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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue probar el efecto antagonico de
Clonostachys rosea sobre Bolrytis cinerea, causante de la enfermedad del
moho gris en las plantas de tomate en nuestro pais, ya que el tomate es

uno de los cultivos que mas se siembra a lo largo de toda la costa peruana,

para ello se realizo pruebas de antagonismo /7 vitro, y en invernadero con

¥

plantas de Lycopersicum esculentum “tomate” durante septiembre del 2003

a abril del 2004.

la prueba de antagonismo /i viro y la experimentacion en

invernadero se realizo en el Laboratorio del Programa Nacional de Control

Bioldgico del SENASA (Lima).

Para las pruebas de antagonisma /7 vifro se empleo el método de las

placas precolonizadas con medio de cultivo APD y agar Saboraud.

Para la prueba en invernaderoc se siguid un disefio completamente

aleatorizado con cinco plantas por cada tratamiento, siendo en total tres



tratamientos con cuatro repeticiones cada uno, siendo una poblacion de 60

plantas.

A un tratamiento se le aplico Clonostachys rosea mas el patdgeno, al
sequndo un agente quimico (benomil) mas el patogeno, y al tercero el
patogeno mas agua. El inoculo aplicado a todas las plantas de tomate de
Bofrytis cinerea fue hecho por aspersién con una concentracién de 10°
ufc/ml en un volumen de 200ml, dicha aplicacion se realizé a los sesenta
dias después del transplante de almacigo a macetero. Luego de diez dias
sa obsarvo la presencia de sintomas de la enfermedad, entonces se
procedio a la aspersion de Clonostachys rosea con una concentracion de
10 ufc/ml en un volumen de 200ml a las plantas correspondientes a éste
tratamiento, ese mismo dia se asperjé el agente quimico en una
concentracion de 1:10 en un volumen de 200ml al grupo de plantas
correspondientes a éste tratamiento, y al grupo restante salo se le asperjo

daguad.



Los resultados de las pruebas realizadas en laboratorio muestran
existencia de antagonismo de Clonostachys rosea sobre Botrytss cinerea al
colonizar las placas en un lapso de nueve dias. En condiciones de
invernadero el efecto antagonico fue de 25.72 % y un porcentaje de

floracion de 59%. Para el caso del agente quimico existe un control de

34.77 % vy un porcentaje de floracion de 37%.



INTRODUCCION

El control bioldgico se basa en que el mundo viviente es un sistema
complejo, en el cual todos los drganismos luchan por su existencia, a

menudo perjudicandose mutuamente,

La mayor parte de las estrategias de control utilizadas hasta el
momento se han basado en el empleo de agentes quimicos. Sin embargo,
la utilizacion de fungicidas es cada vez menos recomendable y mas
restringida debido a los problemas de contaminacion ampiental que de su
aplicacion se derivan y por la frecuente aparicion de cepas del patégeno

resistentes a los funguicidas utilizados.

Es por eso la blisqueda de metodos biologicos que supriman o

disminuyan las enfermedades o plagas que afectan a los diversos cultivos.

El control bioldgico es la reduccion de la densidad de indculo o actividad
productora de enfermedad del patogeno o parasito en su estado activo o

latente, por uno o mas organismos antagonicos, en forma natural



o por manejo del ambiente, haspedante o de los propias microorganismos

(Baker, 1968).

En 1948 Grossbard mostrd que en un suelo estéril enriquecido con
glucosa, paja de trigo o pulpa de betarraga, Penicillium patulum produce

una sustancia antibacteriana llamada "patulina” (Koc,1993).

En el presente trabajo se dio importancia al cultivo de tomate, cultivo
vegetal para la experimentacion, que se encuentra en su mayoria en las
costas del norte, centro y sur de nuestro pais, debido a que es un cultivo
propenso 3 diversas plagas y enfermedades, en este cultivo una de las
enfermedades de mayor importancia econdmica es la "podredumbre gris”
causada por el hongo patdgeno Bﬂt‘ryﬁs." cinerea , perteneciente a la famiha
de la Monilaceae, que es capaz de ingresar a la planta por las partes aéreas

de |2 misma (tallo, hojas, flores, fruto), a través de heridas y de estructuras

como son estomas, lenticelas, etc.

