La
mecanizacion de los cultivos es la fuente de aumento de dafios debido a
las heridas ocasionada por las maquinas y los restos de tejido dejados In
situ (caso especifico del cultivo de gladiolo). Su caracteristica principal es

la presencia de un moho de color grisaceo.

Bafion et al., (1993), senalan diversas caracteristicas de los sintomas
segun el cultivo, asi como en rosas puede afectar a tallos jovenes y
adultos ocasionando lesiones de color pardo y necrosis en ellos. En los

botones con diferencia de grados de apertura aparecen pequefias
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manchas rojo - purpura, posteriormente el micelio y las estructuras de
propagacion del hongo, cubren toda la flor observandose en este caso una
masa pulverulenta gris, el ataque puede ser en camara de
almacenamiento. Los botones infectados generalmente no se abren,
aunque tampoco se inclinan. En un principio, las flores abiertas presentan
manchas en los pétalos, con tonalidades rojizas y de forma circular. Las
hojas infectadas se tornan pardas y se marchitan. La infeccion afecta con
mayor frecuencia a los extremos cortados de los tallos y los troncos. El
hongo se puede extender rapidamente hacia la parte baja del tronco
ennegreciéndolo y afectando las yemas (Vidale, 1992; Castaino et al.,
2007).

Williams-Woodward, (2007) sefiala que en geranio, el hongo infecta al
follaje y las flores senescentes primero y puede entonces moverse en
tejidos finos sanos. Las hojas que se marchitan primero muestran
sintomas diversos, con manchas de color marrén, areas humedecidas, las
cuales comienzan en los margenes de las mismas. Estas areas
descoloradas pronto adquieren un aspecto dividido en zonas, angular con
las porciones mas anchas. Las flores también se pueden infectar por
Botrytis, y cuando estas son afectadas pueden tener manchas minudsculas
de la decoloracién o ser marchitadas totalmente. Los pétalos afectados
pierden su tonalidad y se secan, pero pueden mantenerse juntos. Cuando
estos pétalos se caen sobre las hojas sanas sirven como fuente de inéculo
para las infecciones de la hoja. Las infecciones severas del vastago

ocasiona la muerte de la planta en un periodo del tiempo corto.
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En otros cultivos como la Hortensia, esta enfermedad es muy frecuente y
grave, los sintomas en las hojas son manchas grises que comienzan por
el borde del limbo, los tallos son frecuentemente afectados en las
cicatrices foliares. Las flores se desecan afectando diversas partes de la
flor sobre todo en las yemas florales. En poinsettia (Euphorbia
pulcherrima) la podredumbre se presenta sobre todo en los esquejes y en
el comienzo del oscurecimiento del cultivo. En ciclamen (Cyclamen
persicum) se presenta un desarrollo rapido, sobre todo en a finales de
afio, pudiendo producir la podredumbre del corazéon de la planta, en las
hojas y las flores se abaten en el borde del envase o matero, también
ocasiona en otras épocas del afio, manchas solo en las flores y los
sintomas se asemejan bastante a los causados por Rhizoctonia solani. Por
otra parte en las violeta, begonia, orquideas, crisantemos generalmente

son afectadas al final de la vegetacién o inicio de floracién (Vidale, 1992).

Bigre et al., 1990 sefialan que en los bulbos actian diferentes especies
de Botrytis tales como: cinerea, tulipae y gladiolorum. Estos son a veces
llamados fuego por que las hojas resultan quemadas sin aparicién de
enmohecimiento gris. En muchas ocasiones en la escamas se puede
evidenciar la presencia de los esclerocios. Los brotes afectados son
deteriorados y en una planta invadida por el hongo se considera como un
foco para el cultivo. En las hojas las manchas son a veces impropiamente
llamadas royas. La enfermedad progresa a lo largo del tallo hasta el bulbo
pudiendo provocar una necrosis muy profunda de aspecto esponjoso. Los
ataques de este patdégeno son mas frecuentes en gladiolos que en otros
tipos de bulbos tales como los lillium y los tulipanes. En los Lillium se

puede encontrar a B. elliptica y B. cinerea, en todos los érganos aéreos
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de la planta, comenzado por una serie de punteaduras de color gris pardo
0 naranja oscuro, llegando a formar manchas de 1 - 2 cm de forma
redondeada o eliptica con el perimetro muy pronunciado a modo de
anillos con tonalidades anaranjadas. La superficie del tejido limitada por
el anillo visible tanto por el haz como por el envés de la hoja, las cuales
se degradan poco a poco, se arrugan, se deshidratan y mueren quedando
como una especie de porcion de papel, cuando los botones son infectados
en sus primeras fases de desarrollo, generalmente son afectados los que
se sitlan externamente en la inflorescencia, pero si la enfermedad
aparece posteriormente en los pétalos aparece una serie de punteaduras
similares a las viruelas de color gris y al tacto presenta una podredumbre
blanda. (O "Neill y McQuicken, 2005; Alvarez et al., 2003). Como el lilium
es un cultivo nuevo en Venezuela, de alli la importancia de conocer los

sintomas de la enfermedad en diversos hospederos y en otros paises.

Cabrera et al., 2003; sefialan que otro aspecto de dafios sobre flores es
el picoteado o punteado, en el cual se forma unas pequefias manchas o
lesiones pardas de forma alargada uniformes que se distribuyen sobre los
pétalos y son mas evidentes sobre las flores de color claro. Este
fendmeno se considera como una hipersensibilidad de los tejidos a la
infeccion de Botrytis en cada lesidn corresponde a un punto de infeccion,
el hongo se encuentra a continuacién del bloqueado en algunas células
infectadas. En statice (Limonium sinuatum) provoca podredumbres
blandas de color grisdceo y de gran incidencia en cultivos bajo plastico.
Las heridas de las hojas desarrollan muchas veces un disefio zonado. Los
pétalos de la flor pueden tener pequefias manchas o se marchitan

completamente. Los tallos pueden debilitarse progresivamente por las
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heridas del esqueje o desarrollar cancros de color pardo a marrén que se
originan en la base de los peciolos de las hojas marchitas. Las hojas en
las plantas de semillero suelen morirse y se cubren con el moho gris. Las
flores se decoloran y se marchitan. El tallo entero de la flor puede
tornarse de color amarillo y morir. En la etapa de propagacién, las hojas
de plantulas jovenes pueden verse totalmente afectadas por el hongo vy
de esta forma la enfermedad llega al campo. Si el ataque se da en plantas
viejas se puede provocar una pudricion seca de la corona.
(http://www.infoagro.com (2001); O "Neill y McQuicken, (2005).

En gerbera, los sintomas se inician sobre el material viejo y en
descomposiciéon produciéndose dafios importantes. El micelio es gris y
acompafado por pudriciones blandas, cuando afecta a las ligulas se
denota la formacidon de pequefias manchas grisdceas sobre la superficie
(Bafion et al., 1993), Mientras que Oszkinis y Lisiecka, (1990) sefialan
gue el hongo invade la base del tallo justo donde se forman los peciolos
de las hojas y las inflorescencias. En los lugares afectados por este
patogeno los tejidos se vuelven acuosos, comienzan a desintegrarse y se
cubren con un moho gris, ocasionando la marchitez de las hojas y los
peciolos. Los botones florales infectados no se desarrollan totalmente y en
su superficie aparecen una capa gris del hongo. También pueden ser
infectadas las semillas de gerbera, las cuales contribuyen a Ila

propagacion de la enfermedad.

Moorman, (1999) difiere en la descripcion de los dafios en las flores, y

menciona que los peciolos presentan grandes manchas de color marron.


http://www.infoagro.com/

38

Las hojas se vuelven cloréticas y mueren. Los pétalos tienen manchas
doradas a tostadas. Se mueren los tallos a nivel del suelo. Los tejidos
infectados se cubren con un crecimiento fungico gris. Mientras que Florist,
(1999) afirma que los sintomas de la enfermedad son manchas en las
flores (pecas grises) pudricion en el corazéon de la flor, mostrando una
lanilla fungica polvorienta de color gris - marron. En estudios realizados
por Hurtado et al., 2001, encontraron que las manchas foliares necréticas
de color pardo y con aspecto acuoso en hojas y en los pétalos de las
flores, asi como una podedumbre en el tallo donde se diagndstico la

presencia de Botrytis sp.

En otros cultivos horticolas, sefialados por Meyer et al., 2007, sefiala que
el chile dulce (Capsicum annum) y el tomate (Lycopersicum esculentum),
son afectados por una de las enfermedades mas severas en invernadero
conocida como el moho gris (Botrytis cinerea), la cual afecta a flores,
frutos y tallos. Otro reporte es un sintoma particularmente sorprendente
en los frutos es el denominado "mancha fantasma". En realidad, se trata
de ataques de Botrytis abortados. Alrededor de un punto central muy
pequefio y necrotico se observa un tenue anillo de 5 a 10 mm de
diametro, blanquecino sobre el fruto verde y amarillo en el fruto maduro.

La calidad gustativa del fruto no sufre, pero si la presentacion.

Cedefio et al., 2003, identificaron a Botrytis porri como la causa de
pudricion en el cuello de plantas de ajo (Allium sativum) cultivadas en el
sector Mesa de Caballo, Municipio Miranda del estado Mérida, Venezuela.

En otro cultivo horticola producido en campo abierto o en condiciones
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protegidas donde la enfermedad ocasiona dafios considerables es en fresa
(Fragaria linneo); aqui el sintoma caracteristico es un moho gris en el
fruto donde se ocasiona las pudriciones blandas secundarias cuando se
almacenan, transportan y venden en el mercado

(http://www.infoagro.com, 2003).

Lisboa, (2003) sefiala que los dafos por Botrytis, es sin duda una de las
enfermedades que ocasiona los mayores estragos en el cultivo de la vid
(Vitis vinifera L.), siendo por ello de importancia su estudio en dicho
rubro. Los principales sintomas son: el tizdn del racimo que se manifiesta
en la temporada de prefloracidon o durante la flor, y se caracteriza por un
desecamiento del escobajo, especialmente en el extremo terminal y en
los hombros de racimo. También se puede observar una pudricion
temprana, que se desarrolla en el viedo durante el verano, sin que se
hayan registrado lluvias. Las bayas infectadas de los racimos, se tornan
de color café, pierden humedad y presentan esporulacién o
fructificaciones del hongo en su superficie. Las bayas presentan la piel
suelta y que se desarrolla inmediatamente después de las lluvias durante
la época de cosecha. Se manifiesta con manchas de color violaceo, que
luego se tornan de color pardo, en las variedades blancas y son dificiles

de distinguir en las variedades tintas.
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3.- ETIOLOGIA E IDENTIFICACION DE BOTRYTIS

Botrytis cinerea, se incluye dentro el grupo de los Deuteromycota, Orden
Moniliales, el cual corresponde al estado anamérfico del Ascomycota
Brotryotinia fruckeliana, de rara presencia en la naturaleza. Las esporas
asexuales se forman sobre las hifas del hongo que se encuentran
expuestas libremente a la atmdsfera. Pertenece a la Familia Moniliaceas,
Género Botrytis, presentando conidiéforos erectos y conidios originados
en los apices redondeados de las ramificaciones (Coley et al., 1980;
Agrios, 1997).

Botryotinia, se diferencia de Sclerotinia por tener una médula esclerotial
mas compacta, gelatinizada y un anamorfo en Botrytis. El teleomorfo
puede encontrarse en el campo, aunque predomina el anamorfo. Los
esclerocios varian de forma y tamafio, pero normalmente son al menos de
3 mm de didmetro, para que se produzcan apotecios se necesita periodos
de almacenamiento en frio, los tallos de los apotecios pueden llegan
hasta 3 cm de longitud y a 1 - 2 mm de grueso; los discos son céncavos,
pardos amarillentos y de hasta 8 mm de didmetro. Las ascas son
cilindricas, las ascosporas elipsoidales a fusiformes de 9 - 15 x4 - 7 um,
y uninucleadas. Los conidiéforos son mas palidos cerca del apice, las
ramas terminales producen conidios lisos, unicelulares, ovoides o
elipsoidales, hialinos a pardo claro o en masa pardo grisaceo en media
miden 10 x 7,5 pym, aunque aparecen variaciones amplias. En estudios
realizados por Hurtado et al., 2001, encontraron que en aislamientos
efectuados en gerberas, se obtuvo una colonia de Botrytis sp. cuyas

caracteristicas eran de rapido desarrollo en forma de espiral con micelio
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de color crema oscuro y ralo en PDA, con conidios de 0.2 - 0.5 x 1.0 - 4.5

MM y pigmentados.

4.- CICLO DE LA ENFERMEDAD Y EPIDEMIOLOGIA

Agrios, (1997), sefiala que el hongo inverna en el suelo en forma de
esclerocios o de micelio el cual se desarrolla sobre restos de plantas en
proceso de descomposicion. Al parecer, este hongo no infecta a las
semillas, pero puede propagarse con la semillas contaminadas mediante
esclerocios, también se propagan mediante cualquier sustrato o tejido en
el suelo y requiere de un clima hiumedo y moderadamente frio (18 - 23
0C) para que se desarrolle adecuadamente, esporule libere y germine sus
conidios y para que conduzca la infeccidon. El patdgeno muestra actividad
a bajas temperaturas y produce pérdidas considerables en cosechas que
se han mantenido almacenadas durante largos periodos, aun cuando las
temperaturas estén entre 0 y 10° C. Los conidios que han geminado rara
vez penetran directamente en los tejidos que muestran un crecimiento
activo, pero penetran en los tejidos de la planta a través de heridas o
después d que se han desarrollado durante un cierto tiempo y han
formado micelio sobre los pétalos de flores senescentes, follaje
moribundo de las plantas, escama de bulbos muertos, etc. Por lo comun,
los esclerocios germinan produciendo filamentos miceliales que infectan
directamente los tejidos del hospedante, pero en algunos casos dichos

esclerocios germinan produciendo apotecios y ascoporas.
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Bigre et al., 1990 sefalan que B. cinerea, es un parasito débil, no
especializado, una espora aislada no es en general capaz de invadir una
hoja, un tallo o fruto sano. La penetracion tiene lugar por una herida o
un dérgano que envejece. Una sobrealimentacién en nitrégeno asi como
una nutricidon desequilibrada favorece al hongo. La condicidn 6ptima para
su desarrollo virulento es de 15 a 20° C. La presencia de agua favorece
la infeccidn, manifestandose en seis diasa 6 — 7° C y en dos dias a 18° C

(Figura 1). La infeccidn tiene lugar en dos fases:

1. El hongo se instala y parasita por primera vez.

2. Posteriormente gracias a la produccion de poligalacturonasa y la
pectina depolimerasa = protopectinasa por el hongo este ataca a
los tejidos sanos, desde que tienen lugar las condiciones bioldgicas

favorables sobre todo una humedad elevada.

Figura 1. Porcentaje de germinacion de conidias de B. cinerea en funcion del tiempo
y de la temperatura (Bigre et al., 1990)
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Esta enfermedad aparece principalmente en plantas enfermas, débiles o
sobre fertilizadas con nitrogeno o en condiciones de temperaturas
demasiado baja y alta humedad del aire. Debe evitarse una humedad
relativa elevada en los invernaderos y temperaturas de 15 - 20° C, siendo
estas las optima para el patdégeno. La infeccion esta muy influida por las
condiciones climaticas. En particular la precipitacion y la HR afecta a
todos los estadios del desarrollo, mientras que la temperatura, aunque
menos importante, también es significativa. La lluvia y el viento dispersan
los conidios. La presencia de indculo transportado por el viento se
correlaciona con el momento de esporulacion de los esclerocios. El 6ptimo
térmico para la germinacién de las conidias es 18° C; la germinacion en
agua se estimula por la presencia de distintos solutos organicos
(azlcares, aminoacidos, acidos organicos); la germinacién puede tener
lugar en ausencia de agua si la HR sobrepasa el 90 %; sin embargo en la
practica la infeccion tiene lugar en una relacién estrecha con los efectos
del agua y la temperatura a 15 - 20° C debe haber agua por lo menos 15
h y la temperatura minima de infecciéon en torno a los 8° C. Para atacar a
tejidos verdes en crecimiento activo debe colonizar previamente, como
base, sustratos saprofiticos como pueden ser distintos fragmentos de
restos vegetales, tales como las corolas marchitas o secciones de hoja o
peciolos que quedan prendidos en los racimos al madurar estos (Oszkinis
y Lisiecka 1990; Smith et al., 1992; Bafion et al., 1993).

El estudio realizado por Vargas et al., 1989 en rosas en el estado Miranda
determinaron que la época del afio donde se presentd la incidencia de la
enfermedad fue en la época seca, siendo los érganos afectados el tallo,

las hojas y flores. Este hongo puede invernar en forma de esclerocios
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formados en los sarmientos a partir del otofio en los paises con presencia
de las cuatro estaciones, también puede persistir como micelio en
cavidades de la corteza o en yemas durmientes o latentes. En primavera,
o en tiempo lluvioso y los esclerocios esporulan produciendo conidios. La
lluvia y el viento son los que dispersan estas estructuras, la germinacion
puede tener lugar en ausencia de agua si la HR sobrepasa el 90 %. Para
atacar a tejidos verdes en crecimiento activo debe colonizar previamente,
como base, sustratos saprofiticos como pueden ser distintos fragmentos
de restos vegetales, tales como las corolas marchitas o secciones de hoja
o peciolos (Smith et al., 1992).

Los estudios realizados por Raposo et al., 2008 en invernaderos de
tomate y pepino en Almeria cuantificaron la supervivencia del micelio
como porcentaje de la recuperacién de B. cinerea, durante dos afios en
los que dejaron trozos de tallo de tomate infectados artificialmente en el
interior y exterior de los invernaderos, y encontraron que el hongo fue
capaz de sobrevivir y ser infectivo cuando se encontraba en el exterior del
invernadero. Luego evaluaron las fuentes de indculo primario y
supervivencia del patégeno, y encontraron que Botrytis sobrevive
fundamentalmente como micelio. Y al cuantificar el porcentaje de la
recuperacion de B. cinerea durante el periodo de estudio en el material
infectado artificialmente encontraron que el hongo es capaz de sobrevivir
una vez trascurridos 110 dias y si las condiciones son favorables puede

desarrollarse y producir la enfermedad (Melgarejo et al., 2007).
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Castano et al., 2007 mencionan que la humedad es el factor determinante
para el desarrollo de la enfermedad; la germinacién de los conidios puede
realizarse sin la presencia de agua libre, pero debe haber una humedad
relativa superior a 90 %; siendo la temperatura éptima de 18° C. el
hongo puede penetrar directamente a los tejidos de la planta, pero
también aprovecha la presencia de las heridas. Por otra parte el alto
contenido de carbohidratos, deficiencia de calcio y exceso de nitrégeno,
son factores predisponentes para que se desarrolle el hongo, ellos
influyen en el contenido de etileno, el cual es bien conocido como mayor
factor enddégeno para que se desarrolle el moho gris, lo que explica el por

qué la enfermedad es mas severa en tejidos senescentes.

5.- PATOGENESIS. EFECTO DEL PATOGENO SOBRE LA PLANTA.

Botrytis cumple una fase de sobrevivencia por medio de los esclerocios o
de micelio, el cual se desarrolla sobre restos de planta en descomposicion
sin embargo, Benito et al., 2000 sefalan que existen diversos factores
para el desarrollo de la enfermedad entre los que se destacan el ciclo de
la infeccion donde los conidios pueden ser producidos sobre cualquier
material vegetal y ser transportadas a grandes distancias por el viento,
una vez que el conidio ha alcanzado la superficie del huésped se inicia el
ciclo de infeccidn el cual presenta diversas fases las cuales mencionamos

a continuacion:

a. La adhesion y germinacion de los conidios sobre su huésped.
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b. Su penetracion por heridas, aberturas naturales o por la participacién
de enzimas o procesos mecanicos incluyendo la diferenciacion de

estructuras de penetracion en algunos sistemas.

c. Establecimiento del patégeno en la zona de penetracion, determinando
la muerte de las células adyacentes al punto de penetracion y dando lugar
a la lesiébn primaria como consecuencia de la expresion de los

mecanismos de defensa de la planta

d. Fase de latencia del hongo durante el cual los mecanismos de defensa
de la planta parecen controlar al patdgeno que permanece localizado en el

area de necrosis correspondiente a las lesiones primarias.

e. Transcurrido un tiempo en algunas lesiones primarias el hongo realiza
el vencimiento de las barreras defensivas de las plantas e inicio de su
diseminaciéon en el tejido vegetal circundante a partir de aquellas,
determinando la colonizacion y la maceracion del tejido infectado en un
breve periodo de tiempo. Sobre el tejido enfermo el patégeno produce
una nueva generacion de conidios que pueden iniciar un nuevo ciclo de

infeccion.

En estudios realizados por Meyer et al., 2007, donde evaluaron el papel
de L-rhamnose producido por Botrytis cinerea en las interacciones
planta-patdgeno, encontraron que las primeras interacciones entre un
patdgeno y su anfitrién, ocurren a menudo en la zona del contacto entre
la matriz extracelular (ECM) del patégeno. En la planta, los polisacaridos
son estructuras importantes de la célula y son los interconectores entre
los polimeros de la pared de celular. También funcionan como elicitores
activos que ayudan a emitir una respuesta de defensa en la planta. El

ECM de B. cinerea, cumple una funcidon importante, ya que es el
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encargado de estimular la germinacién de los conidios en el huésped vy
esta constituido por un 20 % aproximadamente de polisacaridos, los
cuales pueden estar implicados en enviar senales dentro del hongo para
el alargamiento del tubo germinativo y poder inducir la produccién de

enzimas hidroliticas.

En este proceso también pueden estar implicados unos polisacaridos que
poseen una capacidad extraordinaria de interconectar al patégeno con el
anfitrién. Al estudiar las interacciones entre los polisacaridos originados
por el hongo y el de las plantas, se puede obtener una nueva perspectiva
de la patogenicidad y ver como es el proceso con el fin de suprimirlo,
usando anticuerpos monoclonales. El antigeno reconocido por el
anticuerpo monoclonal de Botrytis es el (MAb) BC-12.CA41, el cual tiene

un sitio obligatorio en el L-rhamnose (Meyer et al., 2007).

6.- CONTROL DE LA ENFERMEDAD

En vista de la complejidad existente en el control de la enfermedad, se ha
hecho necesaria realizar el manejo integrado o0 gerencia de |la
enfermedad, considerando las condiciones climaticas, el ingrediente activo
de los fungicidas, las practicas agronémicas del cultivo y el control

bioldgico.
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6.1.- Control cultural o manejo de las practicas agronémicas

Bigre et al., 1990; Bafion et al., 1993; Agrios, 1997; sefialan que el
manejo agrondmico es uno de los aspectos mas importantes para el
control de la enfermedad y que se deberia de considerar el
dimensionamiento, tipo de invernadero y las condiciones de crecimiento
del cultivo donde B. cinerea es un problema grave. Dichas practicas se

mencionan a continuacion:

+ Evitar las siembras demasiado densas en condiciones de baja
luminosidad.

+ Desinfeccion de semillas.

+ La solarizacion es efectiva para el control de esclerocios.

+ Manejar la aireacién y el riego en invernadero con el fin de reducir la
duracion de los periodos diarios que combinan humedad a saturacién y
condensaciones y temperaturas de 15 - 17° C.

+ Hacer podas y deshojados al ras del tallo para no dejar tocones que
sirvan al desarrollo del parasito. Aplicacion de una pasta fungica en las
heridas.

+ Controlar los niveles de nitrégeno en el suelo, ya que niveles elevados
favorecen el desarrollo de la enfermedad.

+ Es fundamental la retirada de restos de cultivo y plantas afectadas por
la enfermedad tanto del exterior del invernadero como alrededores.

+ Aplicacidon de cubiertas plasticas de invernadero con absorcién de luz
ultravioleta ya que reducen la esporulacién y la tasa de colonizacién
epidermal.

+ Los drganos almacenados como es el caso de los bulbos, deben

protegerse manteniéndolos de 2 a 4 dias a una temperatura de 32 a 50°
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C a fin de eliminar el exceso de humedad y manteniéndolos
posteriormente a 3° C en un ambiente lo mas seco posible.

+ Utilizacion de sistemas de riego localizado con el fin de evitar el
humedecimiento de hojas, tallos y flores.

+ Utilizacion de peliculas plasticas cuando el cultivo se encuentre cercano
a la floracion.

+ Eliminacion de flores abiertas, no comerciales en el cultivo.

6.2.- Control quimico

A nivel internacional existen diversas moléculas que son capaces de
controlar a la podredumbre gris en diversos cultivos, los ingredientes
activos y dosis varian segun el sistema de producciéon, manejo del cultivo,
existencia en los mercados de agroquimicos de cada pais entre otros. Los
siguientes autores (Tabla 3), sefalan diversos ingredientes activos

capaces de controlar a B. cinerea.

En Venezuela, solo existen 15 ingredientes activos para el control de B.
cinerea, y generalmente su recomendacidn es para otros cultivos que no
son ornamentales, por los cual hay que tener sumo cuidado en las
combinaciones, concentraciones y dosis a aplicar sobre todo en la época
de floracidon ya que se puede presentar problemas de fitotoxicidad en las
plantas, manchado de las flores o precipitacion de los productos,
causando pérdidas considerables por medio de este método de control;
ver Tabla 4.
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Tabla 3. Ingredientes activos de los principales fungicidas utilizados en el control de B.
cinerea en algunas ornamentales y cultivos asociados a estos.

Autor Cultivo Agroquimico
Williams-Woodward, (2007) flores y frutales Dicloran 6 Zineb; Difolatéan, Maneb; Zinc, Clorotalonil
Fresa Captan, Thiram 6 Benomilo.
Tallos podados Tiram + Iprodione + Eter De Petréleo_Triadimefon.
Tomate y cebolla Iprodione, Vinclozolina o Procimidona_Tiram, Diclofluanida o
Clorotalonil.
Bafion et al., 1993 Gerbera Vinclozolina, Iprodione Y Procimidona.
Lilium Benomilo, Iprodione, Clorotalonil
Vidale, 1992 Poinsettia Maneb, Captan, Benomilo e Iprodione
Ciclamen Zineb
Violeta, begonia, Procloraz

crisantemos

Kalanchoé& Furalaxil.
Rondon, 2001 Gerbera Iprodione, Benlate, Funcloraz, Folpan
Moorman, 1999 Gerbera. Vinclozonil, Cobre, Clorotalonil 6 Fludioxonil
Mufioz y Escalona (2005) Fresa Procyidone
http://www.infoagro.com Benzimidazol y Dicarboximida Clortalonil, Hidréxido de
(2003) Cobre, Sulfato de Cobre Pentahidratado Y Mancozeb

O "Neill y McQuicken (2005) Clorotalonil, Mancozeb, o Iprodione



http://translate.google.com/translate?hl=es&sl=en&u=%20%20%20%20%20http://%20www.ppath.cas.psu.edu/EXTENSION/PLANT_%20DISEASE/index.html
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Tabla 4. Ingredientes activos permitidos en Venezuela para el control de B. cinerea.

Acido fasforico Azoxystrobin Benomilo

Captan Carbendazim Cimoxanilo+Mancozeb
Clorotalonil Dichlofluaned Folpet

Iprodione Mancozeb Maneb

Propineb Trifenil hidroxido de estafio Zineb

Fuente: Anzola, (2009)

Es de importancia sefalar la rotacidn de los ingredientes activos en vista
de que en distintos estudios se ha confirmado la resistencia de B. cinerea
a determinadas moléculas. O'Neill y McQuilken (2005), estudiaron el
control de la enfermedad en ornamentales en condiciones protegidas, en
donde encontraron que los fungicidas proporcionan control incompleto
en los aislamientos de B. cinerea, presentado resistencia a Iprodione,
en comparacién con Azoxystrobin; Cyprodinil; Funcloraz; Tebuconazole y
Clorotalonil, en cultivos de calendula (Calendula officinalis); ciclamen;

helianthemum (Heliathemum glomeratum) y primula (Primula obconica).

Otro ejemplo de resistencia a la enfermedad lo demostraron
Montealegre y Vasquez, (1996), en el cultivo de pera con
Benzimidazoles, Carboximidas vy Dicarboximidas. Encontrando que
existen cepas B. cinerea con resistencia cruzada a Benomil vy
Tiabendazol, mientras que otras cepas presentan conidias que germinan a

500 ppm i.a. y cuyo micelio crecié a 200 ppm de i.a. de estos fungicidas.
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En Captan y Folpet, el nivel de resistencia observado fue menor que en
los Benzimidazoles, encontrandose cepas cuyas conidias germinaron
hasta 5 ppm i.a. y donde el micelio crecié hasta 10 ppm i.a. en Iprodione
y Vinclozolin, también las cepas presentaron resistencia cruzada, sin
embargo esta fue menor que las anteriores encontrandose que algunas de
ellas fueron capaces de germinar a 200 ppm i.a. y su micelio de crecer a

10 ppm i.a.

Jalil et al., 1998, realizaron ensayos de la sensibilidad de Botrytis cinerea
a Pirimetanil con pruebas de resistencia cruzada a Iprodione. Quienes
probaron que el fungicida Pirimetanil a 5 mg. i.a./l, en agar glucosa
gelatina (GGA), fue capaz de inhibir el crecimiento demostrando asi que
no existe una resistencia cruzada entre ambos fungicidas. Mientras que
Carrero et al., 2003 probaron 3 grupos de fungicidas y efectuaron
pruebas de sensibilidad para la inhibicién del crecimiento y esporulacion
del hongo, encontrando que el primer grupo conformado por Procloraz y
Myclobutanil fueron capaces de inhibir el crecimiento en 0,0 cmy 0,13 cm
respectivamente; mientras que el segundo grupo conformado por
Clorotalonil y Mancozeb se encontré que el hongo fue capaz de crecer en
0,94 cm y 2,4 cm respectivamente y en el tercer grupo conformado por
Azoxystrobin y Benomilo, se evidencio que B. cinera fue capaz de crecer
6,84 cm y 7,22 cm. Mientras que en las pruebas de inhibicion de
esporulacion se encontré que los fungicidas mas eficientes fueron
Procloraz; Clorotalonil; y Benomilo, los cuales inhiben totalmente la
produccion de conidias, en el tratamiento con Mancozeb ocurrié muy baja

esporulaciéon, mientras que en los correspondientes a Azoxystrobin,
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Myclobutanil y el testigo, la produccion de conidiéforos y conidios fue

abundante.

En el mismo afo Riveros, (1998), realizd6 un estudio para conocer la
poblacion de B. cinerea, y asociar sus caracteristicas con la disminucion
en la eficacia de control con Dicarboximidas. Aislando 80 biotipos, los
cuales fueron establecidos en PDA conteniendo 0; 0.1; 0.5y 2.5 ppm de
Vinclozonil y adicionalmente 10 ppm de Benomilo. Obteniendo un 46 %
de biotipos como resistentes al fungicida. Y Jalil et al., 1998 evaluaron 26
aislamientos de B. cinerea In vitro, recolectadas del cultivo de tomates de
la zona central y centro norte de Chile, quienes obtuvieron que la dosis
minima inhibitoria en el 46 % de los aislamiento fue superior a 5 ppm i.a.
y el 54 % variando entre 1 y 5 ppm, de Pirimetanil e Iprodione
respectivamente y que no existié resistencia cruzada entre ambos
fungicidas. Melgarejo et al., 2007 evaluaron la frecuencia de aislados de
Botrytis cinerea resistentes a los distintos fungicidas, y analizaron 602
aislamientos recogidos en distintos invernaderos de Almeria de los afos:
1992 - 1993; 1995 - 1996 y 1999 - 2000. Las cuales presentaron
resistencia a Dicarboximidas; Benzimidazoles (47 %); N-fenilcarbamatos

(28 %), e incluso detectaron un 14 % de aislados con resistencia triple.