La manifestacién de la enfermedad varfa en las diferentes partes de |a

misma, ya que en hojas los sintomas son marchitamiento y una coloracion



pardo-amarillenta, en las flores se observa un marchitamiento, y en el fruto

ablandamiento del tejido y la esporulacion del hongo sobre la parte apical,

que es visible (Agrios, 1995).

Uno de los adversarios de dicho moho gris, Bofrytis cinerea, es
Clonostachys rosea antiguamente llamado Glioc/adium roseum , también
perteneciente a la familia Monilaceae pero del género Glocladium, su
forma es verticilada, a manera de un Penicillum, éste ejerce su efecto
antagonico presumiblemente sobre dicho hongo parasitandolo o por

secrecion de sustancias tdxicas, es decir por antibiosis (Kubicek, 1998).

En la actualidad se vienen usando diversos antagonistas en nuestro
pais con la excepcion de Clonostachys rosea , es por eso el interés en este
hongo en la presente inyestigacion, éste antagonista ha sido estudiado en
diversas partes del mundo por su amplio rango de habitat, entre ellos el
tropical, templado, subtropical, y regiones desérticas; y los resultados sobre

dicho patdgeno han sido eficaces (Sutton, 1997).



Una de las causas de la enfermedad del moho gris causada por
Sotrytis cinerea es el exceso de humedad que se da en los meses mas
frios, atacando a tallo, hojas, flores principalmente, y frutos, siendo
comunmente controlado con los funguicidas, sustancias que son
perjudiciales para nuestra salud, es por eso la bisqueda e investigacion de
mas controladores bioldgicos. En el presente trabajo se planteo el siguiente

problema ¢Tendra el micoparasito Clonostachiys rosea efecto antagonista
sobre el hongo Bolrytis cinerea patogeno en el cultivo de Lycopersicum
ascufenturn (tomate) en condiciones de invernadero? Teniendo como
hipatesis lo siguiente:

Clonostachys rosea ejerce un efecto antagdnico sobre el patdgeno

Botrytis cinerea en el cultivo de tomate en condiciones de

inyernadero.

Los objetivos que se plantearon fueron:

1.- Objetivo general

Determinar el antagonismo de Clonostachys rosea saobre Bolrytis

cinerea.



2.- Objetivos especificos
2.1. Dcterminar el efecto antagonico /7 vitro de Clonostachys rosea
sobre Bolrytis cinerea.
2.2, Determinar el efecto antagonico de Clonostachys rosea en
invernadero sobre Bolrytis cinerea  en el cultivo de

Lycopersicum esculentum (Tomate).
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II. MARCO TEORICO

1.Antecedentes de la Investigacién

-

El primer intento en la aplicacion directa de control biolégico en los
patogenos de las plantas fue hecho en 1920-1940 por C. Hartley (1921);
inoculo al suelo del centro de los bosques con trece hongos antagonistas
en un intento de controlar el dafio a nivel de raiz de almacigos de pinos

(Castano, 1997).

el control bioldgico como resultado del fendmeno de antagonismo

entre microorganismos se manifiesta en las siguientes categorias:

Antibiosis o produccion de sustancias metabdlicas (antibicticos), que
actGan ejerciendo un efecto biocida hacia muchos organismos patdgenos.
La formacién de antibidticos ha sido determinada especialmente en
microorganismos habitantes del suelo en donde la produccién de dichas
sustancias es determinada por factores diversos como tipo de suelo, su pH,

la esterilizacion, la presencia de sustancias organicas, etc (Koc, 1993).



Competencia, es el efecta danino de un organismo sobre otro por
la interferencia en el uso de algunos recursos del medio ambiente. Como
consecuencia de eflo, el organisma afectado tiende a iniciar un estado de
latencia, fenomeno observable especialmente en aquellos casos de carencia

de sustancias necesarias para que las diferentes estructuras germinen

(Koc,1993).

Parasitismo, es el fenomeno por el cual unos microorganismos viven

a expensas y en detrimento de otros microorganismos (Koc, 1993).

El cultivo del tomate es comunmente atacado por diferentes
enfermedades, entre ellas la del moho gris, es un poco dificultoso estimar
las perdidas solo por el moho gris, ya que los agricultores enfrentan el
conjunto de enfermedades, y tambien las pérdidas son cuantificadas por el

conjunto de enfermedades que le atacan, y esto es al rededor de 1000 a

2000 kilos (Koc,1993).



El control bioldgico c_IE enfermedades en plantas es utilizado como
una alternativa en aquellos casos de patdgenos, en los cuales se dificulta
la aplicacion de otros métodos de combate, especialmente el uso de
productos quimicos. Varios ejemplos como Sclerotium rolfsii Soc,,

Rhizoctoria solani Kuhne y Pythium spp. han sido controlados
bioldgicamente utilizando antagonistas como 7richoderma spp., Penicilfium

spp, Aspergillus spp y algunas bacterias (Elad,1980).

Un antagonista, comunmente definido, es un oponente o un
adversario. Dentro de la biologia, el término se refiere a la interaccion de
un miembro que interfiere con otro miembro, el rango de interferencia
entre las moléculas (factores de crecimiento), entre plantas superiores
(inhibicion de una planta por otra). En el control bioldgico de los patogenos
de plantas, los antagonistas son agentes bioldgicos con un potencial para

interferir en los procesos de la vida de los patdgenos de las plantas

(Elad,1980).

Una serie de documentacion clasica de R. Weidling aparecio de 1931

a 1941 en el antagonismo de Trichoderma viride para suelos portadores de



patdgenos, Estos saprofitos comunes de suelo fueron mostrados para
parasitar Rhizoctoria solani. Los microorganismos antagonistas son un foco
importante de investigaciones comunes para improvisar el control de
Botrytis cinerea comunmente llamado moho gris y otras enfermedades
causadas por dicho patogeno en frutas, verduras, semilleros, plantas

ornamentales y otros cultivos (Jarvis,1992).

Los microorganismos antagonistas de Botrytis cinerea tienen un
potencial para ayudar a contrarestar las ineficiencias, los periodos
afectados y débiles, junto a las practicas de control, que generalmente
involucran medidas culturales y de sanidad, regulacién del microclima y la
fuerte dependencia de fungicidas. La frecuente resistencia de Botrytis
cinerea a fungicidas y la inadecuada resistencia de los huéspedes
contribuye a la vulnerabilidad de muchos cultivos a dicho patdgeno. El
hongo filamentoso C(lonostachys rosea a emergido como un efectivo y

versatil antagonista de Bofrytis cinerea, con otros agentes de biocontrol,

prometiendo mejorar el manejo de enfermedades en los cultivos (Li, 1996).
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1.1 Caracteristicas del cultivo de Lycopersicum

esculentum (tomate)
Divisién Fanerogama
Clase : Dicotileddnea
Orden : Tubiflorales
Familia : Solanaceae
Género : Lycopersicum
Especie : L ycupefﬂi:um esculentum '

(Maroto, 1983)
La especie Lycopersicon esculentum perteneciente a la familia

Solanaceae , es una planta perenne de porte arbustivo que se

cultiva como anual en algunos paises. Puede desarrollarse de
forma rastrera, semierecta o erecta. Existen variedades de
crecimiento limitado (determinadas) y otras de crecimiento
ilimitado (indeterminadas). Su fase inicial comienza con la

germinacion de la semilla y se caracteriza por el rapido aumento

en la materia seca ; la planta invierte su energia en la sintesis de
nuevos tejidos de absorcion y fotosintesis. Su fase vegetativa es

la continuacidn de la fase inicial, pero el aumento en materia seca

15



es mas lento, esta etapa termina con la floracion, dura entre 25y
30 dias; y su fase reproductiva se inicia a partir de la fructificacion
dura entre 30 o 40 dias y se caracteriza porque el crecimiento de
la planta practicamente se detiene y los frutos extraen de la

planta los nutrientes necesarios para su crecimiento vy

maduracion.