Bombelli y Wright (2006), realizaron pruebas del control de Botrytis
cinerea y evaluaron el efecto del KHCO; sobre la calidad de frutos de
tomate durante la poscosecha. Determinando el efecto del KHCO; sobre
el desarrollo de Botrytis cinerea, midiendo diariamente el desarrollo de la

colonia en placas de Petri con concentraciones crecientes de KHCOs. La
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inmersién de frutos en soluciones KHCOs; 2 %, probd ser eficaz en la
prevencion del ataque de B. cinerea durante un periodo de dos semanas,
manteniendo en general la calidad comercial. Sin embargo, se observo
una pérdida significativa de la firmeza del fruto. Concentraciones
inferiores al 2 % no controlaron totalmente el ataque flungico, en tanto
que una concentracion mayor acompafada por un periodo mas
prolongado de exposicidon a la sal produjo una pérdida en la calidad del
fruto. La exposicién In vitro a KHCOs 1 % produjo un efecto fungistatico

en el hongo.

Palmer et al., 1997 realizaron investigaciones en el control de B. cinerea,
con el uso de sales de bicarbonato, fosfato, nitrato y otras a nivel In vitro
y se evalud la inhibicidn del crecimiento del hongo. Donde encontraron
que el efecto de la capacidad buffer mantiene elevado el pH, lo que
impide el desarrollo del hongo, el cual no puede liberar suficiente acido
para bajar el pH y lograr un éptimo crecimiento; el ion bicarbonato por si
mismo tiene el poder inhibidor sobre la estructura del hongo, y esto
puede ser atribuido a su accién sobre enzimas o sobre secreciones
enzimaticas del protoplasma o su influencia tdoxica directa. Por otro lado,
los bicarbonatos pueden incrementar los niveles osmodticos de las

superficies de la hoja, lo cual va en detrimento de las esporas del hongo.
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6.3.- Control natural

Rangel et al., 2005, realizaron estudios de la inhibicidon del crecimiento
micelial de Botrytis cinerea proveniente de aislamientos de fresa con
extracto etandlico de cuatro plantas silvestres, obteniendo como
resultados que Cliderma hirta, Andropogum bricornis; Pteridium
caudatum; Sida acuta, Presentaron un alto potencial para el control, sin
embargo no se deberia considerar la utilizacién de P. caudatum y S.
acuta, siendo esta ultima la que presenta cierta toxicidad para los

animales y aun se desconocen sus efectos sobre el hombre.

Fiallos, (2012) realizd6 una evaluacién de la inhibicion In Vitro de B.
cinerea aislada de rosas con extractos alcohdlicos y acuosos de hierba
mora (Solanum nigrum), encontrando que el tratamiento alcohdlico de
bayas en dosis de 20 cc/l inhibid el crecimiento de la colonia. Ortega vy
Bautista 2007, utilizaron extracto de inflorescencias de Brdécoli (Brassica
oleracea v. itdlica), y efectuaron aplicaciones en 3 concentraciones 0,5; 1
y 1,5 % vy el testigo con agua, siendo el tratamiento con el 1,5 % quien

obtuvo un 15 % menor incidencia que el testigo.

6.4.- Control biolégico

En los ultimos afios se ha venido incorporando la utilizacién del control
biolégico en los manejos integrados de las distintas enfermedades vy la
podredumbre gris no se escapa a ella, sobre todo por la cantidad de

trabajos reportados donde se evidencia la identificacion de cepas que
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presentan resistencia a determinados fungicidas. En Biocontrol, 2009, se
menciona la utilizacién de diversos hongos como: Trichoderma spp.,
Coniothyrium spp., Gliocladium p., Mucor spp., Penicillium spp.,
Verticilium spp., bacterias y nematodos como antagonistas de B. cinerea,
citando a los primeros como los mas importantes en los cultivos
horticolas. Para el control bioldgico del moho gris de las manzanas se ha

citado el hongo antagdnista Trichoderma harzianum.

BIOCONTROL, 2009; hace referencia al control biolégico en floricultura,
utilizando hongos antagonistas, obteniendo buenos resultados en Ia
produccion de statice (Limonium sinuatum), evitando el problema que
daba el patdégeno. Otros ejemplos se observan con Gladiolo
especificamente problemas en el bulbo, por muerte simultdnea
introduccidon del hongo Trichoderma, con el cual se evitd gran parte de su
muerte o pérdida de bulbos. En crisantemos y clavel se obtuvo un buen
control de patdégenos con Trichoderma y Verticilium. Mostrando una
buena alternativa de producir a bajos costos y con producciones mas

sanas.

Horst et al., 2005, realizaron estudios de la supresion del daio de Botyrtis
en begonia con la utilizacidon de Trichoderma harziaum (T382) en turba y
mezclas estiércol-enmendadas, encontrado que las pruebas realizadas
demostraron que T382 redujo perceptiblemente la severidad del destrozo
del Botrytis en begonia. En estudios realizados por la Asociacion
Colombiana de Exportadores de Flores (ASOCOLFLOR) 2003, reportan que
el manejo de Botrytis en siembras de rosas y gerbera; encontrandose
evidencia el porcentaje de incidencia de Botrytis cinerea en camara

himeda, en cultivo de gerberas en la Finca Inversiones Aldho. Chia,
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Cundinamarca. Con pérdidas por aparicion de Botrytis en postcosecha
sobre flor aparentemente sanas al momento de la cosecha, es muy
significativa en la disminucidn de la rentabilidad en diferentes cultivos. Se
ha demostrado en mas de 65 fincas de la Sabana de Bogotd que el
Producto Bioldgico «E», con base en Trichoderma harzianum DSM 14944,
ejerce un efecto inhibidor prolongado sobre el patégeno.

En las investigaciones realizadas por Diaz et al., 1999 en statice
(Limonium sinuatum), evaluaron diferentes alternativas de control de
Botrytis cinerea con control quimico (Iprodione - Captan); control cultural
y control bioldgico (Trichoderma hamatum con aplicaciones de 6.5 x 10°
esporas/ml inoculado en el suelo por 4 semanas) y manejo integrado de
la enfermedad, también se realizd6 combinacién de estas alternativas
donde el pardmetro de medicién fue el niumero de bultos o paquetes
cosechados por planta. Siendo la combinaciéon de Trichoderma hamatum y
el control quimico con 0,27 bultos/planta y el tratamiento de control
quimico + manejo cultural con 0,26 bultos/planta en comparacion con el
manejo integrado fue el menor tratamiento control con 0,06
bultos/planta. Sin embargo, el tratamiento de control biolégico + manejo
cultural 0,2 bultos/plantas resulto un valor muy aceptable sobre todo para

cumplir con los parametros de exportacion.

En otros estudios realizados con el fin de obtener alternativas del control
biolégico de la enfermedad Seddon, (2007) realizé ensayos utilizando
Bacillus brevis en el control de la enfermedad, encontrando una ventaja al

usar esta bacteria, por la produccién de sustancias antifungicas debido a



58

la bioquimica de ésta. Esta investigacién enfoco el potencial antagonista y
demostrd que B. brevis, es capaz de ejercer un control a niveles medios a
altos de la enfermedad del moho gris en los sistemas protegidos y
cosechados de col de China, lechuga, tomate, uvas, peras; dependiendo
del nivel de la enfermedad y las condiciones ambientales que prevalecian.
Otra bacteria utilizada es Bacillus subtilis que presenta un buen control en
cultivos de Vid (Esterio et al., 1996). Mientras que Chiou y Wu, 2001
utilizaron diez aislamientos de bacterias en el control de B. elliptica,
donde Burkholderia gladioli (B99 y B111) y Bacillus amyloliquefaciens

(B128 y B190), fueron las mas efectivas en el control de la enfermedad.

Esterio et al., 1996 evaluaron la efectividad de los fungicidas Trichodex
(Trichoderma harzianum); BC-1000 (tratamiento organico) y fungicidas
tradicionales: Benomilo; Captan; Vinclozonil; Iprodione y Folpet, en el
control de B. cinerea en uva de mesa en un campo de produccién del
Valle Central de Chile. Obtuvieron como resultados que Trichodex fue una
buena alternativa en el control del patégeno; teniendo resultados
similares con el BC-1000. Los demas tratamientos presentaron un mayor
valor de pudricion final. Sin embargo, en el trabajo realizado por
Melgarejo et al., 2007, trabajando con la cepa T39 de Trichoderma
harzianum, encontraron que esta no fue eficaz en las condiciones
ensayadas en el control de la enfermedad, siendo interesante la
busqueda de otras cepas adaptadas a la zona u otros agentes bioldgicos

compatibles con el sistema de produccion.



59

En los estudios In vitro e In vivo realizados por Garcés, (1997) en el
control de B. cinerea aislado de rosas y de statice (Limonium sinuatum),
utilizando como agente bioldgico a 7. hamatum (T-18) y B. subtilis,
obtuvo diferencias en los resultados, observandose un control total In
vitro, con T. hamatum se observd micoparasitismo, mientras que B.
subtilis ocasiono la lisis del micelio. Por su parte en el ensayo In vivo no
se obtuvo control de la enfermedad en las aplicaciones por aspersién, ni

como sobrenadante.

7.- INDUCTORES DE RESISTENCIA

7.1.- Generalidades de la induccion de la resistencia.

Las plantas para defenderse disponen de una variedad de mecanismos de
defensa que van desde las barreras fisicas hasta las reacciones
bioquimicas que alertan a las células entre si, produciendo sustancias
téxicas que eliminan o inhiben la colonizacién por parte de la plaga o del
patdgeno. Las regiones tropicales y subtropicales, por sus caracteristicas
particulares, poseen una gran biodiversidad de microorganismos vy
especies vegetales, las cuales constituyen una fuente para la produccién
de plaguicidas bioldgicos, promotores de crecimiento y moléculas

activadoras o promotoras de la induccion de resistencia (Riveros, 2001).
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Induccion de resistencia a plagas

La induccion de resistencia (IR) a patogenos fue descubierta a comienzos
de 1901, con los estudios de inmunizacién, realizados por Ray vy
Beauverie; mientras que los primeros trabajos se realizaron después de
1970 (Riveros, 2001). En la actualidad, se ha completado estudios de
induccién de resistencia en 30 especies de plantas aproximadamente y
paraddjicamente, el mayor desarrollo se ha expresado en insectos, en el
cual se han estudiado 100 especies, esto incluye resistencia inducida por
patdgenos, insectos plagas o sus productos y diversos grupos de
moléculas activadoras organicas e inorganicas. Este sistema cada vez mas
gana un espacio importante como método para el manejo de plagas vy
enfermedades en los cultivos, pues ademas de los efectos directos en la
solucion de problemas fitosanitarios, permite racionalizar el uso de

agroquimicos (Vélez, 2008).

En cuanto a la induccién de resistencia sistémica es en la relacion planta-
insecto plaga y la induccion de resistencia sistémica adquirida es a la
relacién planta-patégeno, siendo la Resistencia sistémica inducida
(ISR) basicamente induce la produccion de fitoalexinas como agente de
control, actia sobre un amplio espectro de invasores, sus niveles de
control son de leves a moderados, pero de muy larga duracién
(normalmente todo el ciclo del cultivo) y Resistencia sistémica
adquirida (SAR): Existen 2 tipos de Rutas, la Salicilico dependiente y la
Salicilico independiente. La resistencia salicilico independiente es activada
para hongos necrotrofos (que se alimentan de tejido muerto como

Botrytis), heridas y algunos herbivoros (larvas), se induce proteinas de
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defensa y estimula la acumulacién de lignina en las paredes celulares;
cubre un amplio espectro de invasores, brinda control moderado a fuerte
pero de mediana duracion; normalmente es la primera ruta en ser
activada pero también en ser reprimida (Buchanan et al., 2000; Vélez,
2008).

Para Vélez, (2008), existen 2 teorias complementarias que soporta la
induccion de resistencia: La coevolucion de sistemas, siendo una teoria
que describe la forma como el invasor y la planta de adaptan, seleccionan
y evolucionan ante nuevas estrategias de ataque y defensa conservando
un equilibrio. Y La teoria de Miedo, la cual sefiala que es el miedo y no
el desconocimiento celular a determinado agente bidtico lo que activa la
defensa de las células, esta teoria permite la existencia de un sistema
inmunoldgico natural en los vegetales. El mismo autor también menciona
que las plantas poseen mecanismos de defensa o preformados (cuticula,
vellos, toxinas, etc.), que estan presentes y son funcionales aun antes
que haya interaccién con el invasor, y mecanismos de defensa activos o
inducibles (metabolismo activo) que sdélo son funcionales después de una
primera interaccion con el invasor; ambos mecanismos son muy eficientes
y de hecho en la naturaleza la enfermedad es la excepcién y no la regla.
La interaccion genéticamente incompatible (resistente), es aquella donde
el invasor fracasa en su ataque porque es reconocido en forma oportuna,
la planta reacomoda su metabolismo crea condiciones inadecuadas para
el desarrollo de la invasién, cuanto mas corto es el proceso de
reconocimiento a reacomodaciéon metabdlica (en tiempo y/o numero de

células implicadas) mayor nivel de resistencia.
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Vélez, (2008) sefiala que para que el proceso sea efectivo se deben
cumplir algunas etapas entre la interaccién planta-patéogeno. Estas

interacciones se basan en 4 fases las cuales son las siguientes:

% Induccion: la planta reconoce la presencia del invasor o sefales,

dispersa senales secundarias y reacomoda su metabolismo.

< Acondicionamiento: La planta da inicio a flujos de carbono vy
nitrogeno del metabolismo primario al secundario, se activan los genes de
defensa (si existen), se inicia la sintesis de proteinas, precursores
proteicos derivados fendlicos, elicitores (sefales) y fitoalexinas; éstos
productos son elaborados y almacenados de forma continua hasta tanto

sé dé una nueva confrontacidon con el invasor.

% Respuesta: Ante un nuevo ataque del invasor los productos
elaborados y almacenados durante el acondicionamiento se transforman
en proteinas de defensa y/o resistencia, especies activas de oxigeno,
fenoles y fitoalexinas, que son liberados al ambiente intra e intercelular,

son los agentes que generan control.

%+ Homeostasis: Superado el ataque del invasor la planta activa
mecanismos antioxidativos que recuperan el equilibrio, se devuelve parte
del carbono y nitréogeno al metabolismo primario y se almacenan algunas

sefales.

La induccién de resistencia requiere de una secuencia ordenada vy
completa de programacion metabdlica de la planta, que toma
normalmente de 2 - 4 dias; no existe efecto de control curativo o de

choque como con algunos pesticidas, es la planta la que se defiende y no
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el inductor el que causa el dano al invasor. Ante la paradoja que se
origina en el uso preventivo de los inductores de resistencia para
asegurar eficacia, y el hecho de que la induccidn sin confrontaciéon implica
un gasto y no una inversion de recursos rentables para la planta, la
estrategia mas adecuada de uso apunta a su aplicacidn en zonas y/o
problemas endémicos, o donde los sistemas de diagndstico temprano o de
anticipacion permitan definir la cercania real de una confrontacién
(Buchanan et al., 2000; Vélez, 2008).

Criterios que definen y limitan a un inductor de resistencia son:
(modificado de Steiner & Schonbeck) [Vélez, 2008, Madriz, 2002]

e Debe modificar la interaccién planta invasor para que aparezca

fenotipicamente una interaccién incompatible.

e Ausencia de efectos toxicos del agente inductor (o sus metabolitos)

sobre el invasor tanto In vitro como In vivo.

e Necesidad de un intervalo de tiempo entre la aplicacién del inductor

y el inicio de la proteccion.

e Ausencia de correlacidon tipica dosis respuesta conocida para

compuestos téxicos.
e Proteccion no especifica para un rango variable de invasores.
e Proteccion tanto local como sistémica.

e Dependencia del genotipo y del metabolismo de la planta.
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Mientras que Buchanan et al., 2000 sefalan que existen factores
importantes para que un patdégeno sea virulento, destacandose entre

ellas:

e Elevada tasa de reproduccidon durante el ciclo de crecimiento de la

planta hospedera.
e Eficiente mecanismo de dispersién por el viento, vectores y agua.

e Un tipo diferente de reproduccion (a menudo sexual) hacia el final
del ciclo de crecimiento de la planta, para producir un segundo tipo
de estructura reproductiva que tiene un largo periodo de

supervivencia.
e Gran capacidad para generar diversidad genética o mutaciones.

e Monocultivos y genotipos patogénicos bien adaptados.

Madriz, (2002) sefala que las plantas pueden poseer mecanismos
constitutivos de defensa que proveen, de forma pasiva, resistencia contra
patdgenos. Los mecanismos de resistencia constitutiva o preformada se
pueden dividir en mecanismos de defensa estructurales constitutivos,
como por ejemplo capas gruesas de cuticula, presencia de tricomas,
deposicién de ceras, entre otros; y mecanismos de defensa quimicos
constitutivos, tales como la acumulacion de compuestos tdxicos en las
células vegetales. Asi mismo la formacién de barreras estructurales como
uno de los mecanismos de defensa mas evidentes, siendo la produccién y
deposiciéon de sustancias que actlan como barreras fisicas evitando el
avance del patdégeno; siendo una de ellas la lignificacidon o la formacion

de papilas en las células de la epidermis.
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Moléculas activadoras o promotoras de resistencia

El concepto de activador desde el inicio, fue utilizado para moléculas
capaces de inducir la sintesis de fitoalexinas en la planta, en ausencia del
patdgeno. En la actualidad, esta definicién, se ha generalizado y aceptado
para cualquier molécula quimica que pueda estimular mecanismos de
defensa o asociados con la respuesta de defensa en las plantas. Las
moléculas activadoras no deben ser tomadas como sustitutivos de
fungicidas, si no como una alternativa adicional dentro de una estrategia

de manejo integrado (Riveros, 2001).

Existen diferentes tipos de moléculas activadoras que son de origen
vegetal, o también llamadas activadoras enddgenas y las de origen
parasitario o producidas por algin agente fisico externo, son conocidas
como activadoras exégenas. En el caso de las primeras se sabe que las
células vegetales poseen una pared celular, la cual presenta un 90 % de
polisacaridos (celulosa, hemicelulosa, y pectina) asociados a un 10 % de
proteinas y esta pared celular puede liberar moléculas activadoras
enddgenas, responsables de la induccion de mecanismos de defensa en
ellas. Mientras que en caso de las moléculas activadoras exdgenas

pueden ser clasificados en bidticas y abidticas (Riveros, 2001).

En la actualidad existen moléculas activadoras comercializadas, que han
logrado la proteccion de cultivos, es decir la aspersion del producto
funciona como una vacuna para la planta y la protege de infecciones

futuras, lo cual constituye una labor preventiva y no curativa. Siendo el
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INA (acido 2,6-dicloro isonicotinico) y el BION (S-metil
benzo[1,2,3,]thiadiazole-7-carbothiate (=acibenzolar-S-metil o BTH), los
primeros ingredientes activos utilizados, ambos productos actuan como
sustitutos del acido salicilico (AS) en una resistencia sistémica adquirida
(Riveros, 2001).

Daayf et al., 1998 sefialan que la empresa de agroquimicos BASF
comercializa con el nombre de MILSANA, un producto sintético
equivalente al obtenido del extracto de la planta Reynoutria sachalinensis
el cual ha dado buenos resultados como inductor de resistencia en
ornamentales y huertos horticolas. Otra experiencia similar la obtuvieron
Tally et al., 2000, los cuales sefialan que la induccion de resistencia local
generada por el patdogeno que indica una sefial de defensa a otras partes
de la planta, que son reforzadas con la aspersion del producto (Bion) o
molécula activadora, permitiendo que los mecanismos bioquimicos de
resistencia alcancen niveles similares a los que se dan en un tejido
inducido biolégicamente. El tiempo de induccién para alcanzar un umbral
verdadero de proteccion varia entre 2 y 4 dias y que la duracién del

efecto de proteccidén es de aproximadamente seis semanas.

7.2.- Micoorganismos como inductores de resistencia

Riveros, (2001) sefiala que existen moléculas exdgenas bidticas
producidas In vivo, estos son liberados espontaneamente en los filtrados
de microorganismos, o pueden ser extraidas de tejidos infectados por

métodos de infiltracidon de un tampon que lave los espacios intercelulares,
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el cual supuestamente ha estado colonizando previamente el patdgeno
biotréfico. En cuanto a las moléculas activadoras exdgenas abidticas,
actualmente hay disponible gran cantidad de productos, donde se
incluyen aquellos semisintéticos, tales como: &acidos grasos; RNA
levaduras; glicoproteinas, lipopolisacaridos, oligosacaridos, polisacaridos,

etc.

Ulacio et al., 2013 sefalan que a partir del V Congreso Mundial de
Trichoderma, celebrado en Costa Rica en 2008, se debe sustituir la
palabra biofungicida por el bioregulador para referirse especificamente a
Trichoderma, como estrategia para regular la accion de los hongos
patdgenos de las plantas. Desde hace varios afios diversos autores han
demostrado la induccion de resistencia por parte de Trichoderma, siendo
Meyer et al., 1998 quienes demostraron que la aplicacidon de T. harzianum
descrita como la cepa T-39, fue capaz de producir resistencia en plantas
de tomate; lechuga; pimentdn; frijol y tabaco a los ataques de Botrytis
cinérea en aplicaciones foliares, causando un retardo o menos difusién de

la lesion.

Jiménez, (2009) menciona que en los estudios recientes se ha encontrado
que la actividad antimicrobiana de Trichoderma spp. muestra una
interaccion entre dicho organismo y la planta. Algunas especies de
Trichoderma son capaces de colonizar los espacios intercelulares de las
raices, invadiendo capas superficiales, pero no penetran mas alla, debido
a que provocan reacciones de defensa de plantas, lo cual indica el

desarrollo de una simbiosis, debido a su facilidad para adherirse a la raiz,
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resistir los metabolitos secundarios producidos por la planta. Su
capacidad de escapar a sefales bioquimicas, le permite interactuar con
los tejidos, operar como elicitor de los mecanismos de defensa de las

plantas.

En la actualidad en Colombia, se esta trabajando el cultivo de gerbera con
biofertilizantes, para la obtencion de mejores rendimientos en el cultivo,
siendo Soroa et al., 2003 quienes estudiaron el efecto de aplicaciéon de
estos productos a partir de hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) y
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV), sobre algunas
variables de crecimiento en gerbera de corte y de pote, teniendo como
resultado que las aplicaciones de Glomus fasciculatum + Burkholderia
cepacia, como el mejor tratamiento en cuanto al area foliar, inicio de
floracion; didametro del capitulo; y cierta tolerancia a plagas vy

enfermedades.

7.3.- El Silicio

Inicialmente se atribuyo el incremento en resistencia de las plantas a las
enfermedades en presencia de Silicio, como una barrera mecanica pasiva
que impedia las infecciones. Actualmente existe evidencia concluyente
que el silicio estd involucrado en el incremento de resistencia de muchas
plantas, como el pepino, al ataque de los mildil mediante la activacion de
sistemas antifungicos que aparecen en las hojas infectadas. Esta actividad
es atribuida a la presencia de metabolitos de bajo peso molecular,

clasificados como fitoalexinas. La fertilizacidon con silicio esta relacionada
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con la aparicién de sistemas enzimaticos de defensa como peroxidasa
(POX), polifenoloxidasa (PPO) y fenilalanina amonia-lyasa (PAL), que se
activan en presencia de las infecciones, indiciando la sintesis de
compuestos de defensa de las plantas contra agentes externos (Bernal y
Ballen, 2007).

Bernal, (2008) sefiala que en las células se hacen deposiciones de silicio
llamados Opalos o fitolitos de dépalos (cuerpos sélidos de silica amorfa),
gue son mayormente incorporados a las paredes celulares de los sitios
donde se culmina la transpiracién, le dan rigidez y aspereza a las
paredes. La dureza ayuda a prevenir el volcamiento, y suministra
proteccién contra la penetracion de organismos patégenos y plagas. El
efecto del silicio en la induccion de las fitoalexinas, combinados con el de
los fosfitos estimula la autoproteccidon de la planta contra enfermedades
causadas por hongos, bacterias, y el ataque de los insectos - acaros y de
las condiciones desfavorables de clima al estimular el desarrollo y
actividad de estructuras poliméricas en la cuticula y los tricomas vy fitolitos
en la superficie de las hojas. La acumulacién de silicio en la parte aérea
de la planta también induce un cambio notable en la arquitectura de esta.
En el caso de las flores, los tallos son mas robustos y rectos,

contribuyendo a mejorar la calidad de la flor para exportacion.

Kamenidou, (2009) realizd un estudio en el cual evalud la eficacia de las
diferentes formas de aplicacién de silicio soluble (Si) y la combinacién con
dos tipos de fungicidas en el control de tres enfermedades siendo estas

el Oidium en zinnia (Zinnia elegans) y girasol (Helianthus annuus)
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causada por Golovinomyces (= Erysiphe) cichoracearum; la podedrumbre
de la raiz en gerbera causada por Phytophthora drechsleri y el moho gris
de girasol causado por Botrytis cinerea. Los resultados obtenidos fueron
que la aplicacién de Si en zinnia y girasol redujo los niveles de la
enfermedad después de la segunda semana y cuando se mezcld con
Miclobutanilo ocurrid un sinergismo suprimiendo totalmente la
enfermedad. En las gerberas afectadas por Phytophthora, se controlé la
enfermedad por 5 semanas cuando se combind el Mefenoxam con silicato
de potasio. No siendo asi cuando se aplicd los suplementos de Si,
observandose que no hubo un control de la enfermedad. En el caso del
girasol afectado con B. cinerea se observd que la germinacién de las
conidias y el crecimiento micelial, se retrasaron en las plantas que tenian
solo Si, fortaleciendose los tricomas creando una barrera mecanica donde

se acumularon las conidias.

7.4.- Acido Fosféroso

Bernal y Ballen, (2007), sefalan que las fitoalexinas son sustancias
fungitdxicas que el vegetal produce para defenderse de un ataque de
hongos, disminuyendo su crecimiento e inhibe la formacion de las
esporas. Por lo general solamente aparecen después de la presencia del
ataque del patogeno. Ademads se presenta la muerte de las células
hipersensibles (células enfermas), lignificacidon y reforzamiento de las
paredes celulares (engrosamiento) y aparecen enzimas capaces de
afectar a los hongos y causar su muerte. La importancia de la aplicacidon
de acido fésforoso (H3;POs3), actia como estimulador de las defensas en

las plantas mediante la formacidon de fitoalexinas y como fungicida para
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muchas especies del grupo de Oomicetos y otros hongos entre los cuales
se destacan: Phytium; Peronospora; Pseudoperonospora;, Bremia;
Botrytis entre otros. En una gran cantidad de especies de plantas. Tiene
como particularidad especial su comportamiento basipétalo y acropétalo y
una accidn sistémica y de buena residualidad dentro del tejido vegetal, ya
que se presenta estabilizado con &acidos carboxilicos, para evitar su

transformacién muy rapida a acido fésforico.

Valagro, (200823) menciona que Agrifos es un fungicida preventivo
basandose en fosfitos monopotasicos, su accidon es generar metabdlitos
de estrés en el patdgeno para la rapida produccién de fitoalexinas dentro
de la planta. Obtuvieron como resultados que Kendal y Agrifos fueron los
fungicidas e inductores que presentaron los mejores controles en P.
sparsa en las variables incidencia en tallos; incidencia en hojas y

porcentaje de yemas no activadas en rosas en Colombia (Valagro, 2008°).

7.5.- Quitosano

La quitina es el segundo polimero mads abundante en la naturaleza, se
encuentra presente en la cuticula de los crustaceos, exoesqueleto de
artropodos y en las paredes celulares de los hongos; esta muy asociada
con sales inorganicas, proteinas, pigmentos y lipidos. La quitina
desacetilada se conoce <como quitosano, polimero constituido
fundamentalmente por unidades de glucosamina (2-amino-2desoxi-D-
glucosa) con uniones de B(1-4). Presentando una capacidad antifingica, y

en estudios In vitro se ha evaluado actividad en diferentes especies de
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hongos, obteniendo como resultado que los estudios fundamentalmente
han estado relacionados con el crecimiento micelial, la esporulacion, la
germinacién y la morfologia de las hifas y esporas (Hernandez et al.,
2005).

En los frutos se ha observado la formacidn de barreras estructurales
(papilas, lignificacidn, tilosas) que limitan la disponibilidad de nutrientes al
patdgeno, ademas de impedirles fisicamente avanzar hacia el interior de
los tejidos. El Ghaouth et al., 2004; evaluaron a nivel ultraestructural el
efecto del quitosano en el proceso de infeccidn de B. cinerea en pimentdn
morron, y observaron que el tejido no tratado e inoculado, la colonizacion
del hongo se realizé rapidamente, causando la degradacién de las paredes
celulares del hospedero y de la ldmina media; sin embargo, en los tejidos
tratados con quitosano, el crecimiento de las hifas se restringio al sitio de
infeccion. Los autores atribuyen este efecto en los tejidos donde se aplicé
el quitosano a la formacion de deposiciones en las paredes celulares, y al
llenado de los espacios intercelulares con material fibrilar. Estudios
posteriores permitieron corroborar este efecto dado que el tratamiento
con quitosano estimuld la formacién de barreras estructurales en
pimentdén morron, siendo la observacién mas comun el adelgazamiento de
la pared celular en el hospedero, la formacion de protuberancias celulares
y el llenado de los espacios intercelulares con un material de naturaleza

fibrilar.

Otros estudios mencionados por Hernandez et al., 2005, sugieren que el

quitosano puede tener efecto fungicida o fungistatico dependiendo de la
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concentracién a la que se utilice. A concentraciones de 1.5 % se le
atribuye un efecto fungicida en el crecimiento de B. cinerea. Alternaria
alternata f. sp. Lycopersici, Colletotrichum gloesporioides y Rhizoctonia
stolonifer asociado al grado de desacetilacidén del quitosano. En B. cinerea
y R. stolonifer, se ha observado la salida de aminoacidos y proteinas del
interior de la célula, manifestdndose este efecto durante la hora siguiente
de aplicacién del tratamiento. Al realizar observaciones microscopicas,
encontraron una forma anormal, y un crecimiento aéreo extrafo del
hongo. No obstante, la germinacién de las esporas y la elongacién del
tubo germinativo soélo se afectaron con altas concentraciones de

quitosano (6 mg/ml).

En frutos de manzana (Malus pumila Mill.) tratados con quitosano al 1.2
%, se observé que los conidios de B. cinerea exhibieron una forma
anormal, inhibiéndose la germinacién de los mismos y el crecimiento
micelial. En aislamientos de B. cinerea de pimentdon (Capsicum annum L.)
las hifas tratadas con quitosano presentaban varios grados de
desorganizacion celular que se manifestaban desde perder la consistencia
de la célula hasta la degradacién del protoplasma, mientras que en los
tratamientos donde no se aplicd este biopolimero las hifas conservaron su

apariencia normal (Hernandez et al., 2005).
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MATERIALES Y METODOS

1.- Muestreos de unidades de produccion de ornamentales.

Los muestreos se realizaron en las unidades de produccidn de
ornamentales, las cuales podian tener o no cultivos de gerbera de corte o
de pote en los estados Aragua y Miranda a partir de enero de 2008 a
enero del 2011, efectuando por lo menos 3 visitas por afo a cada finca.
En el caso especifico de la Colonia Tovar, la enfermedad produce grandes
pérdidas en los cultivos horticolas, es por ello que se efectuaron los
muestreos en el cultivo de rosas en vista de la alta severidad de la

enfermedad en este cultivo.

El tipo de muestreo que se realizé fue estratificado tomando en cuenta los
pisos altitudinales y las condiciones agroclimaticas de cada unidad de
produccion; se hizo una toma de muestra de forma constante, siendo
estas de diez (10) por cada una de ellas. Las muestras se colectaron
tomando en cuenta los sintomas tipicos de la enfermedad, siendo estos
una podedrumbre gris o moho gris, asi como las manchas pardas y
ovaladas en los pétalos de las flores; tomandose también aquellos
sintomas anormales y de manchas que presentaban las flores y plantas.
En esta actividad se procedid a tomar las coordenadas geograficas con
GPS Map 76C Sx Garmin y la fecha de colecta, con el fin de poder
pronosticar la distribucién a las posibles zonas donde se produce la

enfermedad. En vista de la poca informacién epidemiolégica de la
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enfermedad en el pais, se procedié a efectuar la evaluacién de la

incidencia en los muestreos considerando la siguiente formula:

I: Niumero de plantas enfermas x 100
NUumero de plantas Total

Con el fin de obtener algun tipo de informacion que permita hacer un
estudio mas detallado del comportamiento de la enfermedad en los

diversos sistemas de produccién y su posible manejo integrado.

Se realiz6 la seleccién de las cepas y/o unidades de produccion en funcién
a la presencia del patégeno en todos los muestreos efectuados desde el
2008 hasta diciembre del 2009. A partir de enero del 2010 hasta enero
del 2011, se ejecutaron muestreos mensuales con la finalidad de evaluar
el patron de incidencia de la enfermedad; para ello se tomd una
poblacion de 200 plantas de gerbera de un mismo lote y edad con
materiales genéticos diferentes pero ubicadas en el centro del
invernadero, solo en el caso de la unidad de produccién ubicada en la

Colonia Tovar, se colect6 del Cultivar Friddon de Rosas.

Las muestras fueron colectadas en bolsas de polietileno, previamente
identificadas y se trasladaron al laboratorio Expertabiol de la Estacidon
Experimental Experta, Facultad de Agronomia, Universidad Central de
Venezuela en Maracay, estado Aragua. Donde se procedié a realizar los

analisis respectivos.
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2.- Aislamientos e identificacion de patégenos.

Descripcion de los Sintomas.

Una vez trasladadas las muestras al laboratorio, se procedié a realizar la
descripcion de los sintomas observados, tomando en cuenta la forma y
color de la lesion; presencia o no del signo de la enfermedad, asi como la
podedumbre del érgano afectado. Esto se realizd con la finalidad de
evaluar si existe alguna sintomatologia tipica por zona geografica o por

material vegetal.

Aislamientos del patégeno

Para los aislamientos de Botrytis se tomé como referencia la metodologia
descrita por: Montes, (1992); Agrios, (1997); Carrero et al., 2003;
Molina et al., 2006 y Cedefo et al., 2007.

Una vez seleccionado el tejido dafiado con el sintoma tipico de la
enfermedad, se procedid a lavar con abundante agua destilada estéril.
Posteriormente se desinfectd con (NaClO) al 2 % durante 2 minutos, para
luego secarlo con papel absorbente estéril y desde la zona comprendida
entre el tejido necrosado y el sano, se tomd secciones de
aproximadamente 2 mm, para luego sembrarlos en plato de Petri con
Papa - Dextrosa - Agar acidificado (PDA ac.) e incubarlos en condiciones
de 12 h luz/ 12 h oscuridad a 27 + 2° C por 5 - 7 dias.
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Caracterizacion de las colonias.

Una vez obtenidas las colonias puras se procedié a sembrar en platos de
Petri con PDA ac. y Agar Avena (AAv), bajo 12 horas luz y 12 horas
oscuridad; conjuntamente con oscuridad total, por 7; 15 y 20 dias. Para
evaluar el diametro de la colonia y las caracteristicas morfoldgicas de las
mismas, en cuanto a los siguientes parametros establecidos por Ellis,

(1971) para las distintas especies de Botrytis:

= Micelio: Forma de crecimiento; color, tipo de crecimiento.
= Conidioforo: deben ser evaluadas sobre el tejido afectado.
= Conidias: deben ser evaluadas sobre el tejido afectado.

Las placas que se colocaron en total oscuridad, se evaluaron por un
periodo de 15 a 20 dias con el fin de obtener los esclerocios y de alli
evaluar sus caracteristicas en cuanto a su forma, color y tiempo de

formacion.

Este ensayo se realizé bajo un disefio completamente aleatorizado con

cuatro tratamientos y 6 repeticiones.

3.- Pruebas de patogenicidad.

Para esta prueba se tomd en cuenta las metodologias descritas por:
French y Hebert, (1980); Garcés, (1997); Carrero et al., 2003 y Hurtado,
(2004).
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Se procedié a efectuar 2 tipos de inoculacién, en vista de los tipos de
sintomas obtenidos en los muestreos; las cuales se describen a

continuacion:

= Inoculacion del cuello de la planta:

Se tomaron dos discos con micelio de una colonia pura del hongo con
siete dias de desarrollo en PDA Ac, y se colocé en el sustrato entre el
cuello de la planta y las raices. Luego estos discos fueron cubiertos con un
algodén humedecido con agua destilada estéril. Las plantas una vez
inoculadas, se colocaron en cdmara humeda en condiciones de laboratorio
con 12 horas luz y 12 horas oscuridad y temperaturas de 16 £ 2° C. Una
vez transcurrido 2 dias de la inoculacién se procedid a realizar las

evaluaciones hasta el dia nUumero 15.

= Inoculacion de la parte aérea de la planta:

Se procedié a tomar una colonia con 7 dias de edad en medio de cultivo
PDA Ac. En la cual se agregaron 20 ml de agua destilada estéril (ADE),
posteriormente se efectud un raspado de la colonia, y una agitaciéon por
10 minutos para posteriormente evaluar su concentracién y estructura
predominante en la solucion; en el caso donde se observd la presencia de
conidias se utiliz6 una camara de Neubauer y en la presencia de solo
micelio se evalué por campo. El método utilizado fue el de aspersién y las
plantas se colocaron en camara hiumeda y en condiciones de laboratorio

con 12 horas luz y 12 horas oscuridad a 16 £ 2° C. Las evaluaciones se
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efectuaron a partir de las 24 horas, tomando en cuenta los sintomas

encontrados en cada una de las cepas.

Para cada una de los tipos de inoculaciones se utilizaron gerbera de
maceta de la casa comercial Sakata, tipo Festival y se utilizaron 5 plantas
por cada cepa seleccionada mas las plantas testigo. Una vez obtenidos los
sintomas se procedid a efectuar los aislamientos con el fin de comprobar
los postulados de Kéch. En cuanto a las caracteristicas de cada colonia se
realizaron los preparados microscopicos de los tejidos afectados con el fin
de efectuar la caracterizacion de las cepas por el micelio; conidiéforo
(largo, ancho, pigmentacién, tipo de base) y conidia (largo, ancho,

pigmentacion).

4.- Sensibilidad a fungicidas.

En este ensayo se consideraron los trabajos realizados por Montealegre y
Vasquez, (1996) y Carrero et al., 2003.

Se efectud la incorporacion de la dosis respectiva de cada uno de los
fungicidas indicados en la Tabla 5, en los platos de Petri previamente
esterilizado, y posteriormente se procedié a realizar el vaciado con 20 ml
de medio de cultivo PDA. Una vez solidificado se efectudé la prueba de

crecimiento y de germinacion de conidias, tomando un plato de Petri con
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el patégeno de 72 horas de edad y un crecimiento bajo las condiciones de
25 + 2 °C en total oscuridad.

Evaluacion de Crecimiento del micelio: En los platos de Petri con el
fungicida se procedid a colocar en el centro un disco de 2 mm de
diametro de la colonia seleccionada, posteriormente se procedid a
colocarlas en oscuridad total por 7 dias evaluando el crecimiento diario de
la colonia. Una vez terminado el ensayo se realiz6 el calculo de porcentaje
de inhibiciéon del crecimiento de micelio utilizando la formula empleada
por Latiegue, (1990).

PICM = 100 (CC-CT) / CC
Donde:

PICM: Porcentaje de Inhibicidon de Crecimiento Micelial
CC: Crecimiento del Control

CT: Crecimiento del Tratamiento

Evaluacion de germinacion de conidios y crecimiento del micelio:
Se toméd el plato de Petri con el fungicida y se procedié a esparcir una
solucion de una suspensién de conidias de 1 ml; en cuanto a la
concentracién de las conidias o de micelio, se consideré como referencia
la que se utilizd en la patogenicidad. Posteriormente se incubaron por 48

- 72 horas a 16 £ 2 °C, para luego estimar el porcentaje de conidios o
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micelio germinado en la placa a través del método de Leroux y Gredt,

(1981).

En vista de la complejidad del ensayo, se realizé este ensayo por

separado para cada cepa, tomando en cuenta un disefio experimental

completamente aleatorizado, con 6 repeticiones por tratamiento.

Tabla 5.- Fungicidas seleccionados para la prueba de sensibilidad de cepas de
Botrytis aisladas de ornamentales de los estados Aragua y Miranda.

Ingrediente activo Nombre Presentacion Dosis
Comercial
Azoxystrobin Amistar Granulos
dispersables
Benomilo Fitosan Polvo Mojable
0,5; 2; 5; 10;
Iprodione Rovral Polvo Mojable 100;
200; 500 y 1000
Carbendazim Derosal Solucién ppm 1.a.
Concentrada
Clorotalonil Pugil Polvo Mojable

Una vez culminado este ensayo se procedié a seleccionar la cepa que

presentd menor sensibilidad a los fungicidas y mayor virulencia en la

prueba de patogenicidad para ser utilizada para los siguientes ensayos.
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5.- Control In vitro de una cepa de Botrytis con inductores
de resistencia.

En este ensayo se consideraron los trabajos realizados por Montealegre y
Vasquez, (1996); Molina et al., 2006 y Carrero et al., 2003.

Se evalué el crecimiento del micelio en las placas de Petri con el inductor
de resistencia correspondiente al tratamiento (Tabla 6), se procedid a
colocar en el centro un disco de 2 mm de didmetro de la cepa
seleccionada, posteriormente se procedié a colocarlas en oscuridad total
por 7 dias donde se evalud el crecimiento diario de la colonia. Una vez
terminado el ensayo se procedid a realizar los cdlculos de porcentaje de
inhibicién del crecimiento de micelio utilizando la formula empleada por
Latiegue, (1990).

PICM = 100 (CC - CT) / CC

Donde:

PICM: Porcentaje de Inhibicidon de Crecimiento Micelial
CC: Crecimiento del Control

CT: Crecimiento del Testigo

En el caso de las cepas de Trichoderma, se realizd un enfrentamiento
entre los hongos, colocando en los lados opuestos del plato de Petri con
medio de cultivo PDA. En este ensayo se utilizaron dos productos
comerciales siendo estos Tricobiol de uso comun entre los productores y
Trico Plus A con cepas nativas, las cuales fueron obtenida por medio de

practicas o técnicas de enriquecimiento, descrito por Hurtado et al., 2007.
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Tabla 6.- Inductores de resistencia seleccionados para la prueba de control In
vitro de la cepa seleccionada de Botrytis

Tratamiento

Ingrediente activo

Abreviatura

Dosis

1 Acido Fosféroso (Agrifos) Ag3 3mi/l 0,06 ml/ capsula
2 Acido Fosféroso (Agrifos) Ag5 5mi/1 0,1 ml/ capsula
3 Acido Fosféroso (Agrifos) Ag7 7 mi/l 0,14 ml/ capsula
4 Quitosano (Biorend) Bd8 8 mi/l 0,16 ml/ capsula
5 Quitosano (Biorend) Bd10 10 mi/1 0,2 ml/ capsula
6 Quitosano (Biorend) Bd12 12 mi/1 0,24 ml/ capsula
7 silicio (Quick-sol) Qs2 2mi/l 0,04 ml/ capsula
8 silicio (Quick-sol) Qs3 3ml/l 0,06 mi/ capsula
9 silicio (Quick-sol) Qs5 5 mi/l 0,1 ml/ capsula
10 Trichoderma harzianum (Tricobiol) Tr Disco de 2 mm
11 Mezclas de Trichoderma sp TPA Disco de 2 mm
(Trico Plus A)
12 Acido Fosféroso (Agrifos) + Ag3+Tr 3 ml/1 + disco 2 mm 0,06 ml/ capsula
Trichoderma harzianum (Tricobiol)
13 Acido Fosféroso (Agrifos) + Ag5+Tr 5 ml/I + disco de 2 mm 0,1 ml/ capsula
Trichoderma harzianum (Tricobiol)
14 Acido Fosféroso (Agrifos) + Ag7+Tr 7 ml/1 + disco de 2 mm 0,14 ml/ capsula
Trichoderma harzianum (Tricobiol)
15 Quitosano (Biorend) + Bd8+Tr 8 ml/I + disco de 2 mm 0,16 ml/ capsula
Trichoderma harzianum (Tricobiol)
16 Quitosano (Biorend) + Bd10+Tr 10 ml/1 + disco de 2 mm 0,2 ml/ capsula
Trichoderma harzianum (Tricobiol)
17 Quitosano (Biorend) + Bd12+Tr 12 ml/1 + disco 2 mm 0,24 ml/ capsula
Trichoderma harzianum (Tricobiol)
18 Silicio (Quick-sol) + Qs2+Tr 2 ml/1 + disco de 2 mm 0,04 ml/ capsula
Trichoderma harzianum (Tricobiol)
19 Silicio (Quick-sol) + Qs3+Tr 3 ml/l + disco de 2 mm 0,06 ml/ capsula
Trichoderma harzianum (Tricobiol)
20 silicio (Quick-sol) + Qs5+Tr 5 ml/I + disco de 2 mm 0,1 ml/ capsula
Trichoderma harzianum (Tricobiol)
21 Acido Fosféroso (Agrifos) + Ag3+TPA 3 ml/l + disco de 2 mm 0,06 ml/ capsula
Mezclas de Trichoderma sp (Trico Plus A)
22 Acido Fosféroso (Agrifos) + Ag5+TPA 5 ml/l + disco de 2 mm 0,1 ml/ capsula
Mezclas de Trichoderma sp (Trico Plus A)
23 Acido Fosféroso (Agrifos) + Ag7+TPA 7 ml/1 + disco de 2 mm 0,14 ml/ capsula
Mezclas de Trichoderma sp (Trico Plus A)
24 Quitosano (Biorend) + Bd8+TPA 8 ml/I + disco de 2 mm 0,16 ml/ capsula
Mezclas de Trichoderma sp (Trico Plus A)
25 Quitosano (Biorend) + Bs10+TPA 10 ml/lts + disco de 2 mm 0,2 ml/ capsula
Mezclas de Trichoderma sp (Trico Plus A)
26 Quitosano (Biorend) + Bd12+TPA 12 ml/1 + disco de 2 mm 0,24 ml/ capsula
Mezclas de Trichoderma sp (Trico Plus A)
27 Silicio (Quick-sol) + Qs2+TPA 2 ml/1 + disco de 2 mm 0,04 ml/ capsula
Mezclas de Trichoderma sp (Trico Plus A)
28 Silicio (Quick-sol) + Qs3+TPA 3 ml/l + disco de 2 mm 0,06 ml/ capsula
Mezclas de Trichoderma sp (Trico Plus A)
29 Si (Quick-sol) + Qs5+TPA 5 ml/1 + disco 2 mm 0,1 ml/ capsula
Mezclas de Trichoderma sp (Trico Plus A)
30 Testigo Tes Un disco del patégeno de 2mm
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Este ensayo se evalué mediante un disefio experimental completamente

aleatorizado, conformado por 30 tratamientos y 6 repeticiones.

6.- Control In vivo de una cepa de Botrytis con inductores
de resistencia.

En este ensayo se utilizaron plantas de gerberas de pote tipo festival
recién transplantadas en envases de polietiieno nimero 14, con suelo
estéril (tierra negra; fibra de coco; cascarilla de arroz y compost de
caballo), el cual presentaba un pH de 5,5 - 6 y una Ce de 0,98 dS; estas
plantas eran provenientes del Vivero Tropi Rosas C.A., las cuales se
cultivaron en el umbraculo de la Estacion Experimental Experta en la
Facultad de Agronomia de la UCV, hasta efectuar la aplicacion de los

productos e inoculacién.

El control de plagas se efectu6 mediante la aplicaciones semanales de
Beauveria bassiana (Cepa B068), del Laboratorio Expertabiol y se
colocaron trampas de color amarillo y azules para el monitoreo de mosca
blanca y trips. Se efectuaron aplicaciones semanales de fertilizantes
hidrosolubles (Solucat 10-52-10; Nitrato de calcio; Solucat 20-20-20),
tomando en cuenta la Ce de la solucidon y una vez obtenido los primeros
indicios de la floracién se comenzd a efectuar las aplicaciones foliares
(dos) de los inductores de resistencia a las dosis seleccionadas en la
Tabla 7, con 7 dias de intermedio entre cada una de ellas; la seleccién de
los tratamiento se realizé en funcion de los mejores resultados obtenidos

en el control In vitro. Posteriormente se procedi6 a realizar la inoculacion,
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con la cepa de Botrytis cinerea (seleccionada en el ensayo anterior),
haciendo una aspersion foliar del patdégeno a partir de las 5:00 p.m.,
previamente de evalud la concentracion del indculo mediante una camara
de Neubauer (4,6 x 10° conidias/ml), de una colonia pura del hongo con

siete dias de desarrollo en plato de Petri con PDA Ac, en total oscuridad.

Las evaluaciones se realizaron cada 24 horas por 10 dias, tomando en
cuenta la aparicion de sintomas o signos de la enfermedad. En cuanto a la
evaluacion de los niveles de calcio y de potasio foliar, se tomé toda la
parte aérea de 2 plantas al azar por cada tratamiento al tercer dia
después de la inoculacién, estas fueron secadas en estufa a 100° C por 24
horas y se trasladaron al laboratorio de suelos del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIA) Maracay, para su respectivo
analisis. También se evaluaron caracteristicas agrondmicas durante la

aplicacion de los tratamientos tales como:
e Aparicién de la hoja bandera.
e Largo de la hoja bandera.
e Evaluacién del tejido afectado.

e Niveles foliares de Calcio y de Potasio.

Este ensayo se utilizo un disefio experimental de bloques al azar,

conformado por 15 Tratamientos y 8 repeticiones (Anexo 1).
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Tabla 7. Inductores de resistencia seleccionados para la prueba de control In

vivo de la cepa seleccionada de Botrytis

Tratamiento Descripcion Dosis
1 Trichoderma (Tricobiol) 0,25 g/l
2 Acido Fosféroso + Mezcla de Trichoderma (Agrifos + Trico Plus A) 3 ml/l + 0,25 g/l
3 Silicio + Trichoderma (Quick sol + Tricobiol) 3 ml/l + 0,25 g/l
4 Quitosano + Trichoderma (Biorend + Tricobiol) 8 ml/l + 0,25 g/I
5 i 5 ml/l + 0,25 g/I

Acido Fosféroso + Trichoderma (Agrifos + Tricobiol)
6 Quitosano + Trichoderma (Biorend + Tricobiol) 10 ml/I + 0,25 g/I
7 Silicio + Trichoderma (Quick sol + Tricobiol) 2 ml/l + 0,25 g/l
8 Acido Fosféroso + Mezcla de Trichoderma (Agrifos + Trico Plus A) 5 ml/l + 0,25 g/I
9 i 7 ml/l + 0,25 g/I
Acido Fosféroso + Mezcla de Trichoderma (Agrifos + Trico Plus A)
10 8 ml/l + 0,25 g/I
Quitosano + Mezcla de Trichoderma (Biorend + Trico Plus A)
11 10 ml/I + 0,25 g/I
Quitosano + Mezcla de Trichoderma (Biorend + Trico Plus A)
12 0,25 g/l
Mezcla de Trichoderma (Trico Plus A)
13 3 ml/l + 0,25 g/l
Silicio + Mezcla de Trichoderma (Quick sol + Trico Plus A)
14 5 ml/l + 0,25 g/I
Silicio + Mezcla de Trichoderma (Quick sol + Trico Plus A)

15 Testigo ADE
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Muestreo de fincas productoras de ornamentales de los
estados Aragua y Miranda.

Al comenzar a ejecutar este trabajo, se encontrd que en el pais no existia
ningun tipo de informacién en el area epidemioldgica de la enfermedad en
ningun rubro el cual nos impide conocer las poblaciones existentes, asi
como disefar estrategias adecuadas para el manejo o control de la
misma. Es por ello que en ésta investigacidn se efectuaron 160 muestreos
(Anexo 2), los cuales permitieron estimar la incidencia de Botrytis sp.
en 26 unidades de produccion de ornamentales, desde enero de 2008
hasta enero 2011 (Tabla 8), en los estados Aragua y Miranda,
considerando su ubicacién geografica con el fin de establecer criterios o

factores que nos permita efectuar mediciones de la enfermedad.
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Tabla 8. Porcentaje de incidencia de Botrytis sp. obtenido en los muestreos efectuados en los estados
Aragua y Miranda a partir de enero de 2008 hasta enero de 2011 en unidades de producciéon de

ornamentales.

MUESTREOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0 33 23 25 9 0 29 28 24 18
2 5 24 0 22 11 10 0 16 0 18
3 0 25 20 21 0 15 15 16 25 23
4 21 0 18 0 12 10 0 55 3 11
m 5 32 32 0 16 15 0 22 0 3 14
u b6 0 0 19 14 17 6 13 28 8 15
E 7 3 18 22 11 0 22 12 16 8 28
s 8 1,9 15 25 0 25 15 0 0 15 18
T 9 28 19 0 9 31 0 12 13 3 15
R 10 0 0 27 5 33 10 9 0 22 15
e 11 39 24 25 0 27 4 20 42 29 28
o 12 40 26 30 5 0 3 0 22 68 33
13 17 0 31 14 26 0 13 25 20 45
14 0 19 0 12 24 32 0 14 24 30
15 12 22 27 17 23 30 9 0 11 11
16 12 24 23 0 32 0 9 12 12 15
2109 281 290 171 285 157 163 172 275 337

2 . 341,9 plantas enfermas

En los muestreos se evidencid la existencia de diversos sintomas de la

enfermedad, donde la caida del capitulo floral es la que mas pasa

desapercibida y siendo esta una fuente importante de indculo primario. En

la Tabla 8, encontramos los diversos valores de la incidencia en cada uno

de los muestreos realizados, siendo estos muy variables presentdandose

desde 0 hasta 68 % de plantas enfermas, aunque esta gran diferencia se

debe principalmente a la virulencia del patégeno y no a las condiciones

ambientales, ni del

manejo del cultivo, como se pensaba en un principio

(esto serd aclarado con mayor detalle en la patogenicidad).
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Por la informacién obtenida, se puede inferir que la enfermedad presenta
una gran importancia para los productores, ya que en varios casos se
presenta por lo menos en una época del afo, lo que implica una pérdida y
aumento de los costos en su control; pero solo en 6 unidades de
produccion no se presentd el problema, posiblemente por las medidas de
bioseguridad y el manejo fitosanitario presentes en la misma, asi como
las condiciones ambientales desfavorables, como es en el caso de Super
Plantulas (Guayabita) y Califlor (Valle de Tucutunemo) en el estado
Aragua (Anexo 3). Por otra parte solo se encontraron 5 fincas que
presentaron algun sintoma de la enfermedad en plantas o flores en cada
uno de los muestreos efectuados desde el 2008 hasta el 2010; lo cual

permitid seleccionarlas como cepas para su estudio en este trabajo.

Al efectuar la seleccion de las unidades de produccion o de cepas en
funcidon de los muestreos, se procedié a la identificacion de cada una de
ellas (Tabla 9). Encontrando diversos pisos altitudinales y ubicaciones
geograficas, a pesar que en su mayoria se ubican en el municipio
Guaicaipuro del estado Miranda. En el caso especifico de Bot 04, fue
seleccionada por presentar la mayor incidencia con 33 y 40 % de plantas
enfermas en los muestreos preliminares. Posteriormente se efectud el
calculo de la estadistica descriptiva (Anexo 4), con la finalidad de
conocer el nimero de muestreos necesarios para el estudio de la
incidencia y su comportamiento en el tiempo; en nuestro caso por ser
cultivos perennes esta evaluacion se realizd en 12 muestreos (uno por

cada mes) en cada una de las fincas seleccionadas.
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Cepa Unidad de Localidad Municipio Estado Coordenadas
produccion
UTM
Bot 01 Finca Lagunetica - Guaicaipuro Miranda Altura: 1.601 19 P 707463 1144604
Via Pozo de N: 10°20°56”
Monverana Rosas W: 067°06°19,2"”
Bot 02 Finca Pozo de Guaicaipuro Miranda Altura: 1.454 19 P 706936 1146229
Rosas N: 10°21’49,6”
La Noguera W:067°06°36,5”
Bot 03 Flores Las Laguneta de Guaicaipuro Miranda Altura: 1.529 19 P 704491 1143019
Llanadas la Montafia N: 10°20°05,2”
W:067°07°57,7”
Bot 04 La La Laguinita Tovar Aragua Altura: 1.862 19 P 686901 1149281
Serenisima N: 10°23'32,7”
W: 067°17'34,1”
Bot 05 Vivero Los Los Teques Guaicaipuro Miranda Altura: 1.229 19 P 711705 1142601
Montes N: 10°19°50,9”
Verdes W: 067°04°00,1”

Al evaluar el comportamiento de la enfermedad entre enero del 2010 -
2011, encontramos un comportamiento distinto en cada una de las
unidades de produccidn seleccionadas (Figura 2) o cepas seleccionadas,
siendo la tendencia una enfermedad policiclica (cadena de ciclos de
infeccion o serie de procesos monociclicos los que se dan en tiempo y
espacio) Hernandez, (2005). Mientras que en el caso especifico de Bot
01 es monociclica, por la forma que esta curva presenta (Ulacio, 2011).
Sin embargo en el caso especifico de Bot 04 - Bot 05, fue donde se
presentaron disminuciones de

la poblacion en el mes de agosto,

posiblemente por las pocas precipitaciones en la zona; por lo tanto no
hubo aumento considerable de la humedad relativa y las condiciones

ambientales no fueron favorables en estas unidades de produccién; luego
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continud su desarrollo. Siendo Bot 05, la cepa con la mayor incidencia
en 7 meses del afio, haciéndola una de las cepas con mas permanencia y
viabilidad.

Corva de Progreso de la Enfarmecad
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Figura 2. Curva de progreso de la enfermedad desde el enero de 2010 al enero de 2011 en las unidades
de produccion seleccionadas para el estudio de Botrytis sp. en ornamentales.

Al evaluar los resultados obtenidos en este trabajo, se demuestra que
existe suficiente material para efectuar posteriores estudios de Botrytis,
considerando los parametros epidemiologicos, pero deben incluirse todos
los cultivos presentes en una zona determinada, donde se pueda generar
una epidemia, tal como fue el caso del estudio realizado por Gepp et al.,
2012. Estos estudios nos permitirian efectuar controles adecuados de la
enfermedad, considerando las practicas agrondmicas las cuales sirven

para bajar la poblacién del inéculo. Castafio y Lépez (2011), sefialan el
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éxito en la integracién de los métodos de control mildiu velloso en rosas
(Peronospora sparsa), y las practicas de manejo permitio incluir el modelo
logistico planteado por Van Der Planck (1963), logrando disminuir la
enfermedad en cualquier punto de la epidemia, reduciendo el indculo
inicial, y acortando la velocidad de desarrollo de la epidemia al reducir la

duracion del ciclo.

2.- SINTOMATOLOGIA

Al efectuar los muestreos se encontré con la presencia de diversos
sintomas de la enfermedad en el cultivo, algunos de ellos son de facil
identificacion pero otros pasan desapercibidos y tienden a ser confundidos
con otros problemas fitosanitarios, causados por otras enfermedades
bidticas y abidticas, de las cuales se requiere de un conocimiento o
experiencia en el manejo del cultivo para poder diferenciar uno de los
otros. Estos sintomas se distinguen en 3 grupos; siendo estos los
presentes en flores; manchas foliares y marchitez o podredumbre de la

planta. A continuacién se realiza una descripcién de cada uno de ellos:

2.1.- Sintomatologia en Flores

Los sintomas en las flores son diversos, estos se pueden distinguir en

manchas pardas en los pétalos; Manchas acuosas de los pétalos;
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formacion de tela; caida del capitulo y deformacion del capitulo; los

cuales se describen con detalle a continuacion:

= Mancha parda en los pétalos:

Se evidencia una mancha de forma alargada; ovalada o irregular de color
pardo claro a pardo oscuro, lo cual va a depender directamente del color
de la flor (Figura 3). Al inicio se pueden observar pequefias manchas
como salpicadura de color marrén, las cuales pueden encontrarse de
forma dispersa en el pétalo y la flor, o este puede ser su Unico sintoma;
en algunas ocasiones se observd un quemado en la punta de los pétalos y
en el borde de los mismos cuando las temperaturas variaban entre 12 y
15° C entre el dia y la noche. Pero nunca son manchas acuosas, siempre
se caracterizan por ser secas o hundidas. Estos sintomas concuerdan con

los sefalados por Cabrera et al., 2003.

Este tipo de sintoma se evidencia principalmente en la primera hilera de
pétalos y escasamente se observo dafno en los pétalos inferiores de la
flor, al menos que esta se encuentre en el punto de cosecha o este haya

pasado.

Figura 3. Mancha parda de la flor: A: Manchas en forma de salpicadura; B: Quemado de las puntas y
bordes de los pétalos; C: Mancha parda
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En algunas unidades de produccion donde se efectian aplicaciones de
algun tipo de inductor de resistencia o fertilizaciones de nitrato de calcio
foliar, en los materiales de color blanco se evidencié la presencia de un
halo rojizo y diferentes tonalidades de marrén en la misma flor (Figura
4), estos pueden ser como salpicaduras o manchas ovales a irregulares
en los primeros pétalos, presentando un centro mucho mas oscuro. Este
sintoma en particular ha sido indiferente del hibrido y de la casa
comercial, asi como de las condiciones ambientales. Las lesiones
observadas concuerdan con lo descrito por Bafon et al., 1993; Cabrera et
al., 2003; Moorman, (1999) y Hurtado et al., 2001. Es de importancia
sefialar que no se observd la presencia de signo de la enfermedad en
ninguna de las muestras colectadas, pero al efectuar el aislamiento se

encontraron colonias con las caracteristicas de Botrytis.

Figura 4. Mancha parda de los pétalos con presencia de halo rojizo
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= Mancha acuosa de los pétalos:

Son manchas pardas claro con aspecto acuoso o con podredumbre,
generalmente con la presencia del signo de la enfermedad, caracterizado
por un micelio gris y al efectuar la extraccion del capitulo se puede
observa como se desprende un polvo (conidias), siendo estas uno de los
principales vehiculos de diseminacion. Este sintoma se presenta en los
pétalos inferiores de las flores, sin importar el grado de madurez o punto
de cosecha de la misma (Figura 5); este sintoma corresponde al

sefialado por Oszkinis y Lisiecka, (1990) para el cultivo.

Figura 5. Sintoma de la mancha acuosa de los pétalos. A: Sintoma inicial en una flor sencilla; B:

Presencia del signo en una flor madura

Este tipo de dafio solo se observd en aquellas unidades de produccién, en
el cual su sistema de riego es por aspersién o por riego con manguera, los
cuales generan una pelicula de agua sobre la flor, desde el centro de la

planta o en el crecimiento de la misma.
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= Formacion de la tela:

Es un sintoma que generalmente se encuentra en post cosecha, a las 24 o
48 horas después de armar los paquetes o bouquet; y se evidencia un
micelio algodonoso de color blanco o gris en el centro de la flor o flores
verdaderas (Figura 6). Esta es la sintomatologia mas mencionada de la
enfermedad y la que causa muchas pérdidas a nivel de post cosecha, en
vista que al existir una flor con ese problema automaticamente se debe
eliminar el paquete y todos los que se encuentran a su alrededor. En
algunas ocasiones este problema se evidencia en las floristerias; este
sintoma corresponde a los sefalado por Bafon et al., 1993; Bigre et al.,
1990; Oszkinis y Lisiecka, (1990) para Botrytis cinerea.

Existen casos donde se observo la presencia de la salpicadura parda y la

tela, pero generalmente se encontré en flores blancas y amarillo claro.

Figura 6. Sintoma de la tela en flores.
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= Caida del capitulo:

En este caso se observa cuando la flor se encuentra cerca de su madurez
fisioldgica y existe un doblez en la base del capitulo, se diferencia de un
problema de estrés hidrico porque solo se puede ver en una o dos flores,
mientras que en el otro caso son todas las flores de la planta (Figura 7).

Figura 7. A: Sintoma del capitulo caido; B: Estrés hidrico en la planta.

Generalmente este tipo de sintoma pasa muy desapercibido en el cultivo
y se consideraba como un problema de origen fisiolégico, pero al efectuar
cortes longitudinales y transversales se observa una pudricién blanda
justo en la base y con una deformacion de los sépalos. El dafio causado al
peciolo presenta tejido en putrefaccién seguido de un borde marrén
oscuro o marrdn claro, muy rara vez se evidencié la presencia de un halo
o tejido momificado en este. En la base del capitulo puede estar

necrosado completamente o solo una parte de este de igual manera en
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las semillas, sin embargo al tomar semillas con o sin el sintoma de la
enfermedad y al colocarlas en cdmara humeda estas presentaron el signo
de la misma; siendo este un vehiculo primario para la diseminacién de la
enfermedad asi como la formaciéon de una epidemia bajo las condiciones
ambientales optimas, (Figura 8 y 9). Hasta los momentos no se ha
encontrado ningun trabajo cientifico que senale este sintoma como parte

de la infeccidn causada por Botrytis sobre el cultivo.