Su sistema radicular consta de una raiz principal (corta y
débil), raices secundarias (numerosas y potentes) y raices
adventicias. Seccionando transversalmente la raiz principal y de
fuera hacia dentro encontramos una epidermis, donde se ubican
los pelos absorbentes especializados en tomar agua y nutrientes,
cortex y cilindro central, donde se sitia el xilema (conjunto de
vasos especializados en el transporte de los nutrientes). Su tallo
principal tiene un grosor que oscila entre 2-4 ¢m en su base,
sobre el que se van desarrollando hojas, tallos secundarios e
inflorescencias. Su estructura, de fuera hacia dentro, consta de:
epidermis, de la que parten hacia el exterior los pelos glandulares,

corteza o cortex, cuyas células mas externas son fotosintéticas y

1€



las mas internas son colenquimaticas, cilindro vascular y tejido
medular. En la parte distal se encuentra el meristemo apical,

donde se inician los nuevos primordios foliares y florales {Giaconi,

1998).

Presenta hoja compuesta, con foliolos peciolados, lobulados

y con borde dentado, en nimero de 7 a 9 y recubiertos de pelos

glandulares. Las hojas se disponen de forma alternativa sobre el
tallo. La epidermis inferior presenta un alto nimero de estomas.
Dentro del parénquima, la zona superior o zona en empalizada, es
rica en cloroplastos. Los haces vasculares son prominentes, sobre
todo en el envés, y constan de un nervio principal . Su flor es
perfecta, reqular y consta de 5 o mas sépalos, de igual nimero
de pétalos de color amarillo y dispuestos de forma helicoidal a
intervalos de 1359, de igual nimero de estambres soldados que
se alternan con los pétalos y forman un cono estaminal que
envuelve al gineceo, y de un ovario bi o plurilocular. Las flores se
agrupan en inflorescencias de tipo racemoso (dicasio),

generalmente en nimero de 3 a 10 en variedades comerciales de

17



tomate; es frecuente que el eje principal de la inflorescencia se
ramifique por debajo de la primera flor formada dando lugar a una
inflorescencia compuesta, de forma que se han descrito algunas
con mas de 300 flores, La primera flor se forma en la yema apical
y las demas se disponen lateralmente por debajo de la primera,
alrededor del eje principal. La flor se une al eje floral por medio de
un pedicelo articulado que contiene la zona de abscision, que se
distingue por un engrosamiento con un pequene surco originado
por una reduccién del espesor del cortex. Las inflorescencias se
desarrollan cada 2-3 hojas en las axilas. El fruto es una baya bi o
plurilocular que puede alcanzar un peso que oscila entre unos
pocos miligramos y 600 gramos. Esta constituido por el pericarpio,
el tejido placentario y las semillas. El fruto puede recolectarse
separandolo por la zona de abscision del pedicelo, como ocurre en
las variedades industriales, en las que es indeseable la presencia
de parte del peciolo, o bien puede separase por la zona

peduncular de unidn al fruto (Giaconi,1998).
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La temperatura optima de desarrollo oscila entre 20 y 30 © C
durante el dia y entre 1 y 17 © C durante la noche; temperaturas
superiores a los 30-35 °C e inferiores a 12-15°C afectan a la
fructificacion, por mal desarrollo de ovulos y al desarrollo de |a
planta en general y del sistema radicular en particular, la
fecundacion es defectuosa o nula. La maduracion del fruto esta

muy influida por la temperatura en lo referente tanfto a la

precocidad como a la coloracion, de forma que valores cercanos a

los 10 © C asi como superiores a los 30 © C originan tonalidades

amarillentas (Serrano, 1996).

1.2 Descripcion y taxonomia de Bolrytis cinerea

................................................

1aenll ®
w

Reino Mycetae 3
Divisién : : Eumycota
Subdivision : E Deuteromycotina
Clase : _-' Hyphomycetes
Orden : | Hyphomycetales

~ Familia : [ Moniliaceae
- Género : | Botrytis
 Especie: | Botrytis cinerea :

e e B R N S S S e s

(Segun Alexopoulus, 1997)
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1.2.1 La podredumbre gris como enfermedad del

tomate.