En las unidades de produccidn muestreadas en el estado Aragua se
observaron flores con la caida del capitulo y con manchas pardas en los
pétalos, generalmente en aquellos hibridos de colores amarillo; naranja y
blanco (Figura 9), también en estas inflorescencias se evidencié que la
pudricién de la base o de las semillas siempre comenzaba por un lado de
las flores, donde se encontrd la mayor cantidad de manchas. De igual
manera todas las semillas al colocarlas en camara humeda presentaron el

signo del patdgeno.

Figura 8. Pudricion de la base del capitulo. A: Sintomatologia externa de la pudricion de la base del
capitulo y deformacion de los sépalos de la flor; B: Corte longitudinal del capitulo; C: Detalle del avance
de la pudricién en el peciolo floral
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Figura 9. Detalle de los dafios en los capitulos. A: Flor sana; B: Pudricion en la base del capitulo y dafio
en flores verdaderas y semillas, asi como pétalos con la mancha parda.

= Deformacion de la flor:

En algunas ocasiones se evidencid la presencia de malformaciones de las
flores en las unidades de produccién, estas puede ser un aplanamiento
hacia un lado del capitulo; apertura desuniforme de los pétalos;
deformacion de los sépalos o exposicion de las flores masculinas en
lugares inadecuados o la expansion de todos los pétalos hacia atras
(Figura 10). Ninguna de esto tipos de sintomas presentaban
podredumbre ni la presencia de algun signo de la enfermedad, pero al
colocar estas flores en cdmara humeda y tomar tejido aparentemente
sano y sembrarlo en medio de cultivo P.D.A ac. Se presentd el hongo
Botrytis sp. en todos los puntos de siembra. Oszkinis y Lisiecka, (1990)
sefialan que parte de los sintomas encontrados en el cultivo por causa de
esta enfermedad, es que los botones florales infectados no se desarrollan

totalmente y no llegan a abrir.

Cuando se dejan estas flores en el campo se observd que a partir de los 7

dias se evidenciaban la esporulacién del hongo principalmente en la base
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de capitulo, tomando cierta agresividad en el tejido infestado; sin
embargo el peciolo no presentd dafo total sino a medida que avanzaba la

enfermedad (Figura 10).

Figura 10. Deformacion de las flores. A: Aplanamiento del capitulo; B: Apertura des uniforme de los
pétalos; C: Deformacion de los sépalos; D: Expansion de los pétalos hacia atras; E-H: Presencia del signo
de la enfermedad a partir de los 7 dias después de la identificacion en campo.

Como regla comun en las plantas donde se evidencidé el sintoma de la
deformacion de la flor, se presentaba como caracteristica principal el
dafio en una o dos inflorescencias a partir del 4 mes del comienzo del
proceso de produccion (Figura 11), desde el momento que se podia
identificar la presencia de la enfermedad, hasta que la flor presentaba el
signo; la planta no producia ningun otro botén floral. La planta suprimié
su sistema reproductivo, o para evitar el avance de la enfermedad tenia

esta respuesta, esto debe ser estudiado en investigaciones posteriores
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con el fin de establecer si existe algun tipo de relacidon entre la parte

bioquimica de la planta y la del patogeno.

Figura 11. Presencia de del sintoma de la deformacién de la flor en el cultivo.
A: Sintoma inicial; B: Sintoma a los 7 dias.

2.2.- Sintomatologia foliar

En cuanto a las manchas foliares estas se diferencian de dos grupos: las

pudriciones blandas y las manchas necréticas momificadas.

= Manchas blandas:
Son manchas necréticas de 2 a 3 mm inicialmente, comienza con un

punto necrético y con la presencia de un halo amarillo, se encuentran

dispersas en toda la lamina foliar (Figura 12) y en algunas ocasiones si
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las condiciones ambientales son favorables estas llegan a coalecer y
formar una gran mancha blanda o acuosa, siendo estas muy similares a
las causadas por bacterias, diferenciandose en algunas ocasiones con la
presencia del signo del hongo. Esta sintomatologia se observd en aquellas
unidades de produccién donde se encontraban condiciones ambientales
con mucha nubosidad; poca entrada de luz; o con la utilizacion de mallas
sombras de color negro y temperaturas de 16 a 18° C, siendo en las
hojas banderas y las cercanas a ellas las mas afectadas. Estos sintomas
concuerdan con lo sefalado por Oszkinis y Lisiecka, (1990); Moorman,
(1999) y Williams-Woodward, (2007).

Figura 12. Manchas blandas en hojas banderas.
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= Manchas Pardas:

Son manchas pardas momificadas con la presencia de un halo color
violeta o purpura, generalmente se forman en los bordes de las hojas y
avanzan hasta la nervadura principal y se observa facilmente el signo de
la enfermedad (Figura 13). Este tipo de sintomas se evidencié en
condiciones de estrés nutricional o por intoxicacidn de agroquimicos en el
cultivo y si las temperaturas se encuentran entre los 18 - 20° C o existe
una alta humedad relativa mayor del 90 % vy/o diferencias de
temperaturas entre el dia y la noche de 10 - 15° C. Una caracteristica
observada en este tipo de sintomatologia es la presencia de un aroma a

podredumbre existente en el ambiente del invernadero.

Al tomar estas hojas y colocarlas en camara humeda, el patdgeno se
reproduce velozmente bajo estas condiciones (Figura 14), lo cual indica
que al cambiar las condiciones ambientales en la unidad de produccién la
enfermedad se vuelve muy agresiva pudiendo causar grandes dafios al
cultivo en un corto periodo de tiempo, si no se realizan los controles
adecuados tomando en cuenta los productos que puedan bajar la
densidad o poblacién del patdgeno o efectuar practicas culturales, tales
como el deshoje del cultivo. Estos sintomas concuerdan con lo sefialado
por los siguientes autores: Bigre et al., 1990; Oszkinis y Lisiecka, (1990);
Bafon et al., 1993; Hurtado et al., 2001; Williams-Woodward, (2007).
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Figura 13. Mancha parda foliar. A: Mancha momificada con el signo de la enfermedad sin halo; B:
Mancha momificada con el signo de la enfermedad con el halo parpura.

Figura 14. Hojas con mancha parda colocadas en camara himeda. A: Detalle general; B: Formacion de
estructuras reproductivas de Botrytis

2.3.- Marchitez de la planta
Hasta los momentos los Unicos reportes sefialados con marchitez causada

por Botrytis sp. son los Oszkinis y Lisiecka, (1990); Moorman, (1999);
Hurtado et al., 2001 y Daugtrey, (2011).
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Al efectuar los muestreos era comun encontrar plantas de gerbera de
pote con presencia de deficiencias nutricionales que presentaban muerte
o marchitamiento del apice o cuello de la planta, generdandose un aroma
muy caracteristico de pudricidon, pero esta no presentaba flujo bacteriano
(Figura 15). Dicha marchitez presentaba una coloracién negra en los
peciolos de las hojas, las cuales se extraen facilmente y en algunas
ocasiones se evidenciaba un color amarillento principalmente en hojas
bajeras o primeras hojas de la planta, las cuales al transcurrir unos 5a 7

dias se podia observar la presencia del signo tipico de la enfermedad.

Figura 15. Sintomas de marchitez causada por Botrytis sp. en gerbera de pote. A: Sintoma de
deficiencia y de la enfermedad; B: Planta con el signo en hojas bajeras

En el caso de las gerbera de corte, se evidencié una marchitez repentina
o violenta de la planta. En el apice se encontrd la presencia de un micelio
blanco el cual se puede confundir facilmente con los tricomas de la planta,
solo cuando se manifestaban los conidiéforos y las conidias es que éste
cambia de color a gris claro o gris oscuro. Al extraer las flores se observo

que los tejidos se encuentran blandos y con un leve hundimiento y al
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efectuar los cortes longitudinales, se pudo ver un oscurecimiento del

tejido (epidermis, parénquima y haces vasculares) Figura 16.

Este tipo de sintomas es el mas severo, ya que cuando se logra divisar la
marchitez, la planta se encuentra bastante afectada (Figura 16 C). De
igual manera que en el caso de las gerberas de pote al entrar al
invernadero se percibe un aroma que es caracteristico de la enfermedad,
tal como lo sefala Jasen, (2009), siendo estos compuestos volatiles

dentro del invernadero.

Figura 16. Sintoma de la marchitez causada por Botrytis sp. en gerbera. A: Presencia del signo en el
apice de la planta; B: Sintoma en los peciolos; C: Vista del cultivo

Las hojas inicialmente presentan un doblez y pérdida de turgencia, los
peciolos varian de color dependiendo del avance de la enfermedad, siendo
estos desde color purpura, marrén claro hasta negro; generalmente
comienzan con las hojas maduras y posteriormente se ven afectadas las
hojas banderas, las cuales presentan una severa deshidratacién. Los
tallos florales pueden estar o no doblados o caidos, todo depende del
avance de la enfermedad; ya que se observd en algunas ocasiones que se
encontraban todas las hojas marchitas y los tallos erguidos, no
perteneciendo estas plantas al mismo hibrido. Al extraer la planta se

observd el dano en el rizoma y en las raices, con la presencia de un
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micelio blanco que rodea la rizodermis, y al efectuar el corte transversal
se puede encontrar los tejidos de color gris claro, cuando lo general es de
color blanco y con los vasos xilematicos de color naranja en vez de
amarillos (Figura 17). La enfermedad se logra controlar si el rizoma no
se encuentra totalmente afectado y al igual que en el caso de las
manchas foliares se percibe un aroma a podredumbre dentro del
invernadero, el cual tiene unas caracteristicas muy particulares, ya que se
siente un fuerte olor a descomposicién de alcoholes y/o azucares; lo cual
nos permite en un momento determinado detectar la enfermedad en el
sistema productivo; esta caracteristica del problema se le denomino por

técnicos y productores como aroma a Botrytis.

Figura 17. Detalle de la marchitez causada por Botrytis sp. A: Sintoma mas visible de la marchitez; B:
Deterioro del tallo y raices; C-D: Signo del patégeno en las raices



108

3.- Caracteristicas morfoldgicas de los aislamientos de
Botrytis sp. Mediante observaciones macroscépicas vy
mediciones microscopicas.

Una vez que se seleccionaron las unidades de produccion y se efectud la
identificacion de las cepas, se procedié a efectuar muestreos y de alli se
efectuaron las mediciones en el hospedante. Estas a su vez se

corroboraron con las obtenidas en la patogicidad.

Se encontramos con 2 cepas muy virulentas, siendo estas Bot 04 y Bot 05
(Tabla 10), mientras que las otras cepas mostraron otras caracteristicas
las cuales al efectuar la patogenicidad se comparéd su agresividad frente al

hospedante. Cada cepa presentaba las siguientes caracteristicas:

= Bot 01: Esta cepa se encontraba afectando principalmente flores,
evidenciandose la mancha parda; deformacidon del capitulo y caida del
capitulo, siendo este el sintoma mas notorio en la plantacion y el menos
considerado como daio por el patégeno. Solo se observé la presencia del
signo cuando la humedad relativa pasaba del 90 % o las temperaturas se
encontraban entre los 16 y 18° C. Su micelio es liso, pigmentado y de
septas cortas, mientras que el conidiéforo es hialino y dicotémico (Figura
18), en la base se encuentran de 2 a 3 hifas o clavos de penetracion y sin
llegar a formar un estroma, generalmente se encuentran de 3
conidiéforos germinando en un radio de 368 p y nunca se encontrd la

emergencia de estos por estomas (Tabla 10).
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Presenta 3 formas de conidios hialinos elipsoides; ovoides y piriformes
(Figura 18). Las caracteristicas anteriormente descritas concuerdan con
las determinadas por Ellis, 1971 para Botrytis cinerea Pers;
diferencidandose de B. alli por la presencia de pocos conidiéforos y la no

presencia de conidias con septas en los tejidos ni en medios de cultivos.
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Tabla 10. Datos de las estructuras de las cepas evaluadas directamente en el Hospedante

Cepas Micelio Conidiéforo Conidios Germinacion de Obser.

conidiéforos

Ancho Septas Tipo Largos Cortos Pigmen Ramifica_ Células Tamaiio Forma Color #/ Estoma
Conidia-
. les
HmM Hm cion HM punto
Bot 01 6,09 35,45 Lisos - Si - Dicotémica Infladas 6,6 x Elipsoides  Hialinos 3 No
-mente 11,06 ; ovoides
y
piriformes
Bot 02 6,29 40,72 Lisos Si - - Tricotdmica Infladas 8,1 x Ovoides Hialinas 3 No
-mente 13,4 y
piriformes
Bot 03 17,98 91,96 Lisos - No Si Dicotdmica Infladas 6,8 x Ovoides Hialinas 1 No
-mente 12,6
Bot 04 18,40 81,82 Lisos Si - Si Tricotomia- Infladas 7,6 X Elipsoides  Pigmen 3 Si
mente 10,84 i -tados
esféricas;
sub
esféricas;
ovoides
Bot 05 20,57 88,31 Lisos Si - Si Tricotomia- Infladas 7,8 x Elipsoides  Hialinas 6 Si Micelio con
mente 12,20 ; esféricas crecimiento

interno

Pigmen: Pigmentaciéon
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Figura 18. Cepa Bot 01. A: Micelio y Conidi6foro; B: Formas de conidio

= Bot 02: Esta cepa se obtuvo de flores con el capitulo caido y de manchas
foliares sin  halo purpura, siendo estas Ultimas el sintoma tipico de la
enfermedad en el cultivo, pero para el desarrollo de la enfermedad es
necesario una pelicula de agua sobre los tejidos. Su micelio es pigmentado,
con paredes lisas y septas cortas (Tabla 10); los conidiéforos no forman
estroma, son capaces de germinar desde la epidermis de la hoja con un
promedio de 3 en un radio de 368 u y los tricomas no representan una barrera
mecdanica para estos (Figura 19); son largos con una ramificacién tricotdmica.
Del grupo de cepas evaluadas estas son los conidios mas grandes, siendo
estas de 8,1 x 13,4 u, ovoides en su gran mayoria aunque se pueden
encontrar algunas piriformes (Figura 20), son pigmentadas y de 3 - 5 por

célula conidiogena, rara vez se encontraron mas de 5.

En vista de que en la unidad de produccién donde fue obtenida esta cepa se
cultivan otros rubros de ornamentales y hortalizas es necesario efectuar la
comparaciéon entre diferentes especies del genero Botrytis. Por las
caracteristicas anteriormente descritas nos encontramos con B. cinerea Pers

(Ellis, 1971), diferencidandose de otras especies del género por presentar
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pocos conidiéforos y por la forma de los conidios como es en el caso de B.
allii; y con B. byssoidea porque el micelio es densamente algodonoso en el
hospedante y en la colonia. En el caso de B. convulata o Sclerotinia convulata,

esta especie afecta solo los rizomas.

Figura 20. Cepa Bot 02. A: Detalle del la ramificacion del conidiéforo; B: Conidias

= Bot 03: esta cepa fue obtenida de las flores, especificamente de la
formacion de la tela en el centro del capitulo y de la mancha acuosa de los

pétalos. Presenta un micelio liso, pigmentado y de septas largas (91,96 um),
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siendo éste el caso del valor mas alto al compararlas con las otras cepas. Los
conidiéforos germinan en forma solitaria (Figura 21), no forma estroma,
sobre de la epidermis; son hialinos en las células conidiales y pigmentados en
la base; su ramificacion es dicotémica (Figura 22). Sus conidios son hialinos y
ovoides. Estas caracteristicas corresponden al género de Botrytis y por las
dimensiones de y forma de las conidias a la especie B. cinerea (Ellis, 1971).

Figura 22. Cepa Bot 03. A: Ramificacion del conidiéforo; B: Conidios

= Bot 04: Esta es la Unica cepa que no fue obtenida de gerbera, sin embargo
fue considerada para este estudio por su comportamiento en la zona agricola
de importancia para el estado Aragua. Las estructuras fueron tomadas de
pecidlos y pétalos de rosas con el sintoma y signo caracteristicos de la

enfermedad. Donde se puedo apreciar la presencia de un micelio pigmentado,
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liso de septas largas; las hifas ocurren en grupos de 3 las cuales germinan
por lo menos 1 de ellas de los estomas y de esta manera invaden el tejido
(Figura 23). Los conidioéforos son largos; pigmentados con una ramificacion
tricotomica (Figura 24); esta cepa es la que presenta la mayor variedad de
conidios siendo estos elipsoides; esféricos; sub esféricos y ovoides, pero todas
son pigmentadas. Por las caracteristicas de las dimensiones de las conidias
antes descritas se ubican en la clave de Ellis, (1971) con diversas especies
entre ellas cinerea,; allii; byssoidea, porri; convoluta vy narcissicola. Pero al
efectuar la comparacion de otros parametros se encontré que B. alli presenta
conidios pyriformes o cuneiformes y ocasionalmente con septas; mientras que
B. porri presenta un conidiéforo muy largo e irregular lo cual no concuerda con
lo encontrado en esta cepa. En cuanto a B. byssoidea presenta pocos
conidiéforos, pero B. convoluta parasita solo a los rizomas de iris y B.
narcissicola en una enfermedad que ataca en forma repentina con micelio lisos
y gris, y con conidios pardo claro, a pesar que las caracteristicas de los
conidios concuerdan con la encontradas, el color del micelio en el hospedante
no concuerda con esta especie; sin embargo por la cantidad de ramas
presentes en los conididforos, la diversidad en la forma de los conidios dentro

de una misma cepa y el érgano afectado, se puede identificar como B.cinerea.

Figura 23. Cepa Bot 04. A: Grupo de micelios que conforman el estroma; B: Germinacion del micelio
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Figura 24. Cepa Bot 04. A: Conidiéforos; B: Micelio; C: Diversidad de conidias presentes en la cepa

= Bot 05: Esta cepa fue obtenida de la plantacidn donde se observaron como
sintomas especificos la mancha acuosa de la flor y la marchitez de la planta.
Su micelio es pigmentado y es la que presentd los mayores valores
correspondientes al ancho (20,57 um) vy al largo de las septas (88,31 um), se
presenta en forma abundante en la lamina foliar y se puede observar su
desarrollo dentro de la hoja (Figura 25). Los conidios al germinar lo pueden
hacer directamente sobre la epidermis o por los estomas y generalmente se
pueden observar 6 puntos en un radio de 368 p; la base de estos micelios

presentan formas distintas y de patrones de crecimiento diferentes.

Salinas y Verhoeff 1995, estudiaron la formacion de lesiones en las flores
liguladas de gerbera con dos cepas de B. cinerea, encontrado que no existe
diferencias en la reaccién después de la inoculacién con los conidios de
cualquiera de los aislamiento en cualquiera de cultivar. Se pudo observar que
los conidios fueron capaces de producir entre 1 - 5 tubos germinativos
menores a 10 ym, no se evidencid la formacidn apresorios o otras estructuras
especializadas antes de la penetracion, y no se produjo la degradacion de la

cuticula.
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Los tricomas no ejercieron ningun tipo de barrera fisica para el desarrollo de
los tubos germinativos. Los conidiéforos son largos; pigmentados y de
ramificacion tricotdbmicamente; los conidios son hialinos elipsoides; esféricas y
ovoides y se pueden observar mas de 10 por cada célula conidiales, lo que la

hace muy virulenta (Figura 26). Todas las caracteristicas antes descritas

concuerdan con las mencionadas por Ellis, (1971) con B. cinerea.

Figura 25. Cepa Bot 05. A: Micelio desarrollado internamente en el tejido; B: Germinacion del micelio en un
radio de 368 p; C: Base de los conidioforos

Figura 26. Cepa Bot 05. A: Conidioforos; B: Diversidad de formas de Conidios
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Al efectuar las comparaciones entre las cepas, se pueden evidenciar las
pequefias diferencias que existen entre ellas, sobre todo en la ramificacion de
los conidiéforos, sin embargo Botrytis cinerea es una especie agregada que
podia corresponder a distintos telemdrfos en Botryotinia (Smith et al., 1992,
Bigre et al., 1990; Cabrera et al., 2003), Mientras que Coley et al., 1980
sefialan que Botrytis cinerea, anamérfo o estado imperfecto, produce
conidiéforos rectos, ramificados, septados y engrosados en los apices, sobre
los cuales se producen conidios unicelulares, ovalados o elipsoides, hialinos a

pardo claras.

Staats et al., 2005 sefialan que en el patdgeno existen cuatro especies que
afectan sdlo las plantas de Eudicot y otro grupo que incluyen a 18 especies
restantes que atacan solo a las plantas monocotiledéneas principalmente.
Aparte del agente moho gris, la mayoria de las especies de Botrytis tienen una
gama de huéspedes muy estrecho. Recientemente el estudio de las
genealogias mostré que la especie B. cinerea, presenta grupos morfoldgicos
los cuales fueron subdivididos en dos grupos de aislamientos genético,
llamados el Grupo I y Grupo II, que fueron propuestos por ser especies
filogenéticas. Las Cepas del Grupo I (también conocido como "Botrytis
pseudocinerea”) y Grupo II (B. cinerea), muestran diferencias en su ecologia y

su patrén de resistencia a los fungicidas (Fournier et al., 2003, 2005).

En este caso en particular es necesario recurrir a los resultados de la
evaluacion de las cepas ante la sensibilidad a los fungicidas y efectuar los
estudios moleculares para poder identificar el Grupo, al cual pueda pertenecer

cada una de las cepas estudiadas en este trabajo.
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4.- Colonias en medio de cultivo

Una de las mayores incégnitas presentadas en la obtencion de cepas al
efectuar los muestreos fue su comportamiento en medios de cultivo y
condiciones de luz, en vista de que se podia observar diferencias entre ellas.
En la Tabla 11, se evidencié la divergencia presente, entre el crecimiento en
las distintas condiciones nutricionales y de luz, como en otras que no ocurre de
esta manera a partir del primer dia, tales como en Bot 02 y Bot 03 con AAv;
Bot 04 con AAv con 12 horas luz y 12 horas oscuridad; mientras que Bot 05,
obtuvo un crecimiento de 2,05 cm en PDA en oscuridad para ese dia. En forma
general en el medio de cultivo PDA, todas las cepas presentaron crecimiento
miceliar en ambas condiciones de luz, sin embargo existen diferencias entre
cepas y entre condiciones; siendo Bot 01, la que presento el menor
crecimiento durante los 7 dias de evaluacidon con 7.41 cm; mientras que Bot 05
en oscuridad fue la cepa que presento el mayor crecimiento y culminando con
8.96 cm, siendo esta la Unica cepa que presentd los mayores valores en el

diametro de la colonia entre el primer y el sexto dia.

En el caso del medio de cultivo AAv el crecimiento entre las colonias fue muy
diverso y heterogéneo entre las condiciones de luz, presentando poco o nulo
desarrollo en los primeros dias y a partir del 5 y 6% dia se iguala al de PDA,
llegando a obtener los valores mas altos de diametro (9 cm) para el ultimo dia,
tal es el caso de Bot 02 y Bot 03, lo que nos indica que para estas cepas no es

determinante las condiciones de luz, pero si la nutricion y el tiempo.

Al efectuar evaluaciones en la agresividad o virulencia del patégeno y el tipo de
cultivo en el cual hospedaba, en el caso de las ornamentales, el crecimiento en
el tiempo es de mucha importancia; ya que este parametro es lo que nos va a
indicar el método de control, siendo el dia critico el 3% dia después del
establecimiento o aplicacidon de un estrategia o herramienta. Para este dia el

mayor valor del crecimiento se obtuvo en la cepa Bot 05 en PDA en oscuridad
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con 5.04 cm de diametro, seguida de Bot 02 y Bot 03 en el mismo medio de
cultivo y bajo las mismas condiciones de luz; mientras que el menor

crecimiento se obtuvd en la cepa Bot 01 con alternancia de Iluz.

En cuanto a la produccion de esclerocios (Tabla 12), todas las cepas
presentaron formacion de los mismos, siendo en su mayoria en el medio de
cultivo PDA, sin embargo para las cepas Bot 01; 02 y 05, no fue relevante las
condiciones de luz para la formaciéon de los mismos. Pero Bot 05 presento
caracteristicas muy particulares siendo estas la formacion de los esclerocios en
ambos medios de cultivos y condiciones de luz y en cantidades muy similares,
presentando caracteristicas de cepas de Botryotina =Sclerotinia, forma sexual
del patdgeno, y la presentacién de exudados en ambas condiciones, haciéndolo

sumamente virulento, en comparacion con Bot 02 y Bot 04.



Tabla 11. Comportamiento del crecimiento de las cepas en medio de cultivo P.D.A y A.Av. con dos condiciones de luminosidad.

Trata Cepa Medio de Condicion de Luz Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7
Cultivo

1 Bot 01 PDA ac. 12 hluz/ 12 h Osc 0.40 fg 1.67 ef 1.00 fg 4.06 fgh 4.80 ghi 6.10 fg 7.41f
2 Oscuridad 0.41 fg 1.75 ef 3.17 cd 4.29 def 5.70 cdef 7.07 bcde 8.70 ab
3 AAv 12 hluz/ 12 h Osc 0.10g 0,66 g 2.51 ef 3.84 fgh 5.18 fgh 6.50 ef 8.50 abc
4 Oscuridad 0.10g 0.50 ¢ 2.80 de 3.86 fgh 5.15 fgh 6.53 ef 8.41 bc
5 Bot 02 PDA ac. 12 hluz/ 12 h Osc 0.95 de 2.63 b 4.45b 5.86 b 6.55 b 7.52 bc 7.83 def
6 Oscuridad 0.83 ef 2.61b 4.58 ab 5.82 b 6.71b 7.63 bc 7.83 def
7 AAv 12 hluz/ 12 h Osc 0.03 g 1.62 ef 3.15cd 4.11 efg 5.26 fgh 7.65 bc 9a
8 Oscuridad 0.00g 1.78 def 3.40c 4.84 cde 6.10 bcde 7.44 bc 9a
9 Bot 03 PDA ac. 12 hluz/ 12 h Osc 0.96 cde 2.63 b 4.45b 5.86 b 6.55 b 7.52 bc 7.83 def
10 Oscuridad 0.83 ef 2.61b 4.59 ab 5.82 b 6.63 b 7.59 bc 7.83 def
11 AAv 12 hluz/ 12 h Osc 0.00g 1.62 ef 3.15cd 4.17 efg 5.26 fgh 7.68 b 9a
12 Oscuridad 0.00 g 1.80 def 3.44 c 4.92 cd 6.10 bcde 7.44 bc 9a
13 Bot 04 PDA ac. 12 hluz/ 12 h Osc 1.55b 2.43 bc 3.20 cd 5.24 bc 6.39 bc 7.36 bcd 8.30 bcd
14 Oscuridad 1.65 ab 2.53 bc 3.40c 5.34 bc 6.27 bcd 7.42 bc 8.20 bcd
15 AAv 12 hluz/ 12 h Osc 0.00 g 1.76 ef 2.83 de 3.92 fgh 5.47 efg 6.73 def 8.01 cde
16 Oscuridad 0.91 de 1.32f 2.52 ef 3.5gh 4.48 hi 5.47 gh 6.81g
17 Bot 05 PDA ac. 12 hluz/ 12 h Osc 1.41 bc 2.09 cde 3.14 cd 4.27 def 5.39 efg 6.58 ef 7.65 ef
18 Oscuridad 2.05a 3.13 a 5.04 a 6.80 a 7.80a 8.62 a 8.96 a
19 AAv 12 hluz/ 12 h Osc 1.3667 bc 2.26 bed 3.25 cd 4.38 def 5.58 defg 7.00 cde 8.00 cde
20 Oscuridad 1.08fg 1.63 ef 2.25f 3.38 h 4.35i 5.18 h 5.78 h
P.D.A.: Medio de Cultivo de Papa - Dextrosa —Agar; AAv.: Medio de Cultivo Agar Avena. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente similares segun la prueba

de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Tabla 12. Comportamiento de las colonias a los 20 dias de crecimiento

Cepas Esclerocios Exudados Apotecios

Condicién Pda Aav N°/ Forma Color Presencia Dias
de Luz

placa

Bot 01 Luz Si - 130 Irregular Negro

Oscuridad

Bot 02 Luz Si - 73 Irregular Negro Si

Oscuridad

Bot 03 Luz Si - 2 Irregular Negro

Oscuridad

Bot 04 Luz - Si 25 Irregular Negro - Si 21

Oscuridad

Bot 05 Luz Si Si 150 Irregular Marrén y Negro Si

Oscuridad si si 148 Irregular Marrén y Negro Si

4.1.- Caracteristicas de las colonias en los medios de cultivo a los 7
dias.

En el medio de cultivo PDA, fue donde se observd el mayor crecimiento
micelial en las diferentes condiciones de luz (Figura 27), las colonias variaron
desde crema claro hasta marrén oscuro y gris, con diferentes patrones de
crecimiento, siendo éstos desde muy ralo como en Bot 02 (oscuridad) hasta
muy algodonoso como Bot 05 (oscuridad). En forma general las colonias
presentaron diferencias en cuanto a la esporulacién entre las condiciones de
luz, y se observd en forma notoria fue en Bot 01, Bot 03, sobre todo en Bot
05, se evidencié un comportamiento muy similar al del tejido en céamara
himeda. Los exudados solo se observaron en Bot 02 con alternancia de luz y
en Bot 05 en ambas condiciones de luz, pero la mayor aglomeracion de micelio
la presentd Bot 03 y Bot 04 en alternancia de luz, lo que nos indica la futura

formacién de esclerocios. Las colonias que presentaron formacidon de conidios
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fueron Bot 01 en 12 h luz/12 h oscuridad, Bot 04 en oscuridad y Bot 05 en

ambas condiciones.

En el medio de cultivo AAv, el crecimiento de las colonias fue muy irregular y
heterogéneo entre las condiciones de luz (Figura 28), solo Bot 05 se presento
un patrén similar. Pero la mayor diferencia se observé en Bot 01, esta colonia
en oscuridad fue totalmente rala y solo se podia observar en el punto de
siembra una mayor cantidad de micelio en comparacion con la alternancia de
luz que el desarrollo fue compacto y de color crema. Las aglomeraciones de
micelio fueron mas evidentes en Bot 04 y Bot 05 con alternancia de luz; y en
forma general no se observd la presencia de exudados. Las cepas que
presentaron formacién de conidios fueron Bot 03, Bot 04 y Bot 05 en

oscuridad.

J

Figura 27. Crecimiento de las cepas en medio de cultivo PDA. A: Bot 01 en oscuridad; B: Bot 01 en 12 h luz/ 12

h oscuridad; C: Bot 02 en oscuridad; D: Bot 02 en 12 h luz/ 12 h oscuridad; E: Bot 03 en oscuridad; F: Bot 03 en

12 h luz/ 12 h oscuridad; G: Bot 04 en oscuridad; H: Bot 04 en 12 h luz/ 12 h oscuridad; I: Bot 05 en oscuridad;
J: Bot 05 en 12 h luz/ 12 h oscuridad.
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Figura 28. Crecimiento de las cepas en medio de cultivo AAv. A: Bot 01 en oscuridad; B: Bot 01 en 12 h luz/ 12

h oscuridad; C: Bot 02 en oscuridad; D: Bot 02 en 12 h luz/ 12 h oscuridad; E: Bot 03 en oscuridad; F: Bot 03 en

12 h luz/ 12 h oscuridad; G: Bot 04 en oscuridad; H: Bot 04 en 12 h luz/ 12 h oscuridad; I: Bot 05 en oscuridad;
J: Bot 05 en 12 h luz/ 12 h oscuridad.

4.2.- Crecimiento de las colonias a los 20 dias.

Al evaluar la produccién de esclerocios a partir del dia 20, en la mayoria de las
cepas se encontraba la aglomeracién del micelio, pero no la compactacién de
los mismo ni el cambio de color, a partir del dia 27 fue que se observd la
coloracién en algunas cepas y a partir del dia 45 (Figura 29), fue cuando se
pudo realizar el célculo y la caracterizacion, observandose las siguientes

diferencias:

= Bot 01: Se presentaron aglomeraciones de micelio y esclerocios bien
definidos, de tamafos variables y forma irregular, no existe un patrén de
formacion dentro del plato de Petri y se encuentran en la parte externa o aérea
de la colonia. Al evaluar el reverso de la placa no se observan la presencia de

éstos.
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= Bot 02: Se observaron aglomeraciones en el centro del plato de Petri y la
formacion de los esclerocios hacia los bordes de la colonia; estos son negros y

de forma irregular y al observar el envés de la placa se evidencian facilmente.

= Bot 03: Se evidencid una colonia con abundante micelio y grandes
aglomeraciones, los esclerocios se encuentran dispersos en la placa pero son
pocos visibles ya que estan debajo del micelio. Al observar la placa en el envés
se puede ver un crecimiento radial de la colonia y poca apreciacion de los

esclerocios.

= Bot 04: En este caso se aprecid un comportamiento distinto entre los medio
de cultivo. En AAv se observé practicamente la ausencia de micelio aéreo y los
esclerocios de diversos tamanos, pero inmersos en el medio de cultivo; al
evaluar el reverso de la placa se evidencié la presencia de abundantes micro
esclerocios. En el medio de cultivo PDA, se observé una colonia compacta, con
un anillo donde se encontraban los conidios, pero al hacer la evaluacion en el
dorso de la placa se encontrd la formacidn de micro esclerocios justo en el

borde de la colonia.

= Bot 05: Esta cepa también mostré diferencias entre los medios de cultivo y
condiciones de luz. En AAv en oscuridad el micelio fue ralo y escaso, pero los
esclerocios fueron grandes, irregulares y marrén oscuro - negros, siendo estos
muy similares a los Sclerotinia sclerotiorum, mientras que en el mismo medio
pero con alternancia de luz se observaron varias aglomeraciones del micelio y
la formacién de micro esclerocios y esclerocios pequefios generalmente de
color marrén oscuro. En el caso de PDA se evidencid6 un comportamiento
similar entre las condiciones de luz, presentandose una compactacién de la
colonia, formacion de aglomerados en el borde de la placa y un cambio de

color en el centro de la misma, al efectuar la evaluacién en el reverso se
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evidencié facilmente la presencia de esclerocios de color negro y marrén

oscuro y en el centro de la placa la formacion de microesclerocios.

Figura 29. Colonias a los 45 dias. A: Bot 01 envés de la capsula; B: Bot 01 detalle de los esclerocios; C: Bot 02
crecimiento de la colonia; D: Bot 02 detalle de los esclerocios; E -F: Bot 03 en PDA; G: Bot 03 forma de los
esclerocios; H - I: Bot 04 en AAV; J-K: Bot 04 en PDA; L-M; Bot 05 en AAV; N-O: Bot 05 en PDA.

Al efectuar los ensayos preliminares para la determinacién de la metodologia
en este trabajo, no se obtuvo la presencia de los esclerocios en las colonias, es
por ello que no se establecid ningun método para su estudio. Sin embargo en
las referencias bibliograficas donde se menciona la etiologia de la enfermedad,
asi como la patogénesis se menciona solo la forma y las dimensiones de los
mismos, pero no asi un procedimiento especifico para su estudio en
ornamentales, es por ello la necesidad de efectuar un estudio para la
determinacion de los mismos en los medios de cultivo; condiciones de luz;
formacion en los tejidos afectados y su viabilidad en laboratorio y campo; vy el
papel en la patogénesis y ciclo de la enfermedad en las unidades de produccion
donde se obtuvieron dichas cepas.
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5.- PRUEBA DE PATOGENICIDAD

5.1.- Inoculacion de sustratos

= Bot 01: Una vez transcurrido 7 dias de la inoculaciéon, las plantas
comenzaron a presentar los primeros sintomas de la enfermedad, siendo
éstos: la decoloracion de las flores, el apice de las hojas basales presentando
una pudricién blanda con tonalidades verde - marrdn y en las hojas banderas
se evidencia una pequefia clorosis en la base (Figura 30). Al llegar a los dias
15 - 18 de incubacidén las plantas presentaban un mayor deterioro de la
misma, siendo evidente la deshidratacién de los tejidos y mal formacion de las
hojas. Al efectuar los cortes longitudinales y transversales de los tallos, se
encontré que estaban necrosados, sobre todo cercano al cuello de la planta. Al
realizar la comparaciéon con el testigo y con otra cepa (Figura 30 B-C), los
sintomas aéreos se pueden confundir facilmente con estrés hidrico. A partir del
dia 25 fue cuando se observd la muerte total de las plantas y sélo el tallo

presentd sintomas de putrefaccion.

Figura 30. Plantas de gerbera de maceta inoculadas con Bot 01. A: Sintoma a los 7 dias; B: Planta a los 15 dias;
C: Planta inoculada y el Testigo.

= Bot 02: Una vez transcurrido 8 dias después de la inoculacidon (ddi), las
plantas comenzaron a presentar un amarillamiento en las hojas bajeras y

cambio en el angulo de la disposicién foliar (Figura 31). Al seguir la
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evaluacion, solo a partir del dia 13 se evidencid el doblez en el apice de las
hojas y el peciolo; pero la planta nunca llegd a manifestar otro tipo de
sintomas asi como tampoco, al transcurrir un mes de la inoculacién, esta llego
a morir; pero al efectuar el aislamiento se obtuvd la colonia del patdgeno.
Esto nos indica que cuando el patdgeno se encuentra en el sustrato no es
capaz de ocasionar la muerte de las plantas; pero si puede ser una fuente de

inéculo primario.

Figura 31. Plantas de gerbera de maceta inoculadas con Bot 02. A: Cambio del angulo en la insercion de la hoja;
B: Necrosamiento en la hojas bajeras; C-D: Doblez de los apices y tallo floral.

= Bot 03: En este caso la planta solo presenté amarillamiento y un leve
cambio en el dngulo de insercion al tallo de las hojas bajeras a partir del dia 13
ddi (Figura 32). A partir del dia 18 al 21, se notd un leve doblez en el apice de
algunas hojas, y una leve clorosis en las hojas banderas. Al igual que la cepa
anterior no produjo la muerte de la plantas. Pero al efectuar el aislamiento de

tejido del tallo (con necrosamiento), se pudo aislar el patdégeno.
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Figura 32. Plantas de gerbera de maceta inoculadas con Bot 03. A: Plata a los 7 ddi; B-D: Planta a los 18 ddi.

= Bot 04: Esta es una cepa que se comportd totalmente atipica a las otras, a
pesar de que se esperaba que no ocurriera la enfermedad, en vista de que fue
obtenida de flores de rosas; los sintomas de marchitez se comenzaron a
evidenciar a partir del dia 5 ddi y se presentaron 2 tipos de sintomas muy
diferentes entre ellos (Figura 33), siendo el mas evidente una necrosis en el
peciolo de las hojas bajeras, mientras que en las otras plantas se encontrd una
necrosis total de las hojas bajeras y en el apice de las hojas superiores un
doblez y pudricidon blanda (Figura 33-C). Al llegar al dia 10, se encontraron
gran parte de las plantas inoculadas muertas y solo 1 de ellas con los sintomas
en proceso intermedio, pero al efectuar el corte de los tallos se evidencié la
necrosis total de estos en todas las plantas. Esta fue la cepa que presentd
mayor agresividad en comparacion con las otras y demuestra que el origen de
la misma no influye en la susceptibilidad del hospedante a la enfermedad. Al
efectuar los aislamientos de los distintos tejidos de la planta (raiz; tallo; hojas
y peciolo floral) se encontré al patégeno en cada uno de ellos, demostrando de
esta manera que Botrytis, es uno de los causantes de la marchitez de la

gerbera, asi como su movimiento en forma sistémica en la planta.
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Figura 33. Plantas de gerbera en maceta inoculadas con Bot 04. A - B: Necrosis en hojas bajeras; C: Doblez del
apice de las hojas y presencia de la pudriciéon blanda; D: Planta inoculada a los 10 dias; E: Comparacion entres
las plantas inoculadas y el testigo.

= Bot 05: En este caso en particular se comenzaron a observar los primeros
sintomas a partir del dia 6 ddi, siendo estos un amarillamiento bien
significativo de las primeras hojas de las plantas, a partir del dia 8 se comenzé
a observar una leve necrosis del peciolo de las hojas maduras (Figura 34-B),
para el dia 12 se evidencié un doblez en los apice de las hojas y para el dia 15
todas las plantas se encontraban muertas (Figura 34-D). De la misma manera
gue la cepa anterior al efectuar los aislamientos de todos los 6rganos de la

planta se encontré el patégeno, confirmando asi que este es capaz de producir
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la marchitez y muerte en gerbera por medio de sustratos contaminados y su
agresividad va a depender de la virulencia del patégeno y no de la zona

geografica de donde este se obtenga.

Figura 34. Plantas de gerbera en maceta inoculadas con Bot 05. A: Amarillamiento de las hojas; B: Necrosis de
los peciolos; C: Doblez de las hojas; D: Muerte de las plantas.

Los estudios realizados por diversos autores entre ellos Oszkinis y Lisiecka,
(1990); Bigre et al., 1990; Bafion et al., 1993; Hurtado et al., 2001; Hurtado y
Subero, (2003); Hurtado, (2004) y Daughtrey, (2011); sefalan como la
principal enfermedad del sustrato o suelo a la marchitez repentina causada por
Phytophthora cryptogea (Phytophthora de la Gerbera, enfermedad limitante del
cultivo); sin embargo con este ensayo se demuestra que una cepa virulenta de
Botrytis cinerea, es capaz de causar la marchitez en la planta de gerbera de
una forma repentina y con sintomas muy similares a los causados por P.
cryptogea. Al efectuar las comparaciones entre ambas enfermedades,
encontramos que las cepas Bot 04 y Bot 05, presentaron los primeros sintomas
a 5y 6 ddi, vy las plantas se encontraron muertas para los dias 10 y 15
respectivamente; al igual que en el caso del otro patdégeno para gerbera.
Demostrando que esta B. cinerea, puede causar mas pérdidas econémicas en

menor tiempo, cuando se presentan las condiciones ideales para una epidemia.
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5.2.- Inoculacion foliar

Al efectuar las pruebas de patogenicidad usando inoculacién foliar, se
obtuvieron resultados iguales a los obtenidos y observados en campo en los
muestreo realizados. De igual manera que en la prueba anterior cada cepa
presentd sintomas muy particulares que nos permiten identificar la presencia

de la enfermedad en el cultivo, tal como se puede ver a continuacién:

= Bot 01: El primer sintoma y signo se evidencié en la inflorescencia con la
esporulacion en las flores verdaderas y la caida del capitulo a los 6 ddi,
(Figura 35). A partir del dia 8, se comenzaron a evidenciar las manchas
foliares necroticas y momificadas, sin la presencia de halo a partir del borde de
las hojas maduras y una vez que esta fue avanzando se observd la presencia

del signo en ellas.

A partir del dia 15, las inflorescencias colapsaron sobre las hojas y apice de las
plantas y para el dia 18, se encontré la esporulacién del patdégeno y un
amarillamiento en las hojas bajeras, vy luego en el dia 20, los dafios eran
notables en las hojas banderas y de alli comenzé la marchitez y putrefaccion
de la planta generando un aroma muy similar al que se presentd en la unidad
de producciéon. Dicho aroma es notable desde el momento en que comienza la
caida del capitulo. A los 25 ddi, se comenzd a ver un micelio blanco algodonoso
sobre los tejidos y para el dia 32 escasamente se evidenciaba el comienzo de
la formacion de esclerocios e innumerables exudados hialinos y blanquecinos
sobre las hojas casi desintegradas. Los primeros sintomas fueron identificados
en la unidad de produccién donde se obtuvo la cepa; y muy dificilmente se

puede encontrar un estado avanzado de la enfermedad (Figura 35 G-F), por
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el manejo integrado de enfermedades, siendo la labor cultural una de las

herramientas prioritarias en la unidad de produccion.

Figura 35: Plantas de gerbera de maceta con inoculacion foliar de Bot 01. A: Presencia de micelio en el capitulo.
B: Caida del capitulo; C-D: Manchas foliares; E-F: Signo de la enfermedad.

= Bot 02: Los primero sintomas se evidenciaron a los 7 ddi, con la caida vy
deformacion de la flor (Figura 36), a partir del dia 12, se observé que las
hojas de las plantas presentaban un doblez en las hojas, siendo generalmente
el envés el que estaba en la cara superior de la planta, luego del dia 15,

comenzdé una podedrumbre de color castafio claro en las hojas la cual
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avanzaba por la nervadura principal, y los tejidos ya dafados comenzé a

emerger el signo de la enfermedad.

A partir del dia 22 ddi, se observd el colapso de la planta y el micelio gris sobre
los tejidos totalmente degradados. La formacion de los esclerocios comenzd en
las hojas bajeras y en los botones florales (Figura 36 F-G). De los sintomas
observados, sélo la deformacién y caida del capitulo; asi como la mancha
acuosa son iguales a los obtenidos en la unidad de produccién en el muestreo,

lo que corrobora que nos encontramos en presencia del mismo patdgeno.

Figura 36. Plantas de gerbera de maceta con inoculacién foliar de Bot 02. A-B: Sintoma en la flor; C-D: Sintoma
en la hoja; E-F: Presencia del signo en los tejidos vegetales en putrefaccion.
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= Bot 03: El primer sintoma que se manifestdé fue el micelio blanco
algodonoso en el centro de la flor a los 7 ddi (Figura 37). A partir del dia 10,
se comenzo6 a presentar una pudricidon en las hojas bajeras de color pardo claro
con un fuerte halo amarillo, y en las hojas banderas se evidenciaba la

presencia del signo de la enfermedad.

Para el dia 15 ddi, se mostrd en los tejidos foliares con una necrosis humeda,
doblez en el apice de las hojas superiores y la presencia de un halo verde
claro, mostrando claramente el avance de la enfermedad. Para el dia 18 ddi, la
presencia del signo tipico se encontraba afectando las hojas banderas, flores y
el apice de la planta, y en este momento la pudriciéon era blanda y acuosa con
el micelio gris (Figura 37-F). A partir del mes se evidencié la pudricién total
de la planta y un micelio negro abarcando todos los tejidos, y posteriormente a
los 2 meses fue cuando se presentdé un micelio blanco con numerosos

agregados y exudados hialinos.
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Figura 37. Plantas de gerbera de maceta con inoculacién foliar de Bot 03. A: Sintoma en la flor; B: Pudricion de
hojas bajeras; C-D: Manchas foliares necréticas con halo verde claro; E-F: pudricion blanda con el signo de la
enfermedad; G-H: Presencia del micelio en tejidos en putrefaccion.

= Bot 04: En este caso en particular no se sabia que sintomas se podian
presentar en el cultivo y si éstos a su vez eran similares a los observados en

los muestreos realizados. La primera manifestacion de una anormalidad en las
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plantas inoculadas, fue a partir del 4 ddi con una decoloracién en los pétalos
de las flores abiertas (Figura 38-A). Luego del 6™ ddi, se evidenci6 la caida
del capitulo, el aroma a putrefaccidon, cambio en el angulo en la insercién de la
hoja, doblamiento del apice de las hojas maduras y la presencia de puntos
cloréticos con pequefias manchas foliares las cuales comienzan a partir de los
bordes. Para el dia 10 ddi, se encontraron 2 tipos de pudriciones blandas, las
cuales comienzan desde el peciolo de las hojas hacia el apice de la misma. La
primera mancha es pardo oscuro en el haz y pardo claro en el envés con
presencia de micelio blanco. La otra es de pardo oscuro pero con la presencia
de un halo amarillo claro bien demarcado y la hoja se torna verde claro o verde

Mmanzana.

Para el dia 15 ddi, las plantas se encontraban en gran estado de
descomposicién con la presencia bien evidente del micelio gris (Figura 38). Al
terminar el mes el micelio formd agregados; esclerocios y exudados. Y a partir
del 2% mes ddi, se encontré la presencia de los apotecios sobre los tejidos
(Figura 38-H). Demostrando de esta manera que sobre el hospedante se
pueden encontrar la forma sexual y asexual de la enfermedad y que las cepas

provenientes de otros hospederos y/o localidades pueden ser infectivas.
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Figura 38. Plantas de gerbera de maceta con inoculacién foliar de Bot 04. A: Decoloracion en los pétalos de la
flor; B: Doblez del apice y cambio del angulo de insercion de la hoja; C: Mancha foliar desde el borde de la hoja;

D: Mancha parda acuosa desde la base del peciolo; E: Mancha parda con halo amarillento; F: Sintomas a los 15
ddi; G: Formacion de esclerocios y presencia de exudados en tejidos en putrefaccion; H: Presencia de apotecios.
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= Bot 05: En esta cepa la patogénesis fue muy virulenta. Al 3% ddi, al retirar
la cdmara himeda se encontré con varias hojas que presentaban puntos
necréticos y micelio esporulado sobre la lesién (Figura 39-A), También se
observaron dafios en algunas ligulas y la presencia del signo en el capitulo de
la flor, demostrando de esta manera que el patégeno es sumamente agresivo y
para su control los monitoreos deben ser muy consecutivos. Al 4% ddi, se
observo la caida del capitulo y la presencia de un amarillamento en las hojas
bajeras, mientras que el 6 dia ya se evidenciaba facilmente la presencia del
micelio gris sobre los tejidos dafiados (Figura 39-C); para este mismo dia
algunas plantas presentaron el ataque en las hojas banderas; la presencia de
una mancha pardo claro acuosa y el aroma caracteristico de la enfermedad;
para el 8'° ddi se pudo observar que las manchas acuosas se tornaron marron
oscuro, con presencia de un pequefio halo verde claro y en la parte posterior
de los tejidos el micelio gris (Figura 39-D). Al dia 10 ddi, se evidencio el
deterioro total de la planta y para el dia 14 ddi, existid la presencia de
esclerocios y numerosos exudados en lo que quedé de los tejidos (Figura 39
E). A pesar de que se evalud por 4 meses, en esta cepa no se produjeron los
apotecios. Los sintomas obtenidos y la rapidez de estos concuerdan con los
obtenidos en campo, demostrando de esta manera que la forma de
diseminacién; perpetuacion y manifestaciéon de la enfermedad es

principalmente por via foliar o aérea.
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Figura 39. Plantas de gerbera en maceta con inoculacién foliar de Bot 05. A: Primer sintoma foliar; B-C: Sintoma
en los capitulos; D: Evidencia del signo de la enfermedad; E: Formacion de agregados.
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Al efectuar los aislamientos en P.D.A., en oscuridad de hojas, flores y tallos se
evidencio al patdégeno con las mismas caracteristicas a las estudiadas
anteriormente e igualmente las dimensiones de las estructuras medidas,
tomada de los tejidos, lo cual indica que se cumplen los postulados de Koéch,

comprobando que el patégeno aislado es el causante de la enfermedad.

Es de importancia resaltar que las flores son el primer érgano afectado en la
mayoria de los casos y en esta oportunidad se presentaron todos los sintomas
encontrados en los muestreos. Al efectuar la comparacion entre las cepas y los
dias de aparicion de los sintomas en las plantas, se demuestra que este
patdgeno es capaz de causar una marchitez blanda de la planta, siempre y
cuando se tome en consideracion la virulencia de la cepa y no asi su
hospedante fijo o alterno. Al efectuar la comparacién con P. cryptogea, este
patéogeno fue capaz de producir los puntos clordticos a los 3,5 ddi y la
formacion de las manchas holonecréticas a partir del 5% dia (Hurtado, 2004);
mientras que en Bot 05 al 3° dia presentd el dafio necrdético en la hoja y el
signo del patdégeno, confirmando de esta manera lo anteriormente obtenido
con la inoculacién en sustrato, con respecto a la importancia de la enfermedad

en el cultivo.

La humedad relativa y la temperatura jugaron un papel muy importante en la
patogénesis manteniéndose en 90 % y 17 °C respectivamente; pudiéndose
observar las diferencias entre las cepas; sin embargo Salinas et al., 1989
efectuaron estudios sobre los efectos de la temperatura, la humedad relativa y
la edad de los conidios sobre la incidencia de manchas en las flores de gerbera
causada por Botrytis cinerea; encontrando que el patdgeno se pudo aislar
facilmente de las lesiones encontradas y al efectuar la inoculacion dié las
tipicas manchas necréticas, cuando conidias se espolvorearon sobre las flores,
en un corto periodo (5 horas) y una alta humedad relativa con temperaturas

de 18 - 25 ° C, y observaron la descomposicion de flores liguladas. Al igual
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mencionan que un conidio podria dar lugar a una lesidn necrética después de
la germinacion y la formacién de lesiones visibles, lo cual ocurriéo en 1 dia a
18 y 25 ° C. Y los conidios de B. cinerea, almacenados en seco, fueron
capaces de sobrevivir durante 14 meses, siendo capaces de germinar In vitro y

en las flores liguladas.

Con respecto a los resultados obtenidos por Salinas et al., 1989 encontraron
que las temperaturas de 18 a 25 ° C, se observd la lesién dos a cuatro células
en el sitio de la penetracién siendo éste del tipo necrético, pero cuando las
flores se incubaron a 4° C, las lesiones se hicieron visibles a los 3 dias
después de la inoculacién con un grupo de 10 a 14 células y una vez que el
micelio se extiende se observa la muerte de 40 a 50 células a los 18 ddi. Esto
no concuerda que lo obtenido en los ensayos, ya que el patégeno fue capaz de
invadir los tejidos hasta causar la muerte total de la planta. Por otra parte se
corrobord lo obtenido por Raposo et al., 2008 quienes sefalan que el micelio
puede ser infectivo y comenzar el ciclo de la enfermedad como fue en el caso
de Bot 03.

Igualmente, los resultados obtenidos con Bot 03 y Bot 04, reflejaron lo
descrito por Garcés y Orozco, (2007) con respecto a que Botrytis, es capaz de
secretar enzimas pectoliticas y otras enzimas que degradan los tejidos,
facilitando de esta manera la invasion del patégeno a los tejidos de la planta.
Mientras que Jansen, (2010) sefala que en estudios preliminares a
encontrado que las plantas de tomate bajo el ataque del hongo Botrytis
cinerea, liberan una sustancia aromatica que puede ser medida en los viveros,
esta sustancia en forma general son salicilato de metilo, lo cual explica la

presencia de la emisidn del aroma en las cepas Bot 01; Bot 02; Bot 03.
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6.- Evaluacion de la sensibilidad de las cepas de Botrytis a los
principales fungicidas quimicos utilizados por los productores.

Por la complejidad de esta prueba y los resultados obtenidos en ella, se
efectud el analisis por cepa, lo cual permitié evaluar la agresividad de cada una
de ellas y buscar nuevas alternativas de control. Es fundamental recordar que
al realizar los calculos de las partes por milldn de los ingredientes activos, se
considero la concentracién del mismo, es por ello que para el caso del
Clorotalonil la prueba que corresponderia a la dosis comercial es de 0,75 ppm.

En el caso del resto de los fungicidas corresponden a 5 ppm.

Todas las cepas no presentaron sensibilidad al Azoxystrobin, siendo su
caracteristica principal un antiesporulante y erradicante; producto que se
utiliza en los cultivos desde que salié al mercado a pesar de que su registro en
el pais es para el control del patégeno en fresa (Fragaria linneo); el otro
fungicida que no fue tan eficaz, fue Clorotalonil y sobre todo en aquellas
unidades de produccidon donde se encuentra muy cercano lotes de crisantemos
por el uso permanente de estos fungicidas para el control de la roya (Puccinia
oriana) y de la misma Botrytis sp. Los detalles de este ensayo se pueden ver a

continuacion:

= Bot 01: Esta es una de las cepas donde claramente se observd la falta de
sensiblidad del patégeno a los fungicidas seleccionados, presentandose en el
caso de Azoxystrobin (Az), Benomilo (Ben) y Clorotalonil (Cl), crecimiento
micelial en todas las dosis (Figura 40), mientras que en el caso de Iprodione
(Ipr) solo a la dosis de 1000 ppm vy los tratamientos con Carbendazim (Car) se
mantiene la sensibilidad. En los primeros 3 dias no se manisfectaron
diferencias estadisticamente significativas (Anexo 4), pero en el caso de
algunos tratamientos de Az; Ben; Ipr y CI, claramente manifestaban un
comportamiento similar al del testigo, marcandose una diferencia estadistica a

partir del 5% dia, y para el 6® dia se encontraron tratamientos con dosis
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comerciales y superiores a esta en el primer grupo. En este caso para el grupo
de los Benzimidazoles, posiblemente se presenta una resistencia adquirida al
Benomilo y no cruzada, a pesar de que ambos fungicidas presenten el mismo
modo de accidn. Estos resultados son similares a los obtenidos por Kimura et
al., 2001 quienes encontraron que Iprodione permitié el crecimiento micelial a

1000 ppm; una baja sensibilidad a Benomilo con crecimiento en 10 y 50 ppm.

10.¢ Prueba de Sensibilidad en Crecimiento de Bot 01
.

|

Figura 40. Evaluacion del crecimiento micelial de Bot 01 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo; Iprodione;
Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente

similares segin la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Fue evidente que la cepa presentd variaciones en las caracteristicas, mediante
la presencia de los fungicidas, asi como se puede evidenciar en la Figura 41,
donde los tratamientos con Ipr y Cl se formd una compactacién del micelio
sobre el medio del cultivo y mucho micelio aéreo, esto se debe probablemente
a que el fungicidas tienen como principal funcién la inhibiciéon del crecimiento
y el metabolismo energético; al vencer esta barrera el hongo ha sido capaz de
seguir su desarrollo en menos de 7 dias, lapso necesario para la utilizacién de

productos sistémicos en el cultivo. Mientras que el caso de Az y Ben a pesar
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gue las dosis eran muy altas se podia observar la formaciéon de conidios o
esporulacion del hongo en el centro de la placa de petri, al igual que el testigo;
demostrando que el hongo tiene la propiedad de vencer las barreras
fungistaticas de algunos productos y seguir con su reproduccién.

Figura 41. Caracteristicas de la colonia Bot 01 en la prueba de sensibilidad a fungicidas. A: Azoxystrobin a 200
ppm; B: Benomilo a 100 ppm; C-D: Iprodione a 5 ppm; E: Clorotalonil a 100 ppm; F: Testigo

En cuanto a la germinacion de conidios el comportamiento no fue similar, los
tratamientos con Ipr 0,5 - 2 ppm, fueron los que presentaron el mayor nimero
de conidios germinados en comparacién con el testigo (Figura 42), se
presentd un segundo grupo estadistico donde se encontraban todas las dosis
comerciales de Az, Ben, Ipr y Cl, demostrando de esta manera que no se esta
ejerciendo ningun tipo de control con las aplicaciones efectuadas. También se
observd una germinacién en Car 0,5 la cual se podria presumir que si se
realizan continuas aplicaciones de este fungicida se encontrard en un futuro
con problemas de poca sensibilidad en el control. Los resultados obtenidos por

Carrero et al., 2003 quienes encontraron una inhibicion de la esporulacién con
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Cl y Ben, mientras que en Az y Myclébutanil hubo germinacién de conidios;

produccion de conidioforos y conidios.

160 Evaluacidn de Germinacitn de Conidios de Bot 01
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Figura 42. Evaluacion de la germinacion de conidios de Bot 01 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo;
Iprodione; Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes. Tratamientos con la misma letra son
estadisticamente similares segin la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).

= Bot 02: En esta cepa es donde mayor sensibilidad se obtuvo en los
fungicidas; posiblemente porque no se encontraba dentro del grupo un
Propiconazol; Tebuconazol o Captan, que son de uso frecuente en el sistema
de produccidn. Se presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos,
siendo Az 0,5- 2; CI 0,5 y el testigo, fueron los que presentaron el mayor
crecimiento micelial (Figura 43), un segundo grupo donde se encuentra el
resto de los tratamientos de Cl; Az 5 - 10; Ipr 0,5 - 2 ppm. Siendo Az 5, la
dosis comercial que presenté el mayor valor de crecimiento en comparacién

con el resto de los tratamientos.
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En los primeros 3 dias del ensayo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el crecimiento (Anexo 5), pero a partir del
4™ dia se obtuvo una diferencia siendo los primeros tratamientos con Az y Cl,
siendo los que presentaron el mayor diametro, manteniéndose esta tendencia
hasta el final del ensayo. La colonia presentd diferencias en sus caracteristicas
morfoldgicas entre los tratamientos de Ipr y Cl (Figura 44), con un micelio
compacto, y formacion de conidios en todo el desarrollo; también un micelio
ralo y compacto sobre la superficie del medio, con una leve formacién de
micelio aéreo en el punto de crecimiento. En el caso de Az a la dosis comercial
presentd mucha similitud con el testigo; Kimura et al., 2001 senalan que en el
caso de Azoxystrobin hay hongos que probablemente de forma natural no
presentan sesibilidad, por no verse afectado en ninguna via metabdlica; esto

explicaria el comportamiento obtenido.

Prueba de Sensibilidad en Crecimiento de Bot 02

Figura 43. Evaluacion del crecimiento micelial de Bot 02 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo; Iprodione;
Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente

similares segin la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).



147

Figura 44. Caracteristicas de la colonia Bot 02 en la prueba de sensibilidad a fungicidas. A: Azoxystrobin a 5
ppm; B: Iprodione 2 ppm; C: Clorotalonil a 5 ppm; D: Testigo

En cuanto a la germinacién de las conidias (Figura 45), presentd el mismo
patrén de tratamiento del crecimiento, presentandose diferencias
estadisticamente significativas; donde Az 0,5 - 2; CI 0,5 - 5 y el testigo,
fueron los mayores valores de germinacidon, sobre todo a partir de las 48
horas. En este caso la seleccion de los fungicidas para la evaluaciéon de
sensibilidad del patégeno es el mismo en ambas pruebas, pudiéndose
incorporar al Ben; Car e Ipr en el método quimico para el control de la

enfermedad en un lapso de 7 dias.



148

Ewvaluacion de Germinacion de Conidios de Bot 02
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Figura 45. Evaluacion de la germinacion de conidios de Bot 02 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo;
Iprodione; Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes. Tratamientos con la misma letra son
estadisticamente similares segun la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).

= Bot 03: En esta cepa se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos, siendo Az 0,5 - 10 ppm, CI 0,5 ppm vy el testigo, son los que
obtuvieron los mayores valores; pero todos los tratamientos con Cl
presentaron crecimiento micelial, demostrando de esta manera la poca
sensibilidad que presenta este fungicida. Nuevamente se encontré con el
desarrollo del hongo en uno de los fungicidas Dicarboximidas (Iprodione),
hasta la dosis comercial; demostrando en este caso que es necesario efectuar
pruebas mas especificas para determinar que tipo de resistencia se puede
presentar y verificar de esta manera si es al ingrediente activo o al grupo
(Figura 46).

Al evaluar el didmetro de la colonia, se pueden observar (Anexo 6), las
diferencias estadisticamente significativas desde el primer dia de evaluacién y
en el caso especifico del Ipr, hubo dosis donde el patégeno comenzd su
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crecimiento a partir del 5% dia y finalizé con 3 dosis incluyendo la comercial,
las cuales presentaron poca sensibilidad en el tiempo, indicando que el hongo
es capaz de permanecer sobre un medio de crecimiento hasta obtener las
condiciones adecuadas para su desarrollo. Pero al evaluar la germinacion se
encontré con la existencia de tratamientos que presentaron una pequefa
cantidad de valores, en comparacidén con el testigo; sin embargo no dejan de
ser importantes en vista, de que si se presentan las condiciones ambientales
Optimas para la enfermedad, no seria adecuada la aplicacibn de estos

fungicidas en el campo.

Prueba de Sensibilidad en Crecimiento de Bot 03
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Figura 46. Evaluacion del crecimiento micelial de Bot 03 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo; Iprodione;
Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente

similares segun la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).