El patogeno Bofrytis sp. produce gran cantidad de micelio
gris-y varios conidioforos largos y ramificados, cuyas células
apicales redondeadas producen racimos de conidios ovoides,
unicelulares, incoloros o de color gris. Los conididforos y los
racimos de conidios se semejan a un racimo de uvas. El
hongo libera facilmente sus conidios cuando el clima es
himedo y luego éstos son diseminados por el viento. El
hongo a menudo produce esclerocios irregulares, planos,
duros y de color negro. En la primavera el micelio de los
frutos momificados que se encuentran todavia en los arboles
y de los cancros de las ramitas producen nuevos conidios,
mientras que los seudoescleracios de los frutos momificados
que yacen enterrados en el suelo producen varios apotecios,

los cuales forman ascas y  ascosporas (Agrios, 1995).



Botrytis spp. inverna en el suelo en forma de esclerocios
o 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 las semillas
contaminadas mediante esclerocios del tamano de esas
semillas o sobre restos de plantas a los que ha infectado. Las
elapas de invernacion también se propagan
mediante cualquier cosa que mueva el suzlo o los restos
vegetales que pudieran portar esclerocios o micelio del hongo.
Este Ultimo requiere un clima himedo y moderadamente frlo
(18 © C a 23° C) para que se desarrolle adecuadamente,

esporule, libere y germine sus esporas y para que produzca la

infeccion (Agrios, 1995).

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 oscilen entre 0y 10° C. Las esporas que han

germinado rara vez penetran directamente en los tejidos que
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muestran un crecimiento activo, pero lo hacen en tejidos de la
planta a través de heridas o después de que se han
desarrollado durante un cierto tiempo y han formado micelio
sobre los pétalos. de flores senescentes, follaje
meribundo de las plantas, escamas de bulbos muertos, etc

(Agrios, 1995).

Agente causal de la podredumbre gris infecta mas de
200 especies vegetales distintas, determinando serias
pérdidas econdmicas. El patdgeno puede atacar al cultivo de
tomate en cualquier estado de desarrollo del mismo e infectar
cualquier parte de la planta. Tiene una considerable incidencia
y repercusion en cultivos importantes tales como la vid,

tomate, fresa, ornamentales, etc (Jarvis, 1977).

Las enfermedades causadas por Bofrytis son las mas
comunes de las plantas cultivadas en invernaderos. Aparecen
principalmente en forma de tizones de inflorescencias y
pudriciones del fruto, tallo (como cancros), ahogamiento de

plantulas, manchas foliares y como pudriciones de tubérculos,

12



bulbo y raices. Bajo condiciones humedas, el hongo produce
una capa fructifera conspicua de moho gris sobre los tejidos
afectados, una caracteristica de la enfermedad. Botrytis
ocasiona también las pudriciones blandas secundarias de
frutos y hortalizas cuando se almacenan, transportan vy
venden en el mercado. En el campo, es frecuente que los

tizones de las inflorescencias aparezcan antes y produzcan

pudriciones del fruto y tallo. El hongo se establece en los
pétalos de la flor, los cuales son particularmente susceptibles
cuando comienzan a envejecer  produciéndose micelio
abundante. Cuando el clima es himedo y fresco, el micelio
del hongo produce numerosos conidios que ocasionan mas
infecciones, pero el micelio también se desarrolla, penetra e
invade al resto de la inflorescencia, la cual se llena y cubre
con un moho intrincado de color gris blanquizco o café claro.
Conforme se pudren los tejidos de la epidermis del fruto este
se rompe y el hongo produce numerosos cuerpos fructiferos.

Los tejidos entonces se arrugan, deshidratan y el hongo
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1.3

produce esclerocios aplanados de color negro sobre Ia

superficie o hundidos en el tejido (Agrios, 1995).