La colonia presenté diferencias en sus caracteristicas morfolégicas al
compararla con el testigo, pero en forma general se presentd un micelio
algodonoso de color gris claro con bordes blancos (Figura 47), con

crecimiento en forma irregular y asimétrica.
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Figura 47. Caracteristicas de la colonia Bot 03 en la prueba de sensibilidad a fungicidas. A: Azoxystrobin a 5
ppm; B: Iprodione 5 ppm; C: Clorotalonil a 10 ppm; D: Testigo

Por otra parte en la prueba del comportamiento de la germinacién de conidios,
se efectué con micelio, en vista de que esta cepa no presentd estas
estructuras, sin embargo se obtuvo resultados en los fungicidas muy distinto
al crecimiento, presentdandose de igual manera diferencias significativas
(Figura 48), pero en este caso la germinacién ocurri6 en todos los
tratamientos de Az, y Ipr 10 - 500 ppm, siendo la principal funcién de estos
productos evitar la esporulacién y germinacion de los conidios. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Kimura et al., 2001 quienes
reportan a B. cinerea, fue capaz de crecer y germinar en Iprodione en altas
concentraciones y una adaptacion; seleccion y presién de los aislamientos en
1.000 ppm. Mientras que Montealegre y Vasquez, (1996) mencionan que la

germinacién de las conidias en Iprodione y Vinclozolin se obtuvo hasta en 200

ppm.
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Figura 48. Evaluacion de la germinacion de conidios de Bot 03 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo;
Iprodione; Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes. Tratamientos con la misma letra son

estadisticamente similares segun la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).

= Bot 04: En esta cepa en particular existe una clara diferencia estadistica
entre los tratamientos, siendo todos los tratamientos con Az, Ben 0,5; Cl 0,5 -
200 ppm vy el testigo son los que presentaron el mayor didmetro de
crecimiento de las colonias del hongo bajo esta metodologia, demostrando de
esta manera la poca sensibilidad que presenta esta cepa a los fungicidas
seleccionados. En cuanto a los otros productos se encontré desarrollo en Ben 2
- 10 ppm; Ipr 0,5 - 10 ppm y Car 0,5; minimizando de esta manera las
posibilidades de control bajo el método quimico (Figura 49). Los resultados
obtenidos por O “Neill y Mc Quilken, (2.005) demuestraron la resistencia del
hongo al Iprodione, el cual proporciona un control incompleto; sin embargo en
el caso de Azoxystrobin, Cuprodinil, Funcloraz, Tebuconazol y Clorotalonil

presentan un control completo sobre B. cinerea.
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Al hacer el detalle en el didametro de las colonias diariamente, se encontré que
en los primeros dias no se presentan diferencias estadisticamente significativas
(Anexo 7), sin embargo existen tratamientos como Az 2 - 5; Ben 0,5; CI 0,5-
2 ppm que presentan un leve crecimiento, igual o muy similar al del testigo;
ya para el 4® dia se puede visualizar la tendencia clara de la poca sensibilidad
de todas las dosis de los tratamientos de Az y Cl, aunado a las dosis
comerciales de Ben e Ipr; mostrando de esta manera que el patdégeno es muy
agresivo vy dificulta su control por lo menos con el método quimico; haciendo
necesario el estudio de la resistencia del patégeno a estos fungicidas y evaluar
gue tipo se puede presentar; asi como se puede evidenciar en el estudio
realizado por Gepp et al., 2012 quienes evaluaron la resistencia a fungicidas en
Botrytis cinerea en el Uruguay, encontraron 6 aislamientos obtenidos de
cultivos de rosas y encontraron un alto nivel de resistencia a todos los

fungicidas evaluados (Boscalid; Pirimetanil; Iprodione y Carbendazim).

e Prueba de Sensibllidad en Crecimiento de Bot 04
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Figura 49. Evaluacion del crecimiento micelial de Bot 04 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo; Iprodione;
Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente

similares segun la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Las caracteristicas morfolégicas de la colonia fueron muy diversas en
comparacién con el testigo (Figura 50); en los tratamientos con Az hubo
formacion de anillos concéntricos marrdén claro y marrén oscuro con un borde
blanco y esporulacion en el centro de la placa, en el caso de Ben fue una
colonia gris algodonosa, con Car es una colonia con micelio ralo; y con Cl la
colonia fue marrén clara y con micelio ralo y algodonoso en el borde de la
placa, y en la dosis comercial se encontré en el envés del plato de Petri la
formacion de abundantes microesclerocios; para Ipr el micelio fue algodonoso

en el punto de siembra de la placa y luego se torné ralo y blanco.

Figura 50. Caracteristicas de la colonia Bot 04 en la prueba de sensibilidad a fungicidas. A: Azoxystrobin a 10
ppm; B: Benomilo 5 ppm; C: Carbendazim a 0,5 ppm; D -E: Clorotalonil 5 ppm; F: Iprodione; G: Testigo

En cuanto a la evaluacién de la germinacion de conidios el resultado no fue
similar al de crecimiento; se presentaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos, pero en el caso de Az y Cl a 0,5 ppm son los que resultaron
mayores que el testigo; y en estos fungicidas la germinacion solo ocurri6
desde las concentraciones de 0,5 hasta 10 ppm (Figura 51). En Ipr solo hubo

germinacién en las dosis por debajo de la comercial, lo que nos indica que
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todavia el hongo presenta sensibilidad al fungicida en esta prueba. Al igual que
en el caso de los Benzimidazoles, pudiéndose incorporar estos productos en la
rotacidn, solo y cuando se realice la evaluacion de la incidencia y el patdégeno
se encuentre con las estructuras reproductivas y las condiciones ambientales

estén dadas para su diseminacion.

160 Evaluacion de Germinacion de Conidios de Bot 04
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Figura 51. Evaluacion de la germinacion de conidios de Bot 04 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo;
Iprodione; Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes. Tratamientos con la misma letra son

estadisticamente similares segun la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).

= Bot 05: Los resultados presentaron las mayores diferencias estadisticas,
siendo Az 0,5 - 2; Ben 0,5 - 10 ppm vy el testigo son los que presentaron el
mayor diametro de crecimiento de la colonia en este tipo de ensayos (Figura
52), como segundo grupo estan Az 5 - 10 ppm; Ben 100 - 200 ppm e Ipr 0,5
ppm; un tercer grupo con Ben 500 e Ipr 2ppm y un cuarto grupo significativo
comprendido por Az 100-200 ppm. En este caso en particular nuevamente se
obtuvo que no habia sensibilidad al Ben; pero es la Unica que no presenté
crecimiento en ninguno de los tratamientos con Cl, lo cual nos permite seguir

incorporandolo en la rotaciéon de productos para el control. Carrero et al.,
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2.003 encontraron diversos grupos de fungicidas para el control de la
enfermedad; siendo un grupo conformado por Clorotalonil y Mancozeb,
Botrytis fue capaz de crecer 0,94 y 2,5 cm, otro grupo de fungicidas
conformado por Azoxystrobin y Benomilo donde el hongo crecié 6,84 y 7,22 cm

demostrando de esta manera la resistencia al control de la enfermedad.

Al realizar la comparacién de los tratamientos por el dia de crecimiento, se
pudo observar que a partir del primer dia existen diferencias significativas
entre los tratamiento (Anexo 8) y es solo a partir del 2% dia donde se obtuvo
que el hongo no fue sensibilidad a Ben, incluyendo su dosis comercial;
obteniendo el mayor didmetro (9 cm), a partir del 5% dia de evaluacién, siendo
este el Unico caso donde se presentd este nivel, presumiendo que el fungicida

estimulo el crecimiento del patdgeno.

10 Prueba de Sensibilidad en Crecimiento de Bot 06
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Figura 52. Evaluacion del crecimiento miceliar de Bot 05 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo; Iprodione;

Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente
similares segin la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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En cuanto a las caracteristicas morfologicas de la colonia en los tratamientos
con fungicidas, se observo modificada en comparacion con el testigo (Figura
53); con Az el crecimiento tuvo un patrén floral de color crema con un micelio
ralo en los bordes y una leve esporulacién en el punto de siembra; en el caso
del Ben se formaron 2 anillos concéntricos y la coloracién fue crema y marrén
claro, con esporulacién hasta los 5 cm de didmetro; con Ipr también el patrén
de crecimiento fue floral, pero con un micelio algodonoso de color crema y

marron claro.

Figura 53. Caracteristicas de la colonia Bot 05 en la prueba de sensibilidad a fungicidas. A: Azoxystrobin a 10
ppm; B: Benomilo 200 ppm; C: Iprodione 2 ppm; D: Testigo

Al evaluar la germinacidén de los conidios se presentaron diferencias
estadisticamente significativas con la conformacion de seis grupos; siendo Ipr

0,5 el que presentd la mayor cantidad de conidias germinadas y solo en Ben
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1000; Ipr 500-1000 y CI 200 - 1000 ppm, son los que no presentaron
germinacién de conidios (Figura 54). En todos los tratamientos a las dosis
comerciales resultaron con mas de 4 conidios germinados, lo cual hace
presumir que cuando las condiciones ambientales se encuentran favorables
para la diseminacidn y patogénesis se debe limitar en la aplicacion de los

Benzimidazoles, Dicarboximidas y Estrobirulinas.

50 Evaluacion de Germinacién de Conidies de Bot 05
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Figura 54. Evaluacion de la germinacion de conidios de Bot 05 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo;
Iprodione; Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes. Tratamientos con la misma letra son
estadisticamente similares segun la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Al realizar la evaluacion de la germinacién de las cepas frente a los fungicidas
y sus distintas dosis, nos encontramos que estas presentaban caracteristicas
morfolégicas muy diversas a las 72 horas (Figura 55), en algunos casos soélo
se pudo observa a tras luz, el leve desarrollo micelial dentro del medio de
cultivo 6 la formacion de colonias de mas de 1 cm de crecimiento, en otros
casos se llego a colonizar todo el plato de Petri. En vista de los resultados

obtenidos, es importante considerar la posibilidad de efectuar una evaluacién
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de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) utilizado por Gepp et al., 2012;
con la finalidad de conocer cudl es la metodologia que mejor se adapta a

nuestras cepas.

Figura 55. Evaluacion de la germinacion de conidios de las cepas de Botrytis cinerea a los fungicidas:
Azoxystrobin; Benomilo; Iprodione; Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes.

Se puede determinar que la falta de sensibilidad o resistencia adquirida a un
determinado fungicida se debe al uso continuo en la unidad produccién; asi
como lo sefialan diversos autores citados por Kimura et al., 2001 quienes
mencionan que existe una correlacion de la resistencia de B. cinerea, a los

fungicidas utilizados en invernaderos de ornamentales; pero en el caso de uva
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se logré encontrar una correspondencia entre la resistencia o sensibilidad de
los aislamientos y del predio del cual se obtuvieron. FLORVERDE, (2011)
realizaron un estudio de la eficacia de fungicidas en rosas en la Sabana de
Bogota utilizando Captan, Mancozeb, y Propineb. En el laboratorio Captan fue
quien mostrd el mejor control contra Botrytis, pero al efectuar las aplicaciones
en el campo en espolvoreo y evaluando sobre flores cosechadas e incubadas
en camara humeda, se encontrd que no ejercid ningun control sobre el

patdgeno.

En el trabajo realizado por Modino, (2001); sefala que la resistencia del moho
gris de la vid causado por Botrytis cinerea a los Dicarbiximidas se presenté
desde 1982, y por los resultados obtenidos en este trabajo se debe considerar
la posibilidad de efectuar un estudio de resistencia cuantitativa con el fin de
establecer la disminucion de sensibilidad del patégeno en funcién del tiempo,
para establecer si es continua; direccional o progresiva. Si se toma en cuenta
las diversas variables que nos hacen perder la sensibilidad de las cepas ante
los fungicidas se puede inferir que la alta frecuencia de aplicaciones de los
tratamientos en los distintos cultivos en las unidades de produccién y el
aumento progresivo de las dosis por parte de los productores, la alta poblacion
permanente del patégeno en el ecosistema teniendo hospedantes principales y
secundarios (malezas), en el caso especifico de Bot 04 - Bot 05 y con una alta
produccion de propagulos en un tiempo menor de formacién de cada
generacién; hacen que las posibilidades de la creacion de una resistencia
adquirida y en un futuro se llegue a formar una resistencia cruzada. La
utilizacidon de Triazoles para el control del oidium causado por Erysiphe sp. en
el cultivo, puede controlar también a B. cinerea, es por ello la importancia de

incluir a estos fungicidas en futuros estudios en ornamentales en el pais.

Por lo anteriormente descrito, y por lo reportado por Stehman y De Waard,
(1996); Hilber et al., 1995; es necesario efectuar un monitoreo de la
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resistencia, con el fin de determinar cudles son los genotipos resistentes que
puedan incrementar su frecuencia en la poblacién, hasta hacer inefectivo el
control. Para ello es necesario obtener por lo menos 300 aislamientos y de
ellos detectar por lo menos el 1 % con resistencia a un determinado fungicida;
asi como la incorporacidn en los ensayos de una cepa donde se haya
demostrado la resistencia, preferiblemente en forma molecular, para que sirva
de patrén o referencia. Es de importancia efectuar muestreos en los estados
Mérida; Tachira; Trujillo y Vargas en los distintos cultivos ornamentales e
incluir a las hortalizas en dicho estudio, en vista de que en esos cultivos se
presentan pérdidas por el patdgeno y de igual manera se utilizan los mismos

fungicidas de forma permanente.

7 .- Ensayo de control In vitro de Botrytis cinerea, cepa Bot 05
aislada de gerbera (Gerbera jamesonii) con inductores de
resistencia.

Para este ensayo se efectud la seleccién de una cepa, la cual fue Bot 05

tomando en cuenta los siguientes parametros:

= Al efectuar los muestreos se encontrd afectando flores, hojas y marchitez de

la planta en gerbera de corte y de pote.

= Fue la cepa que presentd mayor esporulacidn en las diferentes condiciones
de luz y formacién de esclerocios en ambos medios de cultivo.

= Presentd un mayor numero de conidiéforos por area, asi como el micelio es
capaz de crecer internamente en la hoja.

= En las pruebas de patogenicidad fue capaz de causar dafio necrotico y el
signo se present6 en 72 horas.

= Presentd una alta sensibilidad a algunos fungicidas en cuanto al crecimiento
de la colonia, pero una baja sensibilidad en cuanto a la germinacién de los

conidios.
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Se observaron diferencias significativas en cada uno de los dias de evaluacion
resultando algunos con diametros de crecimiento micelial muy similar al del
testigo (Tabla 13). El tratamiento que presentdé menor diametro de
crecimiento fue con Silicio (Qs) 3 ml/l + Trichoderma (Tr), sin embargo si se
considera el 3% dia, por los resultados obtenidos en la patogenicidad
observamos que Tr tiene 1,58 cm siendo sélo 0,34 cm menor que el Testigo
(Ts), y a pesar de que pertenecen a grupos distintos encontramos a Qs 3 ml/I
con 1,66 cm; Acido Fosféroso (Ag) 3 ml/l + Mezcla de Trichoderma (TPA), con
1,81 cm y Quitosano (Bd) 8 ml/l + Tr con 1,86 cm, todos ellos de igual manera
fueron de menor valor que el testigo; pero en Ag 7 ml/l y Bd 10 ml/I hallandolo
como el mayor crecimiento con 3,73 y 2,78 cm respectivamente, indicando
de esta manera que estos tratamientos son los menos indicados para efectuar

un control efectivo en lapsos de tiempos cortos.

Para el 7™ dia, se obtuvo 3 grupos estadisticos; en el primero de ellos con
mayor crecimiento estan todas las dosis de Ag, Bd y Qs como inductor
solamente, al igual que el testigo con 9 cm de didmetro; el segundo grupo se
encuentra conformado por Bd + Tra 10 - 12 ml/l; Qs 5 ml/l + Tr y Bd 12 ml/I
+ TPA, indicando que las altas dosis del quitosano y silicio pueden estimular el
crecimiento del patéogeno. En el tercer grupo se encuentro a Tr, el cual fue
el tratamiento que presentd menor crecimiento de Bot 05 con 5,33 cm;
seguido por Ag 3 ml/l + TPA con 5,43 cm; Qs 3 ml/l + Tr con 5,48 cm y Bd 8
ml/l + Tr con 5, 66 cm, considerandose como tratamientos con un buen

control sobre el patégeno.



Tabla 13. Control In vitro de Bot 05 con los inductores de resistencia
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Tratamientos
Evaluaciones

1 2 3 4 5 6 7 PIC
1 Agrifos 3 ml/Its Ag 3 0,73ab 1,22 bcd 2,50 bcd 4,38 bcd 6,89 ab 7,94 abc 9,00 a 0,00 b
Acido 2 Agrifos 5 ml/Its AG 5 0,76 ab 1,19 bcd 2,46 bcd 4,35 cd 6,96 ab 7,73 abcd 9,00 a 0,00 b
Fosféroso 9
3 Agrifos 7 ml/Its Ag7 0,74 ab 2,09 a 3,73 a 5,64 a 8,03 ab 8,65 ab 9,00 a 0,00 b
Quitosano 4 Biorend 8 ml/Its Bd 8 0,74 ab 1,27 bcd 2,11 bcd 6,02 a 7,84 ab 8,88 a 9,00 a 0,00 b
5 Biorend 10 ml/Its Bd 10 0,75 ab 1,66 ab 2,78 ab 5,99 a 7,59 ab 8,54 ab 9,00 a 0,00 b
6 Biorend 12 ml/Its Bd 12 0,73 ab 1,37 bcd 2,42 bcd 5,74 a 7,79 ab 8,73 ab 9,00 a 0,00 b
Silicio 7 Quick sol 2 ml/Its Qs 2 0,74 ab 1,30 bcd 2,39 bcd 5,65 a 7,84 ab 8,75 a 9,00 a 0,00 b
8 Quick sol 3 ml/Its Qs 3 0,75 ab 1,28 bcd 2,18 bcd 5,53 ab 7,73 ab 8,72 ab 9,00 a 0,00 b
9 Quick sol 5 ml/Its Qs s 0,75 ab 1,31 bcd 2,26 bcd 5,59 a 7,54 ab 8,56 ab 9,00 a 0,00 b
Trichoderma 10 Tricobiol 0,65 ab 1,01 cd 1,58d 2,46 hijk 3,93 b 4,78 gh 533b 40,74 a
harzianum Tr
Mezcla de 11 Tricho Plus A 0,902 1,14 bcd 2,37 bcd 3,78 def 5,23 ab 5,79 defgh 6,58 b 26,85 ab
Trichoderma TPA
Acido 12 Agrifos 3 ml/Its + Tricobiol 0,932 1,18 bcd 2,37 bcd 3,67 defg 4,95 a 5,87 defgh 6,61 b 26,57 ab
Fosféroso + Ag3 +Tr
Trichoderma ;3 Agrifos 5 ml/Its + Tricobiol 0,80ab 1,18 bcd 2,23 bed 2,75 fghijk 5,12 ab 5,66 efgh 6,48 b 27,96 ab
harziaunm Ag5+ Tr
14 Agrifos 7 ml/Its + Tricobiol Ag7 +Tr 0,79 ab 1,13 bed 2,09 bed 2,75 fghijk 4,88 ab 5,78 defgh 6,58 b 26,94 ab
Quitosano + 15 Biorend 8 ml/Its + Tricobiol 0,75ab 1,54 abcd 1,86 bcd 2,60 ghijk 4,13 b 5,03 fgh 5,66 b 37,13 ab
Trichoderma Bd 8 + Tr
harziaunm 16 Biorend 10 ml/Its + Tricobiol Bd + Tr 0,922 1,13 bed 2,23 bed 3,46 defghi 5,01 ab 6,95 abcdef 7,58 ab 15,83 ab
17 Biorend 12 ml/Its + Tricobiol 0,79 ab 1,22 bed 2,06 bcd 2,71 fghijk 4,65 ab 6,06 cdefgh 7,03 ab 21,85 ab

Bd + Tr
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Continuacion...

Tratamientos

Evaluaciones

1 2 3 4 5 6 7 PIC
Silicio + 18 Quick sol 2 ml/Its + Tricobiol 0,80 ab 1,38 bcd 2,02 bcd 3,53 defgh 4,72 ab 5,45 efgh 6,33 b 29,63 ab
Trichoderma Qs2+Tr
harzianum 19 Quick sol 3 ml/Its + Tricobiol Qs3+Tr 0,64ab 0,98d 1,66 cd 1,73 k 3,74 b 4,47 h 5,48 b 39,17 a
20 Quick sol 5 ml/Its + Tricobiol Qs + Tr 0,942 1,18 bed 2,24 bed 3,73 defg 4,45 ab 5,75 defgh 6,84 ab 23,98 ab
Acido 21 Agrifos 3 ml/lts + Tricho Plus A Ag 3 + 0,73 ab 0,96 d 1,81 bed 2,34 ijk 3,95b 4,85 gh 5,43 b 39,72 a
Fosféroso + TPA
Mezcla de 22 Agrifos 5 ml/Its + Tricho Plus A Ag5 + 0,71 ab 1,03 cd 1,96 bcd 2,74 fghijk 4,59 ab 5,53 efgh 6,52 b 27,59 ab
Trichoderma TPA
23 Agrifos 7 ml/Its + Tricho Plus A Ag 7 + 0,77 ab 1,15 bed 2,05 bcd 2,69 fghijk 4,73 ab 5,40 efgh 6,54 b 27,31 ab
TPA
Quitosano + Biorend 8 ml/Its + Tricho Plus A Bd S + 0,76 ab 1,12 bcd 2,33 bed 2,68 fghijk 4,52 ab 5,13 fgh 6,29 b 30,09 ab
Mezcla de 24 TPA
Trichodermas i
r r Biorend 10 ml/It + Tricho Plus Bd 10 + 0,51b 1,18 bcd 2,35 bed 3,26 defghij 4,93 ab 5,74 defgh 6,43 b 28,61 ab
25 A TPA
Biorend 12 ml/It + Tricho Plus Bd 12 + 0,892 1,08 bcd 2,14 bcd 2,72 fghijk 4,69 ab 6,68 bcdefg 6,68 ab 25,74 ab
26 A TPA
Silicio + Quick sol 2 ml/It + Tricho Plus Qs 2+ 0,75ab 1,58 abc 1,99 bed 2,14 jk 4,58 ab 5,59 efgh 6,58 b 26,85 ab
Mezcla de 27 A TPA
Trichoderma i
T r Quick sol 3 ml/It + Tricho Plus Qs3 + 0,77ab 1,38 bcd 2,19 bed 3,13 efghij 4,54 ab 5,49 efgh 6,48 b 28,06 ab
28 A TPA
Quick sol 5 ml/It + Tricho Plus Qs5 + 0,872 1,28 bed 2,13 bed 3,14 efghij 4,32b 5,11 fgh 6,50 b 27,78 ab
29 A TPA
Testigo 30 Testigo Ts 0,83 ab 1,22 bed 1,92 bcd 4,03 de 7,19 ab 7,23 abcde 9,00 a 0,00 b

Tratamientos con la misma letra son estadisticamente similares segin la prueba de Tukey (P<0,05).



164

En cuanto al Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento (PIC), los mejores
tratamientos fueron Tr con 40,74 %; seguido de Ag 3 ml/l + TPA con 39,72
% y QS 3 ml/l + Tr con 39, 17%.

Al evaluar las caracteristicas fungistaticas de este ensayo, se pudieron
observar diferencias entre los tratamientos a partir del 3° dia. En el caso de
los enfrentamientos con Trichoderma (Figura 56), se evidencid el poco
crecimiento que presenta Bot 05 en el tratamiento con Trichoderma harzianum
(Tr), en comparacidon con la mezcla de Trichoderma (TPA), pero al hacer
énfasis en los controladores la colonia de TPA, es mas compacta y con mayor
evidencia de esporulacién. En la combinacion de los tratamientos los que
demostraron una mejor tendencia al control estadisticamente, de igual
manera lo mostraron fungicamente (Figura 57), resaltandose los cambios de
color en la colonia y el medio de cultivo por parte de TPA con Acido Fosforoso
(Ag) a 3 - 5 ml/l, Silicio (Qs) a 2 ml/l y Quitosano (Bd) a 10 m/l y la alta
formacién de conidias. Pero en el caso de Qs 3 ml/l + Tr, es el Unico el cual la
cepa de Trichoderma presenta una marcada esporulaciéon. Un resultado que
debe ser tomado en cuenta es el obtenido por Bd, es uno de los productos de
mayor uso en la unidad de produccidn y por recomendacion del fabricante se
pueden utilizar dosis mayores a las comerciales, sin embargo por lo observado
en la Figura 58, se evidencia un favorecimiento en el crecimiento del

patdégeno y no asi en los Trichodermas.
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Figura 56. Evaluacion In vitro al 3°" dia. A: Enfrentamiento con Tricobiol; B: Enfrentamiento con Trico
Plus A

Figura 57. Ensayo In vitro al 3°" dia. A: Biorend 8 ml + Tricobiol; B: Quick sol 3 ml +
Tricobiol; C: Agrifos 5 ml+ Trico Plus A; D: Agrifos 3 ml + Trico Plus A; E:
Quick sol 2 ml + Trico Plus A; F: Biorend 10 ml + Trico Plus A
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Biorend 12 mi/its + Tricobio

end 12 mi/its « Trichopius A

Figura 58. Comportamiento del patégeno ante la dosis mas alta de Biorend y el enfrentamiento con las cepas
comerciales de Trichoderma. A: Enfrentamiento con Tricobiol; B: Enfrentamiento con Trico Plus A

A los 7 dias se encontrd que los enfrentamientos con Trichoderma, que a pesar
de que Tr, fue el mejor tratamiento en el PIC, se produjo una alta esporulacién
por parte del patégeno (Figura 59), en comparacion con TPA, el cual produjo
cambios de color en la colonia, invasién del espacio logrando un micelio ralo y
con esporulacién solo en el punto de crecimiento por parte de Bot 05. Mientras
gue Ponce, (2002) obtuvd que la mezcla de las cepas nativas de Trichoderma
fueron la mas eficaces en el control de Botrytis cinerea en Frutilla (Fragaria
chiloensis y F. Ananassa) a nivel In vitro e In vivo. Mientras que Arco, (2011)
en la evaluacion de 17 cepas nativas, seleccion6 una cepa promisoria (10B
Trichoderma atroviridae), la cual mostrd caracteristicas biocontroladoras,
crecimiento y capacidad de formacion In vitro en Botrytis cinerea aislada de

rosa.
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Figura 59. Comparacion del enfrentamiento de Trichoderma con Bot 05. A: Bot 05 + Tricobiol;
B: Bot 05 + Trico Plus A

Al comparar los 4 mejores tratamiento, en los cuales se obtuvd el menor
crecimiento del patdgeno, encontramos que Qs 3 ml + Tr, fue el tratamiento
gue no presentd esporulacién de Bot 05 (Figura 60). Y cuando se evalud el
comportamiento de los Trichodermas vy su pudo observar la alta esporulacién
por parte del patdégeno, pero en el caso de TPA se evidencia la mezcla de las
cepas, predominando una de ellas en el centro de la colonia. Sin embargo
Bautista et al., 2006 reportan que la disminucion en el crecimiento a nivel In
vitro con quitosano a 0,75 mg/l de Alternaria alternata, Botrytis cinerea,
Colletotrichum gloeosporioides y Rhizopus stolonifer, sin embargo se puede

estimular la esporulacién en P. digitatum, en concentraciones de 0,5y 1,5 %.
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Figura 60. Los mejores tratamientos en el control In vitro de Bot 05. A: Bot 05 + Tricobiol; B: Bot 05 + Quick
sol 3 ml/I + Tricobiol; C: Bot 05 + Agrifos 3 ml/l + Trico Plus A; D: Bot 05 + Biorend 8 ml/I + Tricobiol

Algunos autores, tales como Bautista y Bravo (2004); Hernandez et al., 2005 y
Bautista et al., 2006, sefalan la capacidad de algunos inductores los cuales,
son capaces de controlar o cambiar las caracteristicas de B. cinerea. En
nuestro caso se evidencian diferencias en las colonias con Ag (Anexo 8),
obervandose una menor esporulacién en Ag 7 ml/l y deformacién del micelio;
mientras que en el caso de Bd, se mostrd la formacion de anillos concéntricos
(Anexo 9). En el caso de Qs, la colonia no presentd esporulacion, y se

formaron mayor cantidad de anillos concéntricos en comparaciéon con Bd, pero
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en las dosis de 2 - 3 ml/l hubo una degeneracién del micelio, siendo esta una
buena estrategia de control.

Si evaluamos las caracteristicas del resto de los tratamientos, estos se

caracterizaron de la siguiente manera:

= Acido Fosféroso (Ag) + Trichoderma harzianum (Tr): Al aumentar la dosis
del Ag aumenta la esporulacion del patégeno (Anexo 11), lo que demuestra

que la combinacién de estos tratamientos pudiera no ser el mas indicado.

= Quitosano (Bd) + Trichoderma harzianum (Tr): En las dosis menores se
formo una barrera entre ambos microorganismos marcaron su delimitacién, sin
embargo esta barrera sufrid una ruptura por parte de Bot 05 invadiendo a Tr
(Anexo 12).

= Silicio (Qs) + Trichoderma harzianum (Tr): A medida que aumento la dosis
de Qs disminuyd el tamafio de Tr y su esporulacién, sin embargo a 3 ml/l no

se obtuvo esporulacién del patdégeno (Anexo 13).

= Acido Fosféroso (Ag) + Mezcla de Trichoderma (TPA): En los tratamientos
con 3y 5 ml/l, en la dosis de 5 ml fue la Unica donde el patégeno no formod
esporulacion a medida que creci6 (Anexo 14), siendo esta una buena

alternativa para el control de la enfermedad.

= Quitosano (Bd) + Mezcla de Trichoderma (TPA): El patdgeno llego a

esporular y formar una barrera para impedir el avance del TPA. (Anexo 15).

= Silicio (Qs) + Mezcla de Trichoderma (TPA): En este caso solo en la dosis
mayor de Qs, fue el que presentd esporulacion del patégeno (Anexo 16), y

observandose una mayor inhibicién en Qs 3 ml/I.
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8.- Ensayo de control In vivo de Botrytis cinerea (Bot 05)
aislada de gerbera (Gerbera jamesonii) con inductores de
resistencia

Al efectuar este ensayo se tomo en cuenta lo reportado por Garcés y Orozco,
(2007), en un ensayo montado en la sabana de Bogota con Botrytis cinerea,
la cual fue capaz de atacar a diversos cultivos de ornamentales, bajo las
condiciones ambientales, donde la alta humedad relativa tanto diurna como
nocturna, sumada a las temperaturas relativamente altas durante el dia,
provocan la germinacion de las esporas y un desarrollo rapido del hongo el
cual puede ser de muy dificil control. Es por ello que se consideraron estas
condiciones para efectuar el ensayo en Experta - UCV - FAGRO en el mes de
febrero de 2012, y se obtuvo dentro del invernadero variaciones de
temperaturas de 10 £ 2 °C entre el dia y la noche, logrando una humedad
relativa mayor del 90 % con humedecimiento constante de papel periddico, el
cual se coloco alrededor de las plantas de gerbera; garantizando de esta
manera la patogénesis o la accidon del patégeno ante el hospedante como se

pudo observar en el tratamiento testigo.

Uno de los principales objetivos de la ejecucién de este ensayo ademas de
corroborar los resultados obtenidos en el ensayo In vitro; es evaluar la
factibilidad de la aplicacién de estos tratamientos con fines de rentabilidad del
cultivo, y si las plantas puede ser o0 no comerciales, si estas son afectadas por
la enfermedad, de tal forma de darle alternativas viables al productor en
funcion de resolver un problema en la unidad de produccidon. Al evaluar las
variables agrondémicas (Tabla 14), en el control In vivo del patégeno,
encontramos diferencias en el comportamiento de los tratamientos con
respecto al ensayo In vitro; siendo sélo el acido fosféso 3 ml/l (Ag 3) + Mezcla
de Trichoderma (TPA), el que resultdé como uno de los mejores tratamientos en
ambos ensayos. Al evaluar el porcentaje de calcio en las hojas, encontramos

que el acido fosféroso + mezcla de Trichoderma (Ag 5 + TPA) vy el silicio +
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Trichoderma (Qs 2 + Tr) con 0.94 - 0.98 %, respectivamente fueron los
tratamientos donde hubo mayor consumo, sin embargo al realizar la
comparacién con el testigo nos encontramos que en todos los tratamiento se
presentd un consumo de calcio, sin llegar a bajar los niveles criticos en el

cultivo.

Diversos autores sefialan la importancia del calcio en el cultivo, entre ellos
estan Albino et al., 2003, quienes sefialan la importancia del calcio en el
cultivo cuando son flores de corte, logrando disminuir los tiempos de corte y
mayor numero de inflorescencias en los tratamientos cuando se suministro 9 y
12 meq Ca®*/ L y una vida en postcosecha de 18 dias. Mientras que Bernal y
Ballen, (2007) mencionan que el nivel bajo de calcio en los tejidos vegetales
ocasiona un incremento en la permeabilidad de la membrana celular, haciendo
que la susceptibilidad a las infecciones aumenten. Los iones de calcio también
inhiben las enzimas pectoliticas producidas por los hongos al germinar sus
esporas y empleadas para penetrar la superficie foliar lo cual concuerda con lo
dicho por Garcés y Orozco, (2007). Las aplicaciones de calcio efectuadas por
Rojas et al., 2009 lograron una tendencia de mayor grosor de pared de las
células de la rizodermis de ajo (Allium sativum), en aquellos tratamientos
donde se aplicd nitrato de calcio, y la triple combinacidon (Brdcoli-Calcio-
Trichoderma), en comparacidon con el tratamiento control. El suministro de
calcio es importante en el control integrado de enfermedades ya sea por efecto
directo, por su accidn protectora (resistencia de los tejidos) o por la inhibicion
de la poligalacturonasa (enzima relacionada con la desintegracién de tejidos).
El calcio cumple un papel enzimatico indirecto a través de la calmodulina,
enzima que se encuentra en la pared celular y actia como segundo mensajero
regulando procesos como la mitosis, crecimiento del apice, germinacién de
esporas, formacion de yemas, secrecion de alfa amilasa y el transporte polar

del acido indol acético (Garcia y Giraldo, 2009).
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En cuanto al potasio no se presentd un consumo significativo, en comparacion
con el rango establecido por Coliap, 1989. En el caso de la aparicion de las
hojas banderas, después del comienzo de la aplicaciéon de los tratamientos,
Ag5 + Tr fue el que obtuvo el menor tiempo con 3.6 dias, siendo esta una
variable agrondmica de importancia en las labores culturales del cultivo como
es el deshoje, el cual permite la eliminacidon de las hojas viejas de la planta, las
cuales frecuentemente son reservorios del patdgeno; y en algunas épocas del
afio esta practica se pospone por la generacion de nuevas hojas en las plantas.
Otras de las variables de relevancia es el nimero de hojas y el largo de las
mismas; en este caso el mejor tratamiento fue Qs 5 ml/l + TPA con 4.6 hojas
y 11.5 cm valores que se duplicaron en comparacién con el testigo;
demostrandonos de esta manera la capacidad del producto en el control de la
enfermedad vy justificando su aplicacion en un mejoramiento de la calidad de la

planta, y haciendo que esta salga al mercado en menor tiempo.

Por otra parte la formacion de barreras estructurales, es uno de los
mecanismos de defensa mas evidentes es la produccidon y deposicién de
sustancias que actuan como barreras fisicas evitando el avance del patégeno;
estas pueden ser la lignificacién. Estos mecanismos incluyen principalmente la
muerte celular por reaccidon hipersensible, y la acumulacion de metabdlitos
secundarios con actividad antimicrobiana, la acumulacion de enzimas
hidroliticas y la deposicidon de sustancias de refuerzo que evitan el avance del
patdgeno, entre otros. La reaccion hipersensible ademas esta asociada a la
expresion simultanea o paralela de otros mecanismos de defensa, incluyendo
la acumulacién de fitoalexinas, deposicién de lignina, suberina y proteinas ricas
en hidroxiprolina; y con la produccién y acumulacién de altas cantidades de
proteinas relacionadas con la patogénesis o proteinas PR, que se asocian con el

fendomeno de resistencia sistémica adquirida o SAR El fendmeno de muerte
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celular programada o PCD este mediado por una explosion oxidativa que
libera agentes altamente oxidantes llamados AOS (especies activadoras de
oxigeno)", tales como el superdxido (O? 7) y el perdxido de hidrégeno (H,0,)
[Bernal y Ballen, 2007; Madriz, 2002], con esta investigacion queda
comprobado que este tipo de respuestas se presentan en el cultivo; sin
embargo es necesario efectuar estudios anatdomicos para corroborar las
estructuras que se formaron para la limitacion de del avance del patdgeno en
los distintos tratamientos sobre todo en aquellos donde se utilizé silicio y acido
fésfoso, como se observa mas adelante. Sin embargo por la virulencia que
presenta el patdgeno es necesario conocer cuales son las rutas metabdlicas
que presentaron las plantas a las 48 y 72 horas después de la inoculacién, que

fue cuando ocurrié las mayoria de las presencia de los sintomas.
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Tabla 14. Evaluacidon de las variables agronomicas en el ensayo de control In vivo de Bot 05 con inductores de resistencia.

Tratamientos Aparicion de Numero de Lardo de las
D Py, . Calcio (%) Potasio (%) Hojas Banderas Hojas arg
escripcion Dosis Hojas Banderas
(*) Banderas
T1 Trichoderma (Tricobiol) 0.25 g/l Tr 1 4.11 5.4 bcd 2.8 def 7.8 ef
™ Acido Fosféroso + Mezcla de 3 mil/l + 0.25 g/l Ag 3 + TPA 1.1 4.19 3,8f 3,4 bcd 8,8 cd
Trichoderma (Agrifos + Trico Plus A)
T3 Silicio + Tr/cl_lv_cl?i(zirt‘)f;;?)(Qumk sol + 3 ml/l + 0.25 g/I Qs3+ Tr 1.22 4.63 5.4 bed 2.5 ef 7.4f
T4 Quitosano + T_/I:/rcig:;i/l';na (Biorend + 8 mi/l + 0.25 g/l Bd 8 + Tr 1.03 3.45 4.6 de 4.0 abc 10.4 b
Acido Fosféroso + Trichoderma Ag 5+ Tr 1 3.68
5 (Agrifos + Tricobiol) 5 ml/l + 0.25 g/l 3.6f 45a 74 f
T6 Quitosano + T_F:?g:tt)jiill'Ta (Biorend + 10 mi/l + 0.25 g/I Bd 10 + Tr 1.06 4.22 4.8 cd 4.4 a 8.0 ef
17 Silicio + Trlcl_lv_(:iiigg‘la)(Qumk sol + 2 mi/l + 0.25 g/l Qs2+Tr 0.98 4.61 5.4 bcd 2.4 f 6.0g
T8 Acido Fosféroso + Mezcla de 5 ml/l + 0.25 g/I Ag 5+ TPA 0.94 3.66 5.6 bc 3.3 cde 7.5f
Trichoderma (Agrifos + Trico Plus A)
T9 Acido Fosféroso + Mezcla de 7 ml/l + 0.25 g/I Ag 7 + TPA 1.09 3.94 5.4 bcd 4.5a 9.1c
Trichoderma (Agrifos + Trico Plus A) )
T10 Quitosano + Mezcla de Trichoderma 8 ml/l + 0.25 g/I Bd 8 + TPA 1.1 4.45 6.0 ab 7.8 ef
: : 2.4f
(Biorend + Trico Plus A)
Ti1 Quitosano + Mezcla de Trichoderma 10 ml/l + 0.25 g/I Bd 10 + TPA 1.08 4.37 5.6 bc 4.1 ab 9.4 c
(Biorend + Trico Plus A)
T12 Mezcla de Trichoderma 0.25 g/I TPA 1.03 4.54 6.1 ab 2.5 ef 8.2 de
(Trico Plus A)
T13 Silicio + Mezcla de Trichoderma 3 mil/l + 0.25 g/l Qs 3 + TPA 1.01 4.12 59b 3.4 bcd 9.0c
(Quick sol + Trico Plus A)
T14 Silicio + Mezcla de Trichoderma 5 mil/l + 0.25 g/l Qs 5+ TPA 1.14 3.62 5.6 bc 4.6 a 11.5a
(Quick sol + Trico Plus A)
T15 Testigo ADE Ts 1.23 3.77 6.9a 2.6 def 559

NIVELES MEDIOS EN GERBERA (COLJAP*, 1989)

. Potasio %= 2.20-3.20; Calcio %= 1.00-1.40; (*) = Dias después de la aplicacion de los tratamientos.
estadisticamente similares segin la prueba de Tukey (P<0,05).

Tratamientos con la misma letra son
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Al evaluar las caracteristicas de las plantas en cuanto al control de calidad para
el mercadeo, se observo diferencias significativas entre los tratamientos en
comparacién con el testigo; sin embargo a la hora de seleccionar un
tratamiento con fines del control en las diversas épocas del afio y la eficacia
de estos, asi como su posible combinacion con otros métodos de control es de

importancia considerar los siguientes resultados:

= T1 (Tr): Se observo poco desarrollo general de la planta; las hojas bajeras
presentaron amarillamiento y cambio en el dngulo de inclinaciéon a los 4 ddi
(Figura 61); las manchas foliares se comenzaron a evidenciar a las 48 h
después de la inoculacidn con pequefios puntos clordticos, las cuales
avanzaron hasta las 96 h, y se comenzé a formar un borde purpura y
manteniéndose el halo amarillo. A pesar de que hubo humedad sobre la ldmina

foliar no se observé el signo de la enfermedad.

Figura 61. Control de Bot 05 con Trichoderma harzianum (Tricobiol). A: Plantas de gerbera culminado el
ensayo; B: Hojas bajeras y bandera con los sintomas; C: Detalle de las manchas foliares.
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= T2 (Ag 3 + TPA): Las plantas presentaron buenas caracteristicas
comerciales, facilmente se distinguen las hojas banderas que emergieron
después de la aplicacién del tratamiento (Figura 62). El primer sintoma de la
presencia de la enfermedad se evidencié en el amarillamiento de las hojas
viejas y bajeras a las 48 horas después de la inoculacién. En este tratamiento
no se observaron manchas foliares, resultando un control efectivo de la

enfermedad en el cultivo.

Figura 62. Control de Bot 05 con Acido Fosféroso + Mezcla de Trichoderma (Agrifos 3 ml/l + Trico Plus A). A:
Plantas de Gerbera culminado el ensayo; B: Hojas bajeras y bandera
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= T3 (Qs 3 + Tr): Las plantas no presentaron caracteristicas agronémicas
apropiadas para la comercializaciéon, las hojas banderas se mantuvieron
erguidas, mientras que las maduras y bajeras cambiaron el angulo de
inclinacion y su coloracién, demostrando de esta manera la presencia de la
enfermedad (Figura 63). Las manchas foliares fueron necroéticas, de color
marrén e irregulares y de diversos tamafios, pero en forma general
presentaron un halo amarillo y un borde impidiendo el avance de la
enfermedad. No se observé el signo del patégeno.

Figura 63. Control de Bot 05 con Silicio + Trichoderma (Quick sol 3 ml/l + Tricobiol). A: Plantas de gerbera
culminado el ensayo; B: Mancha foliar con halo amarillento; C: Vista de hojas bajeras; C: mancha necrética
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= T4 (Bd 8 + Tr): Las plantas presentaron sintomas de marchitez a partir
del 4 ddi, las hojas maduras y bajeras hubo cambios en el angulo de insercién
y la hoja tiene un aspecto de deshidratacion, y las hojas banderas presentan
un doblez del borde hacia el centro de la planta (Figura 64). Las manchas
foliares se formaron en el borde de las hojas a las 48 h después de la
inoculacion. Estas eran irregulares, necréticas de color marrén claro, pequefias

y facilmente pasan desapercibidas.

Figura 64. Control de Bot 05 con Quitosano + Trichoderma (Biorend 8 ml/l + Tricobiol). A: Plantas de gerbera
culminado el ensayo; B: Mancha foliar; C: Vista de hojas bajeras
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= T5 (Ag 5 + Tr): Las plantas presentaron poco desarrollo vegetativo, lo cual
las hizo no comerciales. Los primero sintomas se evidenciaron con pequenos
puntos necroticos a las 48 horas después de la inoculacién en diferentes partes
de la ldamina foliar, y estas se desarrollaron hasta formar manchas de 0,9 a 1,5
cm, las cuales fueron creciendo en el borde de la hoja (Figura 65), con la
presencia de un fuerte halo amarillo y evidencia del signo de la enfermedad.
También se evidencid la presencia de la enfermedad por la necrosis en la base
del peciolo de las hojas bajeras, cambio en la inclinacion del angulo de
insercion de las hojas, asi como la deformacién del limbo foliar en las hojas
banderas, en forma general se comenzd a presentar los sintomas de marchitez
a partir del 4% ddi.

Figura 65. Control de Bot 05 con Acido Fosféroso + Trichoderma (Agrifos 5 ml/I + Tricobiol). A: Plantas de
gerbera culminado el ensayo; B: Vista de hojas bajeras; C: Mancha foliar necrética; D: Mancha foliar con halo
amarillento y signo de la enfermedad
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= T6 (Bd 10 + Tr): Las plantas presentaron excelentes caracteristicas
agronémicas, haciendolas aptas para la comercializacidon. El sintoma de la
enfermedad se presento a las 24 h después de la inoculacién con el
amarillamiento de las hojas bajeras y manchas necréticas en las mismas
(Figura 66), las cuales se formaron en el borde de las hojas, siendo de color
marrdn claro y con la presencia de un halo amarillo claro. Solo en 1 hoja se
logré ver el signo de la enfermedad. Y en forma general estas plantas
presentaron mayor cantidad de riego en vista de que fueron muy susceptibles

a la deshidratacion de los tejidos.

Figura 66. Control de Bot 05 con Quitosano + Trichoderma (Biorend 10 ml/l + Tricobiol). A: Plantas de gerbera
culminado el ensayo; B: Mancha foliar con halo amarillento y signo de la enfermedad; C: Vista de hojas bajeras
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= T7 (Qs 2 + Tr): Las plantas presentaron caracteristicas apropiadas para la
comercializacién, a pesar de tener hojas pequefias (Figura 67), En las cuales
se formaron puntos necréticos a las 48 h después de la inoculacién, estos
fueron de color negro y marrén oscuro, y a partir de las 72 h se evidencié un
hundimiento en el tejido afectado y la formacidon de un borde delimitatorio de

la misma.

Figura 67. Control de Bot 05 con Silicio + Trichoderma (Quick sol 2 ml/l + Tricobiol). A: Plantas de gerbera
culminado el ensayo; B:Vista de hojas bajeras; C-D: Detalle de las manchas foliares

= T8 (Ag 5 + TPA): Las plantas presentaron poco desarrollo foliar; aunque se
evidencia una diferencia entre las hojas banderas después de la primera
aplicacion del tratamiento, siendo estas con mayor vigor pudiendose observar
la manifestacion de los tricomas en la nervadura principal de las hojas, siendo
una caracteristica de evaluacion del vigor del cultivo (Figura 68). A las 24 h

después de la inoculacidon se presentd la formacion de pequefias manchas
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necroticas en diferentes zonas de las hojas y un amarillamiento desde la base
de las hojas hacia el apice, el cual no avanzé a partir de las 48 h.

Demostrando de esta manera un efectivo control de la enfermedad.

Figura 68. Control de Bot 05 con Acido Fosféroso + Mezcla de Trichoderma (Agrifos 5 ml/l + Trico Plus A). A:
Plantas de gerbera culminado el ensayo; B: Detalle de los tricomas en las hojas; C: Vista de hojas bajeras; D:
Manchas foliares

=2 T9 (Ag 7 + TPA): Las plantas presentaron buenas caracteristicas
agrondmicas para su comercializacién, no existieron diferencias entre las hojas
banderas y las hojas bajeras en cuanto al color y forma (Figura 69), solo 5

plantas presentaron amarillamiento en las hojas mas viejas luego de la
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inoculacidn y solo en 2 hojas se evidencid un dafio necrético con halo

amarillento a las 48 h ddi, el cual no tuvo avance.

Figura 69. Control de Bot 05 con Acido Foséoroso + Mezcla de Trichoderma (Agrifos 7 ml/1 + Trico Plus A). A:
Plantas de gerbera culminado el ensayo; B: Detalle de las manchas; C: Vista de hojas bajeras

= T10 (Bd 8 + TPA): El 60 % de las plantas presentaron sintomas de
marchitez, en el otro 40 % solo llegaron a formar 2 hojas banderas y estas se
estaban amarillentas, también se encontraron varias hojas con el borde
necrosado (Figura 70). Las manchas necroticas se evidenciaron a las 48 h
después de la inoculacidon, estas se formaron en el borde de las hojas y cerca
de este, a las 96 h se observéd Ila formacién de un borde purpura,
disminuyendo el halo clorético. Las manchas formadas en el borde presentaron
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el signo del patdgeno a partir del 6% ddi, demostrando de esta manera que
este tratamiento no es lo suficientemente efectivo en el control de Ia
enfermedad. En este caso, al igual que los anteriores presentd problemas de

deshidratacion de los tejidos, requiriendo riegos adicionales.

Figura 70. Control de Bot 05 con Quitosano + Mezcla de Trichoderma (Biorend 8 ml/l + Trico Plus A). A:
Plantas de gerbera culminado el ensayo; B: Detalle de las manchas; C: Vista de hojas bajeras

= T11l (Bd 10 + TPA): Las plantas presentaron poco desarrollo, sin embargo
se evidencié una diferencia entre color, tamafo y turgides entre las hojas
viejas y las hojas banderas formadas después de la aplicacidon del tratamiento,
sin embargo estas no obtuvieron caracteristicas comerciales (Figura 71).

Después de la inoculacién, se presentaron los primeros sintomas a las 48 h,
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con manchas necroéticas sin formacién de halo. Estas manchas presentaron
avance hasta las 96 h, posteriormente tomaron aspecto acuoso. Este
tratamiento al igual que los anteriores presenté problemas de deshidratacién

de los tejidos, requiriendo riegos adicionales.

Figura 71. Control de Bot 05 con Quitosano + Mezcla de Trichoderma (Biorend 10 ml/l + Trico Plus A). A:
Plantas de gerbera culminado el ensayo; B: Detalle de las manchas; C: Vista de hojas afectadas

= T12 (TPA): Las plantas no presentaron caracteristicas comerciales éptimas,
sin embargo se puede evidenciar la diferencia entre las hojas banderas y las
hojas viejas de la planta, en las cuales se manifestaron los sintomas de la
enfermedad, con el cambio del angulo de insercién, necrosamiento en el
peciolo (Figura 72). Las manchas foliares se evidenciaron a las 24 h ddi, con
puntos clordticos en diferentes partes de la lamina foliar. A las 72 h ya se
evidenciaba el dafio necrdtico y su avance fue hasta las 96 h, posteriormente

se momificaron, paralizando de esta manera su avance.
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Figura 72. Control de Bot 05 con Mezcla de Trichoderma (Trico Plus A). A: Plantas de gerbera culminado el
ensayo; B: Detalle de las manchas; C: Vista de hojas afectadas

= T13 (Qs 3 + TPA): Las plantas se mantuvieron pequefas y no presentan
caracteristicas comerciales, en algunos casos se observé un aspecto de
marchitez. Las hojas banderas no presentaron un crecimiento, pero si se
evidenci6 facilmente la presencia de los tricomas (Figura 73). Las manchas
foliares solo se observaron en las hojas bajeras, las cuales comenzaron con
gran agresividad a las 24 h con una mancha necrética en el limbo foliar. A las
72 h después de la inoculacién se formd un borde y hundimiento de los tejidos
afectados, sin formacién de halo y desde ese momento se detuvo el

crecimiento de la enfermedad.
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Figura 73. Control de Bot 05 con Silicio + Mezcla de Trichoderma (Quick sol 3 ml/l +Trico Plus A). A: Plantas
de gerbera culminado el ensayo; B: Detalle de las manchas; C: Vista de hojas afectadas

> T14 (Qs 5 + TPA): Las plantas presentaron un buen desarrollo y
caracteristicas comerciales o6ptimas, solo en 1 planta se evidenciaron
diferencias entre las hojas bajeras y las banderas (Figura 74). Se puedé ver
facilmente el desarrollo de los tricomas; las manchas foliares se observaron en
distintas partes de la lamina foliar, con puntos necréticos a las 24 h ddi, pero
al igual que el tratamiento anterior a las 72 h se formd un borde y hundimiento
del tejido afectado y se detuvd el avance de la enfermedad. Estas manchas son
casi imperceptibles; haciendo de esté tratamiento uno de los mejores para el

control de la enfermedad.
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Figura 74. Control de Bot 05 con Silicio + Mezcla de Trichoderma (Quick sol 5 ml/l +Trico Plus A). A: Plantas
de gerbera culminado el ensayo; B: Detalle de las manchas; C: Vista de hojas afectadas

= T15 (ADE - Testigo): las plantas presentaron sintomas evidentes de
marchitez, necrosis en la base del peciolo, cambio en el angulo de insercion de
las hojas, doblamiento del limbo foliar y el aroma caracteristico de la
enfermedad. Las manchas foliares se comenzaron a formar a partir de las 24 h
ddi, siendo los bordes donde se manifestdé en un 80 %, estas avanzaron en el
transcurso de los dias hasta abarcar mas del 50 % de la hoja (Figura 75). En
algunos casos se presentd el fuerte halo amarillo claro y en otras un borde
purpura. Al colocar estas hojas en cdmara humeda se manifesté el signo de la
enfermedad, demostrando de esta manera que el patdégeno fue capaz de
afectar a las plantas en el lugar donde monté el ensayo y bajo las condiciones

que se le dieron al cultivo.
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Figura 75. Testigo del ensayo de Control In vivo de Bot 05. A -B: Plantas de gerbera culminado el ensayo; C:
Vista de hojas afectadas

Al realizar el analisis de los tratamientos que sélo eran de Trichodermas;
encontramos que estos no fueron tan eficientes como se esperaba. Sin
embargo estos resultados concuerdan con los obtenidos por Garcés, (1997)
quien obtuvo como resultado que las pruebas de antagonismo sobre flores de
rosas con T. hamatum y B. subtilis, no fueron efectivos en ninguno de los
tratamientos utilizados. Lisboa, (2003) el cual encontré6 que la cepa de
Trichoderma harzianum sélo fue capaz de reducir significativamente la
incidencia de B. cinerea en racimos de uva, cuando fue aplicada en floracion y
apriete, demostrando que esta cepa era efectiva solo en determinados
momentos del manejo agrondmico del cultivo. Cuando se ha trabajado con
otros microorganismos en el control de la enfermedad esta el trabajo realizado

por Herrera y Naranjo, (2007), los cuales no encontraron diferencias
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significativas entre los tratamientos de Polyversum y Pseudomonas fluorescens
utilizados en como inductores de resistencia en el control de Mycosphaerella
fijiesis, pero P. Fluorescens promovid un mayor vigor en las plantas segun el

grosor del pseudotallo, area foliar y biomasa foliar.

En el trabajo realizado por Navazio et al., (2007), mencionan que la presencia
de exudados de muchas clases de Trichoderma, presentan componentes
quimicos que potencialmente pueden actuar como elicitores y de esta manera
se explica la capacidad de este hongo para activar la resistencia sistémica
inducida (ISR) en cualquier especie vegetal. También sefialan que la
concentracién de Ca** presente en la planta trabaja como un transductor de
sefiales en la interaccidn planta-patdgeno, donde el calcio inicia una cadena de
reacciones en cascada activando la respuesta de defensa de las plantas. A
pesar de que la mayor absorcién de calcio se obtuvo en determinados
tratamientos, estos se mantuvieron bajo los parametros requeridos por la
planta y solo en Qs 5 + TPA, fue donde hubo mayor evidencia de la defensa de

la planta ante el ataque de Botrytis cinerea.

Los aislados de T. harzianum han sido previamente demostrado que reducen la
actividad de las enzimas hidroliticas producidos por B. cinerea; por otra parte,
Trichoderma presentan actividad enzimatica libera gradualmente oligosacaridos
de la pared celular Botrytis, que se acumulan en el medio de cultivo (Navazio
et al., 2007). Sin embargo por los resultados obtenido por otros autores han
encontrado que existen otras especies de Trichoderma, tales como hamatum y
viridae, los cuales han sido efectivos en el control de B. cinerea, lo cual nos
indica que la utilizacion de mezclas comerciales de especies de Trichoderma o
de cepas nativas del hongo provenientes de las unidades de produccién donde

se obtuvo la cepa del patégeno.
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La utilizacién de mezclas de Trichoderma (TPA), y la combinacion con los otros
inductores sobre todo con silicio fueron los mas efectivos en el control de la
enfermedad, posiblemente por la produccién de metabdlitos por parte de las
cepas de Trichoderma, lo cual debe ser estudiado en un futuro (Anexos 14;
15; 16), y en combinacién con el calcio se emite una sefial a la planta, la cual
es capaz en 5 a 10 minutos de enviar una respuesta a nivel celular de la
infeccion del patdgeno y de esta manera iniciar las respuestas fisioldgicas
como la muerte programada de células para detener el avance de la

enfermedad (Navazio et al., 2007).

En el trabajo realizado por Delgado et al., (2006), quienes efectuaron
aplicaciones foliares de calcio y silicio en la incidencia de mildil en lechuga vy
en la evaluacién del porcentaje de area foliar infectada donde el metasilicato
de sodio a 4 mg/l, presentaron menor porcentaje de area foliar infectada, en
comparaciéon con la alta dosis de nitrato de calcio el cual no presentd
disminucion en el porcentaje del area foliar infectada. Sin embargo la
concentracién del silicio en el tejido vegetal fue muy baja lo que
potencialmente no ayudd a favorecer la silificacién de la pared celular y por lo
tanto la resistencia mecanica de la lechuga al ataque del mildit. El estudio
reciente efectuado por Frantz y Locke, (2011), sefalan varios beneficios en la
incorporacion del silicio en cultivos ornamentales como gerberas, rosas, aster,
impatiens, zinnias, girasol, poinsettias y orquideas; siendo uno de los mas
destacados la baja incidencia del mildiu polvoriento con aplicaciones de silicato
de potasio a 30 y 60 ppm observandose que se activaron las defensas de las
plantas, existiendo una supresion del patdégeno con el estimulo de barreras

fisicas con silicio.

En cuanto al quitosano queda demostrado que la dosis mas adecuada es la 10

ml/l con la mezcla de Trichodermas, a pesar de presentar manchas foliares de
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considerable tamano, las cuales pueden servir de foco de diseminacién de la
enfermedad. En este tratamiento se esperaba que se evidenciaran facilmente
barreras que impidieran el avance de la enfermedad a las 48 horas; pero
Bautista et al., 2006, reportan una lignificacibn moderada en las paredes

celulares de tomate a las 48 y 72 h después de la inoculacién con B. Cinerea.

Los reportes de algunos trabajos en cuanto a los fosfitos, los senalan el uso
como alternativas externas en el manejo preventivo de enfermedades, siendo
el fosetil-Al como el acido fosforoso fungicidas capaces de estimular la
formacién de las fitoalexinas que al entrar en el tejido de la planta es
reconocido como metabdlitos del hongo invasor, siendo estos del grupo de los
Oomicetos. Asi cuando el acido fosforoso es absorbido por el hongo, produce
un efecto primario interfiriendo con la estructura y la funcidon de la membrana
del hongo evitando el avance de la enfermedad (HORTITEC, 2011). En los
ensayos efectuados por COLINAGRO, (2007) reportan el fosfito como potencia
el sistema natural de defensa de la planta, tiene accion antifingica sobre
hongos del genero Peronosporales y poder preventivo-curativo perturbando el
metabolismo de los hongos mediante la acumulacion masiva de polifosfatos y

pirofosfatos.

Goémez y Reis, (2011), Mencionan a los fosfitos de potasio o de calcio como
controladores de Pseudoperonospora, Phytophthora, Albugo, Peronospora,
Fusarium spp., Rhizoctonia y Colletotrichum, mientras que al Fosetil Al y
Acibenzolar s-metilico como controlador de  Botrytis spp., al quitosano
controlando a Alternaria padwickii, Bipolaris oryzae, Pyricularia grisea,
Fusarium verticillioides y Sarocladium oryzae; en cuanto a los silicatos y silicio
controlando Fusarium oxysporum y Cercospora coffeicola.
También sefialan que los fosfitos registrados como fungicidas en el mundo son
para el control de Oomycetes, sin embargo el efecto primario de los fosfitos

sobre los patdgenos no estd bien determinado, su accidn como fungicida se
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basa en su influencia en la fosforilacion enzimatica y en el metabolismo del
fésforo en general. Por esto es considerado hasta el momento como el mejor
promotor de fitoalexinas, tdxicas para los patdégenos y su uso es
principalmente para los cultivos de papa, citricos, cerezos, durazno, uval,

peral, tomate y coliflor.

Por los resultados obtenidos en este ensayo queda demostrada la capacidad de
los inductores de resistencia en el control de Botrytis cinerea aislada de
gerbera (Gerbera jamesonii) y su rentabilidad en cuanto a la calidad de las
plantas una vez aplicado los tratamientos; sin embargo se debe considerar la
ejecucion de estudios posteriores en cuanto al comportamiento anatéomico de
las células de las hojas o flores con los tratamientos de silicio y acido fosforoso
con la mezcla de Trichodermas; y se debe incluir una cepa de T. viridae o T.
hamatum; de igual manera conocer cual o cuales tipos y cantidad de
fitoalexinas que intervienen en este proceso y la gran necesidad de repetir
este ensayo en plantas de corte con el fin de evaluar los parametros
agrondmicos tales como diametro de la flor, alto del tallo, tipo de respuesta de
las plantas o flores al ataque del patégeno y evaluar la rentabilidad del o los

tratamientos.

También es importante sefalar, la necesidad de efectuar otros ensayos de
control, pero en esta oportunidad utilizando las curvas progresiva de la
enfermedad como patron de evaluacién y comparar con los distintos métodos
de control (quimico y con la utilizacion de inductores de resistencia) bajo el
esquema de Van Der Planck (1963), y a su vez realizar el monitoreo de
dispersion de la enfermedad dentro del invernadero, establecido por Kerssies,

(1993) en flores de gerbera.
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CONCLUSIONES

Al finalizar el estudio del Botrytis cinerea en gerbera (Gerbera jamesonii), se

ha llegado a las siguientes conclusiones:

*

La metodologia empleada en el muestreo, proporciono suficiente
informacién para el estudio epidemioldgico en los estados Aragua y

Miranda.

Se pudo identificar diferentes sintomas de la enfermedad de Ia
enfermedad presentes en flores; manchas folires y marchitez o

podredumbre de la planta.

Las cepas obtenidas presentaron diferentes caracteristicas morfologicas
en cuanto al micelio; conidiéforo; conidias y germinacion de los

conididforos en el tejido.

El patégeno encontrado corresponde a Botrytis cinerea Pers; el cual se
demostrd que es el causante de la enfermedad en el cultivo, lo cual se

corroboré mediante las pruebas de patogenicidad.

La inoculacién foliar es la metodologia mas apropiada, para la obtencién

de sintomas similares a los obtenidos en campo.

Existe diversidad en el comportamiento de las distintas cepas estudiadas
en cuanto a su desarrollo en condiciones de laboratorio; patogenicidad y
sensibilidad a los fungicidas seleccionados. Pero deben efectuarse

pruebas moleculares para determinar el Grupo al cual pertencen.

La cepa Bot 05 resultdé ser la mas agresiva con necrosamiento de tejido
y signo del patdgeno a las 72 h después de la inoculacion, mientras que

la cepa Bot 03 fue la menos virulenta.
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#* Todas las cepas presentaron poca sensibilidad a Azoxystrobin, mientras
que en el caso de los otros fungicidas hubo sensibilidad dependiendo del

origen de la cepa.

# En el control In vitro los mejores tratamientos fueron Tricobiol (Tr)
40,74 %; Agrifos 3 ml/l + Trico Plus A (Ag 3 + TPA) 39,72 % y Quick
sol a 3 ml/l + Tricobiol (Qs3 + Tr) 39,17 del Porcentaje de Inhibicién del
Crecimiento (PIC).

# En el control In vivo el mejor tratamiento fue Quick sol 5 ml/l + Trico
Plus A (Qs5 + TPA), con inhibicion del avance de la enfermedad; mayor
numero de hojas banderas y largo de las hojas después de la primera

aplicacion.
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RECOMENDACIONES

Al culminar esta investigacion, y por los resultados obtenidos se pueden hacer

las siguientes recomendaciones para estudios posteriores:

*

Efectuar muestreos en los estados Aragua; Mérida; Miranda; Tachira;
Trujillo y Vargas, considerando todos aquellos cultivos afectados por el
patdgeno con el fin de establecer los pardametros epidemioldgicos en

funcion de un manejo integrado de la enfermedad.

Efectuar las curvas de progreso de la enfermedad para cada zona del

pais.

Hacer un estudio comparativo entre la metodologia utilizada en este
trabajo y la de Gepp et al., 2012, en el procesamiento de las muestras

obtenidas en campo.

Efectuar el estudio molecular para determinar la presencia de

poblaciones de B. cinerea o Botrytis pseudocinerea.

Efectuar un estudio sobre los esclerocios en cuanto forma; tamafo y su
papel en el ciclo de la enfermedad, bajo las distintas condiciones

ambientales y manejos agrondmicos.

Efectuar estudios anatomicos para determinar el dafio en los tejidos

causados por el hongo en los diferentes drganos de la planta.

Efectuar ensayos de sensibilidad utilizando una mayor gama de
fungicidas de uso comun en las unidades de produccidon de hortalizas y

ornamentales.

Realizar las pruebas de resistencia y determinar que tipos existen segun

los fungicidas evaluados.
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#% Realizar un estudio econémico con el fin de determinar cual de los
tratamientos del control In vivo, es el mas rentable y adaptable a los

sistemas de produccién.

% Realizar un estudio anatdmico y enzimatico de las plantas ante el ataque
del patogeno.

# Realizar un ensayo In vivo, en flores de corte con la enfermedad y los
tratamientos utilizados, y evaluar pardmetros agrondmicos bajo ese
sistema, con el fin de determinar cuales son las mejores alternativas de

control.
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Anexo 1.

Esquema de los tratamientos en el ensayo de control In vivo de Bot 05 con los inductores de
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Anexo 2. Muestreos realizados desde enero del 2008 hasta enero del 2011, para la obtencién de las cepas de Botrytis sp.

Fechas de muestreo Unidad de Produccién Localidad Municipio Estado Cultivos
12/01/2008; 15/07/2008 Super Plantulas Guayabita Marifio Aragua Vincas; Gerbera de pote;
27/01/2010 Petunias

22/01/2008; 26/07/2008

22/01/2009; 20/05/2009

11/01/2010; 15/02/2010 Finca Monverana Via Pozo de Rosas; Guaicaipuro Miranda Gerbera y Rosas de corte,

15/03/2010; 26/04/2010 sector La Navera Poinsettias

17/05/2010; 14/06/2010

12/07/2010; 16/08/2010

13/09/2010; 11/10/2010

15/11/2010; 13/12/2010

05/01/2011; 17/01/2011
28/01/2011

25/01/2008; 11/06/2008 Flosven Tasajera Revenga Aragua Gerberas de corte y Rosas
13/11/2008 de pote

18/02/2008; 12/06/2008 Agroflos Tasajera Revenga Aragua Gerbera de corte
13/11/2008

20/02/2008; 05/06/2008 Vivero Tropi Rosas San Pedro de los Altos Guaicaipuro Miranda Gazanias; Rosas de pote;

08/09/2008; 18/11/2008 Sector Manzanares Begonias; Vincas
21/01/2010

23/02/2008; 13/06/2008 Finca La Boriza Los Anaucos Guaicaipuro Miranda Rosas de pote

14/11/2008; 23/06/2009

26/02/2008; 21/04/2009 Culflor Carrizales Carrizales Miranda Gerbera y Rosas de corte

19/11/2009; 21/01/2010

01/03/2008; 06/09/2008 Wanaby Tasajera Revenga Aragua Rosas de corte y de pote
12/11/2008

04/06/2008; 21/01/2010 Floricultura La Toma Sector La Navera Guaicaipuro Miranda Crisantemos; Girasol
09/03/2010

04/06/2008; 21/01/2010 Hacienda Fresca Flor Sector La Navera Guaicaipuro Miranda Gerbera y Rosas de corte
09/03/2010

01/08/2008; 13/02/2009 Agricola Dofia Adela Potrerito San Antonio Miranda Gerbera y Rosas de corte;
09/03/2010 Tomate

21/11/2008; 28/01/2009 Inversiones Tiara Plants Club de Campo San Antonio de los Altos Miranda Poinsettias, Gerberas de

22/04/2009; 22/05/2009 pote
23/10/2009

07/01/2009; 18/04/2009 Capachalito Capachal — Colonia Tovar Aragua Fresas y Rosas de pote

06/06/2009; 24/10/2009 Tovar




23/01/2009; 03/07/2009
30/10/2009; 24/03/2010

06/07/2010 Vivero El Horticultor Baruta Baruta Miranda Poinsettias; Rosas de pote
05/02/2009; 06/05/2009 Floricultura Minerva San Pedro de los Altos; Guaicaipuro Miranda Crisantemos; Aves del
03/11/2009; 23/03/2010 via a Hidroponias Paraiso

Venezolanas
27/02/2009; 06/05/2009 Floricultura La Curva de las San Pedro de los Altos. Guaicaipuro Miranda Gerbera y Rosas de corte
03/11/2009; 23/03/2010 Flores Sector Santa Rita

16/07/2010
23/04/2009; 09/10/2009 Califlor Tucutunemo Zamora Aragua Gerbera de corte
12/02/2010;10/06/2010
28/04/2009; 07/07/2009 Alberto Varela San Pedro de los Altos. Guaicaipuro Miranda Rosas de corte

28/10/2009 Sector La Culebra
21/05/2009;09/01/2010
19/01/2010; 19/02/2010
19/03/2010; 24/04/2010
21/05/2010; 18/06/2010
16/07/2010; 13/08/2010 La Serenisima La Lagunita — Colonia Tovar Aragua Rosas de corte
11/09/2010; 15/10/2010 fover
13/11/2010; 18/12/2010
14/01/2011; 29/01/2011
09/07/2009; 20/10/2009 Ornamentales Cormar Cortada del Guayabo San Diego de los altos Miranda Begonias, Gerberas de

17/02/2010 pote; Coquetas
07/08/2009; 14/01/2010
11/02/2010; 11/03/2010
08/04/2010; 18/05/2010
08/06/2010; 08/07/2010
10/08/2010; 09/09/2010
12/10/2010; 09/11/2010 Flores Las Llanadas San Pedro de los Altos Guaicaipuro Miranda Gerbera de corte y
14/1272010; 11/01/2011 Sector Las Llanadas Crisantemos

29/01/2011
07/08/2009; 29/10/2009
14/01/2010; 11/02/2010
11/03/2010; 08/04/2010 Finca La Noguera San Pedro de los altos. Guaicaipuro Miranda Gerbera y Rosas de corte;
18/05/2010; 08/06/2010 Sector Garabato (Pozo Gladiolo; Crisantemos
08/07/2010; 10/08/2010 de Rosas)

09/09/2010; 12/10/2010
09/11/2010; 14/12/2010
11/01/2011; 29/01/2011
11/08/2009; 14/01/2010 El Jardin del Aster San Pedro de los Altos. Guaicaipuro Miranda Gerbera de corte y Aster

26/03/2010

Sector garabato (Pozo




de Rosas)

14/08/2009; 08/12/2009
09/01/2010

Cooperativa Jarillo Arriba
2031

El Jarillo

El Jarillo

Miranda

Gerbera y Rosas de corte

02/10/2009; 20/11/2009
11/01/2010; 15/02/2010
15/03/2010; 26/04/2010
17/05/2010; 14/06/2010
12/07/2010; 16/08/2010
13/09/2010; 11/10/2010
15/11/2010; 13/12/2010
05/01/2011; 17/01/2011
28/01/2011

Vivero Los Montes Verdes

Los Teques

Guaicaipuro

Miranda

Gerbera de corte y de
pote

03/08/2010; 20/10/2010
01/12/2010

Cultivos Veneflor

Paracotos

Guaicaipuro

Miranada

Gerbera de corte y
Poinsettias
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Unidad de Localidad Municipio Estado Cultivos Presencia del patégeno
Produccidn
2008 2009 2010
Super Plantulas Guayabita Marifio Aragua Vincas; Gerbera de Pote; Petunias - - -
Finca Monverana Via Pozo de Rosas, Sector La Navera Guaicaipuro Miranda Gerbera y Rosas de Corte; Poinsettias Si Si Si
Flosven Tasajera Revenga Aragua Gerbera de corte y rosas de pote - Si -
Agroflos Tasajera Revenga Aragua Gerbera de corte si - Si
Vivero Tropi Rosas San Pedro de Los Altos; Sector Guaicaipuro Miranda Gazanias; Rosas de pote; Begonias; Vincas si - si
Manzanares
Finca La Boriza Los Anaucos Miranda Rosas de Pote Si - -
Vivero La Pastora Carrizales Carrizales Miranda Gerbera y rosas de Corte Si - Si
Wanaby Tasajera Revenga Aragua Rosas de pote y de Corte Si - si
Floricultura La Toma Sector La Navera Guaicaipuro Miranda Crisantemos; Girasol Si - Si
Hacienda Fresca Flor Sector La Navera Guaicaipuro Miranda Gerbera y Rosas de corte si - Si
Agricola Dofia Adela Potrerito Miranda Gerbera y Rosas de Corte; Tomate - - Si
Inversiones Tiara Plants Club de Campo San Antonio de los Miranda Poinsettias y Gerbera de pote Si - si
Altos

Capachalito Capachal — Colonia Tovar Tovar Aragua Fresas y Rosas de pote - Si -
Vivero El Horticultor Baruta Baruta Miranda Rosas; Poinsettias; Tomate; Pimenton Si - Si
Floricultura Minerva San Pedro de los Altos, via Guaicaipuro Miranda Crisantemos; Aves del Paraiso Si - Si

Hidroponias Venezolanas
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Floricultura La Curva de
las Flores

Califlor

Alberto Varela

La Serenisima

Ornamentales Cormar

Flores las Llanadas

Finca La Noguera

El Jardin del Aster

Cooperativa Jarillo Arriba
2031

Vivero Los Montes
Verdes

Cultivos Veneflor

San Pedro de los altos; Sector Santa

Rita

Tucutunemo

San Pedro de los altos, sector La

Culebra

La Lagunita — colonia Tovar

Cortada de Guayabo

San Pedro de los Altos, sector Las

Llanadas

San Pedro de los Altos, sector
Garabato (Pozo de Rosas)

San Pedro de los Altos, sector

Garabato (Pozo de Rosas)

El Jarillo

Los Teques

Paracotos

Guaicaipuro

Zamora

Guiaicaipuro

Tovar

San Diego de los Altos

Guaicaipuro

Guaicaipuro

Guaicaipuro

El Jarillo

Guaicaipuro

Guaicaipuro

Miranda

Aragua

Miranda

Aragua

Miranda

Miranda

Miranda

Miranda

Miranda

Miranda

Miranda

Gerbera y Rosas de Corte

Gerbera de corte

Rosas de Corte

Rosas de Corte

Begonias; Gerbera de pote; Coquetas

Gerbera de Corte y Crisantemos

Gerbera y rosas de corte; Gladiolo;

Crisantemos

Gerbera de corte y Aster

Gerbera y Rosas de Corte

Gerbera de Corte y de Pote

Gerbera de Corte y Poinsettias

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Anexo 4. Andlisis Descriptivo del Muestreo

Descriptive Statistics

N

Mean

SD
Variance
SE Mean
C.V.

o

Vool
12
15.917
4.7760
22.811
1.3787
30.007
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Anexo 5. Evaluacion del crecimiento micelial y germinaciéon de conidios de Bot 01 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo; Iprodione;
Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes.

Germinacion

Producto Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
Az 0,5 1,08 a 2,47 a 3,72 a 4,98 a 6,65 a 7,94 a 8,91 a 11,00 ab
Az 2 1,03 a 2,23 a 3,43 a 4,57 a 5,73 abc 7,33 ab 8,58 ab 9,00 ab
Az 5 0,95 a 2,18 a 3,42 a 4,67 a 5,73 abc 7,43 ab 8,66 ab 10,83 ab
Az 10 0,98 a 2,29 a 3,69 a 4,76 a 5,77 abc 7,63 a 8,68 ab 5,17 ab
Az 100 1,07 a 2,30 a 3,56 a 4,73 a 6,03 ab 7,53 ab 8,72 a 3,00 ab
Az 200 1,07 a 2,30 a 3,56 a 4,73 a 6,03 ab 7,53 ab 8,72 a 1,33 ab
Az 500 1,04 a 2,20 a 3,49 a 4,68 a 5,85 abc 7,46 ab 8,68 ab 0,00 b
Az 1000 0,88 a 1,50 a 3,45 a 4,39 a 5,54 abc 6,44 ab 7,43 ab 0,00 b
Ben 0,5 1,07 a 2,32 a 3,57 a 4,76 a 6,03 ab 7,60 a 8,74 a 3,33 ab
Ben 2 1,07 a 2,30 a 3,56 a 4,73 a 6,03 ab 7,53 ab 8,72 a 3,50 ab
Ben 5 1,07 a 2,30 a 3,56 a 4,73 a 6,03 ab 7,53 ab 8,72 a 3,50 ab
Ben 10 1,08 a 2,27 a 3,56 a 4,74 a 6,08 ab 7,63 a 8,76 a 1,83 ab
Ben 100 1,07 a 2,30 a 3,56 a 4,73 a 6,03 ab 7,53 ab 8,72 a 0,00 b
Ben 200 1,04 a 2,30 a 3,62 a 4,77 a 6,08 ab 7,60 a 8,53 ab 0,00 b
Ben 500 1,00 a 2,33 a 3,55 a 4,78 a 5,84 abc 7,27 ab 8,21 ab 0,00 b
Ben 1000 0,00 a 0,90 a 1,18 a 2,18 a 3,19 abc 4,63 ab 5,96 ab 0,00 b
Ipr 0,5 1,04 a 2,30 a 3,62 a 4,77 a 6,08 ab 7,60 a 8,72 a 12,50 a
Ipr 2 0,00 a 1,03 a 2,23 a 3,36 a 4,57 abc 5,65 ab 6,35 ab 13,17 a
Ipr5 0,00 a 0,91 a 1,19 a 2,17 a 3,15 abc 4,08 ab 4,77 ab 8,50 ab
Ipr 10 1,08 a 2,27 a 3,56 a 4,74 a 6,08 abc 7,63 a 4,20 ab 1,83 ab
Ipr 100 1,07 a 2,30 a 3,56 a 4,73 a 6,03 abc 7,53 a 3,46 ab 0,00 b
Ipr 200 1,04 a 2,30 a 3,62 a 4,77 a 6,08 bc 7,60 a 2,95 ab 0,00 b
Ipr 500 0,00 a 0,91 a 1,13 a 1,69 a 2,12 bc 2,42 ab 2,68 ab 0,00 b
Ipr 1000 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b

Car 0,5 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,67 ab



Car 2 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 5 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 10 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 100 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 200 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 500 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 1000 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Clo,5 1,07 a 2,30 a 3,56 a 4,73 a 6,03 abc 7,53 a 8,72 a 11,83 ab
Cl 2 1,07 a 2,30 a 3,56 a 4,73 a 6,03 ab 7,53 a 8,72 a 10,17 ab
Cl5 0,94 a 1,50 a 3,08 a 4,05 a 5,21 abc 5,83 ab 5,95 ab 10,33 ab
Cl 10 0,90 a 1,25 a 2,38 a 3,10 a 4,12 abc 4,61 ab 4,83 ab 6,50 ab
Cl 100 0,90 a 1,24 a 2,52 a 3,50 a 4,38 abc 4,75 ab 4,79 ab 3,00 ab
Cl 200 0,90 a 1,17 a 2,31 a 3,23 a 4,23 abc 4,68 ab 4,77 ab 0,00 b
Cl 500 0,90 a 1,22 a 2,48 a 3,21 a 3,93 abc 4,22 ab 4,27 ab 0,00 b
Cl 1000 0,90 a 1,19 a 2,20 a 3,11 a 3,48 abc 3,78 ab 3,78 ab 0,00 b
Testigo 1,07 a 2,30 a 3,56 a 4,73 a 6,03 ab 7,53 a 8,72 a 14,67 a

Tratamientos con la misma letra son estadisticamente similares segin la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Anexo 6. Evaluacion del crecimiento micelial y germinaciéon de conidios de Bot 02 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo; Iprodione;

Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes.

Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Germinacion
Producto
Az 0,5 1,08 2,47 3,73 4,97 a 6,65 a 7,93 a 8,88 a 9,17 a
Az 2 1,04 2,23 3,43 4,57 a 5,69 a 7,38 a 8,56 a 9,33 a
Az5 0,53 1,69 3,20 4,46 a 548 a 6,45 a 6,85 ab 5,67 ab
Az 10 0,12 1,03 2,23 3,31 abc 4,33 abc 5,41 ab 5,98 ab 1,17 ab
Az 100 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Az 200 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Az 500 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Az 1000 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ben 0,5 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ben 2 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ben 5 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ben 10 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ben 100 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ben 200 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ben 500 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ben 1000 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ipr 0,5 0,20 0,53 1,07 1,47 abc 1,93 abc 2,36 ab 2,88 ab 2,67 ab
Ipr2 0,00 0,00 0,00 0,88 ¢ 1,29 abc 1,56 ab 2,27 ab 2,33 ab
Ipr5 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ipr 10 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ipr 100 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ipr 200 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ipr 500 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ipr 1000 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 0,5 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 2 0,00 0,00 0,00 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b
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Car 5 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 10 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 100 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 200 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 500 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b

Car 1000 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Clo,5 0,88 a 2,22 a 4,29 a 4,87 a 5,68 a 6,33 a 7,03 a 8,33 a
Cl 2 0,51 a 1,37 a 3,38 a 4,20 a 4,80 abc 5,04 a 5,53 ab 8,33 a
Cl5 0,75 a 1,28 a 3,28 a 4,03 a 4,40 abc 4,73 a 5,22 ab 8,50 a

Cl 10 0,58 a 1,18 a 3,16 a 3,97 a 4,35 abc 4,61 a 5,02 ab 7,00 a
Cl 100 0,33 a 1,52 a 2,76 a 3,58 abc 3,94 abc 4,16 a 4,43 ab 6,33 ab
Cl 200 1,19 a 1,43 a 2,63 a 3,09 abc 3,42 abc 3,54 ab 3,88 ab 2,50 ab
Cl 500 0,00 a 0,98 a 1,65 a 2,21 abc 2,80 abc 3,03 ab 3,28 ab 0,83 ab
Cl 1000 0,58 a 1,02 a 1,71 a 1,94 abc 2,01 abc 2,01 ab 2,01 ab 0,00 b
Testigo 0,95 a 2,06 a 4,43 a 592 a 6,88 a 7,69 a 8,70 a 16,67 a

Tratamientos con la misma letra son estadisticamente similares segin la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Anexo 7. Evaluacion del crecimiento micelial y germinaciéon de conidios de Bot 03 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo; Iprodione;
Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
Producto Germinacién
Az 0,5 0,84 a 2,04 a 4,26 a 541 a 6,35 a 7,34 a 7,87 a 3,17 a
Az 2 0,98 a 2,22 a 4,28 a 5,43 a 6,27 a 6,70 ab 6,99 a 2,00 b
Az 5 0,53 ab 1,69 ab 3,20 ab 4,48 ab 5,49 ab 6,48 ab 6,90 a 1,50 b
Az 10 0,12 ab 1,03 ab 2,23 ab 3,31 ab 4,33 ab 5,41 ab 5,98 a 1,67 ab
Az 100 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 1,17 ab
Az 200 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,83 ab
Az 500 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,83 ab
Az 1000 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,17 ab
Ben 0,5 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,33 ab
Ben 2 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Ben 5 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Ben 10 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Ben 100 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Ben 200 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Ben 500 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Ben 1000 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Ipr 0,5 0,20 ab 0,53 ab 1,07 b 1,47 b 1,93 ¢ 2,36 bc 2,88 ab 2,67 a
Ipr2 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 1,29 ¢ 1,58 ¢ 2,88 ab 0,83 ab
Ipr5 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 c 1,10 d 2,27 ab 1,00 ab
Ipr 10 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 b 1,67 ab
Ipr 100 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,50 ab
Ipr 200 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 ab
Ipr 500 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,33 ab



Ipr 1000 0,00 b 0,00 b 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Car 0,5 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Car 2 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Car 5 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Car 10 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Car 100 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Car 200 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Car 500 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Car 1000 0,00 b 0,00 b 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 d 0,00 d 0,00 b 0,00 b
Clo,5 0,88 a 2,22 a 4,29 a 4,87 ab 5,68 ab 6,33 ab 7,03 a 1,50 ab
Cl 2 0,51 ab 1,37 ab 3,38 ab 4,20 ab 4,80 ab 5,04 ab 5,53 a 1,17 ab
Cl5 0,75 ab 1,28 ab 3,28 ab 4,03 ab 4,40 ab 4,73 b 5,22 ab 1,00 ab
Cl 10 0,58 ab 1,18 ab 3,16 ab 3,97 ab 4,35 ab 4,61 b 5,02 ab 0,67 ab
Cl 100 0,33 ab 1,52 ab 2,76 ab 3,58 ab 3,94 b 4,16 b 4,43 ab 0,67 ab
Cl 200 1,19 a 1,43 ab 2,63 ab 3,09 ab 3,42 b 3,54 bc 3,88 ab 0,67 ab
Cl 500 0,00 b 0,98 ab 1,65 b 2,21 ab 2,80 b 3,03 bc 3,28 ab 0,17 ab
Cl 1000 0,47 ab 0,84 ab 1,35 b 1,58 b 1,61 c 1,61 c 1,61 ab 0,00 b
Testigo 0,89 a 2,00 a 4,54 a 582 a 6,55 a 7,10 a 7,50 a 4,67 a

Tratamientos con la misma letra son estadisticamente similares segin la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).

226



227

Anexo 8. Evaluacion del crecimiento micelial y germinaciéon de conidios de Bot 04 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo; Iprodione;
Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes.

Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Germinacién
Producto
Az 0,5 1,18 a 2,32 a 4,63 a 6,80 a 8,43 a 9,00 a 9,00 a 14,33 a
Az 2 1,24 a 2,28 a 4,44 a 6,29 a 7,88 a 8,81 a 9,00 a 12,00 a
Az5 1,24 a 2,28 a 4,44 a 6,29 a 7,88 a 8,81 a 9,00 a 11,50 a
Az 10 1,18 a 2,03 a 4,11 a 5,87 ab 7,54 a 8,64 a 9,00 a 8,17 ab
Az 100 1,32 a 2,61 a 4,94 a 6,55 a 7,93 a 8,73 a 9,00 a 0,00 b
Az 200 1,22 a 2,17 a 4,03 a 5,43 ab 7,04 a 8,23 a 9,00 a 0,00 b
Az 500 1,22 a 2,17 a 4,03 a 5,43 ab 7,04 a 8,23 a 9,00 a 0,00 b
Az 1000 1,35 a 2,43 a 4,42 a 5,88 ab 7,39 a 8,45 a 9,00 a 0,00 b
Ben 0,5 1,32 a 2,70 a 4,72 a 6,40 a 7,75 a 8,63 a 9,00 a 0,00 b
Ben 2 0,00 a 0,91 a 1,23 a 2,13 b 2,89 ab 3,40 ab 3,76 ab 0,00 b
Ben 5 0,00 a 0,90 a 1,20 a 1,98 b 2,85 ab 3,41 ab 3,61 ab 0,00 b
Ben 10 0,00 a 0,68 a 0,75 a 1,06 b 1,32 ab 1,48 ab 1,53 ab 0,00 b
Ben 100 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ben 200 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ben 500 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ben 1000 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ipr 0,5 0,90 a 2,26 a 3,32 a 4,34 ab 6,41 ab 7,48 ab 7,86 ab 2,17 ab
Ipr 2 0,98 a 2,18 a 3,80 a 5,01 ab 6,84 ab 7,57 ab 7,76 ab 1,17 ab
Iprs 0,90 a 1,98 a 3,18 a 4,45 ab 5,68 ab 6,49 ab 6,81 ab 0,00 b
Ipr 10 0,90 a 1,22 a 2,29 a 3,38 ab 4,53 ab 520 b 5,43 ab 0,00 b
Ipr 100 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ipr 200 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Ipr 500 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b



Ipr 1000 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 0,5 0,00 a 0,90 a 1,27 a 2,07 b 2,32 ab 2,32 ab 2,32 ab 0,00 b
Car 2 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 5 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 10 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 100 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 200 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 500 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Car 1000 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Clo,5 1,26 a 2,39 a 4,83 a 6,83 a 8,37 a 8,81 a 9,00 a 15,50 a
Cl2 1,24 a 2,21 a 4,30 a 5,92 ab 7,56 a 8,50 a 8,96 a 8,33 ab
Cl5 1,27 a 2,38 a 4,24 a 5,83 ab 7,46 a 8,43 a 8,94 a 7,33 ab
Cl 10 1,23 a 2,45 a 4,68 a 6,77 a 8,10 a 8,67 a 8,72 a 4,67 ab
Cl 100 1,13 a 2,14 a 4,38 a 6,31 a 7,47 a 8,19 a 8,35 a 0,00 b
Cl 200 1,09 a 2,15 a 4,34 a 6,58 a 7,74 a 8,23 a 8,27 a 0,00 b
Cl 500 0,90 a 1,23 a 2,21 a 3,24 ab 4,38 ab 5,08 ab 7,10 ab 0,00 b
Cl 1000 0,90 a 1,23 a 2,21 a 3,24 ab 4,38 ab 5,08 ab 5,27 ab 0,00 b
Testigo 1,26 a 2,28 a 4,38 a 6,13 a 7,76 a 8,69 a 8,97 a 12,00 a

Tratamientos con la misma letra son estadisticamente similares segin la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Anexo 9. Evaluacion del crecimiento micelial y germinaciéon de conidios de Bot 05 a los fungicidas: Azoxystrobin; Benomilo; Iprodione;

Carbendazim y Clorotalonil a ocho dosis diferentes.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Germinacién
Producto
Az 0,5 0,54 ab 1,49 ab 3,60 ab 5,76 ab 7,88 a 9,00 a 9,00 a 14,33 abcd
Az 2 0,00 b 1,52 ab 3,63 ab 5,08 ab 6,57 ab 8,04 ab 8,98 a 11,00 abcd
Az5 0,00 b 1,03 ab 2,56 ab 3,56 502 b 6,53 bc 8,32 ab 10,17 abcd
Az 10 0,00 b 1,03 ab 2,56 ab 3,56 502 b 6,53 bc 7,80 ab 10,17 abcd
Az 100 0,00 b 0,00 b 0,00 c 1,01 2,23 bcd 3,28 cd 4,65 cd 10,00 abcd
Az 200 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,81 2,33 bcd 3,34 cd 4,23 cd 8,67 abcd
Az 500 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 0,00 d 0,00 d 0,00 d 8,00 abcd
Az 1000 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 0,00 d 0,00 d 0,00 d 8,33 abcd
Ben 0,5 1,69 ab 3,18 a 547 a 7,36 a 8,63 a 8,98 a 9,00 a 18,17 ab
Ben 2 1,41 ab 2,77 ab 5,68 a 7,68 a 9,00 a 9,00 a 9,00 a 17,17 ab
Ben 5 1,46 ab 3,03 a 524 a 7,61 a 9,00 a 9,00 a 9,00 a 18,33 ab
Ben 10 1,23 ab 2,03 ab 3,73 ab 523 ab 7,13 a 8,26 ab 9,00 a 15,33 abc
Ben 100 0,31 ab 1,04 ab 2,17 bc 3,12 b 3,84 bcd 5,98 bc 7,29 ab 13,67 abcd
Ben 200 0,00 b 0,93 ab 2,13 bc 3,13 b 4,29 b 6,05 bc 7,31 ab 12,00 abcd
Ben 500 0,00 b 0,00 b 0,00 c 1,20 bc 3,24 bcd 5,13 bc 6,67 bc 10,00 abcd
Ben 1000 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 0,00 d
Ipr 0,5 1,18 ab 1,79 ab 3,20 ab 4,19 ab 538 b 6,49 bc 7,84 ab 21,00 a
Ipr2 0,42 ab 1,20 ab 1,98 bc 2,49 b 3,69 bcd 4,72 bc 5,87 bc 5,50 abcd
Ipr5 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 3,50 abcd
Ipr 10 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 2,83 bcd
Ipr 100 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 0,00 bcd
Ipr 200 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 0,33 bcd
Ipr 500 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 0,00 d
Ipr 1000 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 0,00 d
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Car 0,5 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 16,17 abc
Car 2 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 15,17 abcd
Car 5 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 14,83 abcd
Car 10 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 13,33 abcd
Car 100 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 14,83 abcd
Car 200 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 12,83 abcd
Car 500 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 10,67 abcd
Car 1000 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c¢ 0,00 d 0,00 d 0,00 d 9,17 abcd
Clo,5 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 1,17 bcd
Cl 2 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 1,00 bcd
Cl5 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 1,00 bcd
Cl 10 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 0,67 bcd
Cl 100 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 0,67 bcd
Cl 200 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 0,00 d
Cl 500 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 0,00 d
Cl 1000 0,00 b 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00 d 0,00 d
Testigo 2,08 a 3,13 a 5,04 a 6,81 a 7,81 a 8,72 a 9,00 a 17,17 ab

Tratamientos con la misma letra son estadisticamente similares segin la prueba de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Anexo 10. Detalle del control In vitro de Bot 05 con los tratamientos de Acidos fosféroso (Agrifos). A: Agrifos 3
ml/l; B: Agrifos 5 ml/I; C: Agrifos 7 ml/I

Al s. c.

Anexo 11. Detalle del control In vitro de Bot 05 con los tratamientos de Quitosano (Biorend). A: Biorend 8 mi/I;
B: Biorend 10 ml/I; C: Biorend 12 ml/I

A. 3. .

Anexo 12. Detalle del control In vitro de Bot 05 con los tratamientos de Silicio (Quick sol). A: Quick sol 2 ml/l;
B: Quick sol 3 ml/I; C: Quick sol 5 ml/I

C

Anexo 13. Detalle del control In vitro de Bot 05 con los tratamientos de Acido fosféroso + Trichoderma (Agrifos
+ Tricobiol). A: Agrifos 3 ml/l + Tricobiol; B: Agrifos 5 ml/l + Tricobiol; C: Agrifos 7 ml/l + Tricobiol
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Anexo 14. Detalle del control In vitro de Bot 05 con los tratamientos de Quitosano + Trichoderma (Biorend +
Tricobiol). A: Biorend 8 ml/I + Tricobiol; B: Biorend 10 ml/l + Tricobiol; C: Biorend 12 ml/I + Tricobiol

Anexo 15. Detalle del control In vitro de Bot 05 con los tratamientos de Silicio + Trichoderma (Quick sol +
Tricobiol). A: Quick sol 2 ml/I + Tricobiol; B: Quick sol 3 mi/I + Tricobiol; C: Quick sol 5 ml/I + Tricobiol

Anexo 16. Detalle del control In vitro de Bot 05 con Acido Fosforoso + Mezcla de Trichoderma (Agrifos + Trico
Plus A). A: Agrifos 3 ml/I + Trico Plus A; B: Agrifos 5 ml/l + Trico Plus A; C: Agrifos 7 ml/l + Trico Plus A
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C

Anexo 17. Detalle del control In vitro de Bot 05 con Quitosano + Mezcla de Trichoderma (Biorend + Trico Plus
A). A: Biorend 8 ml/I + Trico Plus A; B: Biorend 10 ml/l + Trico Plus A; C: Biorend 12 mi/l + Trico Plus A

Anexo 18. Detalle del control In vitro de Bot 05 con Silicio + Mezcla de Trichoderma (Quick sol + Trico Plus A).
A: Quick sol 2 mi/Il + Trico Plus A; B: Quick sol 3 ml/l + Trico Plus A; C: Quick sol 5 ml/I + Trico Plus A