La enfermedad y su Ciclo

Botrytis ataca a un amplio numero de especies vegetales,
afectando a todos los cultivos horticolas protegidos, pudiéndose
comportar como parasito y saprofito, prezisa de bases nutritivas
formadas por hojas senescentes, flores no fecundadas, heridas o
munones de hojas resultantes de las podas, es decir materia
organica muerta, para poder iniciar la invasion de las partes vivas
de la planta. En hojas y flores se producen lesiones pardas. En
frutos tiene lugar una podredumbre blanda (mas o menos acuosa,

segun el tejido), en los que se observa el micelio gris del hongo

(Agrios, 1995).

Las lesiones del tallo en tomate pueden ocurrir por la
entrada a través de cotiledones senescentes o tejido dafado. Las

lesiones del tallo también pueden ocurrir durante la cosecha.
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Pueden infectarse los tallos a través de las cicatrices de la
hoja, hojas muertas, o cualquier forma de dafio del tallo. Lesiones
del tallo a menudo parcialmente el cinto el tallo, pero a veces el
tallo entero es afectado y la planta se muere, Las lesiones en
Pétalos parecen muy similares a las lesiones en el tallo y a
menudo son el resultado de la infeccion y colonizacion de una
hoja. Las lesiones de la hoja empiezan a menudo en tejido
senescente o por cualquier dafio fisico o quimico. El patdgeno
puede crecer a lo largo del peciolo y pueden formar una lesién en
el fruto. Partes de la flor que se han caido hacia las hojas son un
punto de arranque comun para la colonizacién de la hoja. El Polen
de las flores y parte de la flor pueden actuar como un
estimulante a las esporas de B. cinerea, no sdlo estimular la
germinacion, pero también aumentando la virulencia. En el campo
el hongo aparece como una cubierta gris, aterciopelado de
esporas en flores agonizantes y en el caliz del fruto. Las flores
senescentes frecuentemente son colonizadas por Penic/ilium spp.
y este hongo puede confundirse con el moho gris. Las infecciones

se extienden de las flores y fructifican hacia el tallo; el tallo se
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vuelve crema a blanco y desarrolla una Glcera maligna. El fruto
verde inmaduro se torna castafic ligero o blanco.. Una
putrefaccion suave puede desarrollar en la piel del fruto que
permanece Intacto, pera el tejido interno se pone blando y
acuoso.  Después, un moho rizado gris desarrolla, y los
esclerocios pueden aparecer. En el campo, los campaos se llenaran

de fruta desechada. El fruto verde también puede infectarse

directamente por esporas aerotransportadas en lugar de contacto
con otras infecciones. Las manchas aparecen en el fruto como un
halo redondo blanco determinado como "la mancha fantasma".
Estas manchas persistiran y pueden aparecer en frutos maduros y
verdes. Como fruta madura, el color de los halos cambia de
blanco a amarillo. La "mancha fantasma” que el sintoma es el
resultado de la germinacién de la espora y penetracion al fruto. La
penetracion del micelio de Bofrytis en el fruto produce una
reaccion que previene cualquier crecimiento micelial extenso v la
localizacion del patdgeno. El halo se forma alrededor del punto de

entrada (Agrios, 1995).



Las principales fuentes de inoculo las constituyen Ilas
conidias y los restos vegetales que son dispersados por el viento,
salpicaduras de lluvia, gotas de condensacion en plastico y agua
de riego. La temperatura,.la humedad relativa y fenologia influyen
en la enfermedad de forma separada o conjunta. La humedad
relativa optima oscila alrededor del 95% vy la temperatura entre

17°C y 23°C. Los petalos infectados y desprendidos actdan

dispersando el hongo ( Baker, 1974).

Las cendiciones dptimas para el desarrollo de la enfermedad
son temperaturas que oscilan entre los 20 y 25 °© C, siendo la
humedad relativa el factor limitante. Con humedades
relativamente elevadas, el rango de temperatura es de 10 a 25 ©
C. Las conidias para germinar, producir el tubo germinativo e
infectar el hospedante necesitan, ademas de elevada humedad
relativa en el invernadero, que la superficie de la planta esté
mojada durante cierto periodo, Estas condiciones pueden darse

con frecuencia en los invernaderos, donde el agua de
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condensacion del plastico juega un importante papel en este

periodo de la infeccion (Coley-Smith, 1990),

Las esporas de B. cinerea pueden ser producidas sobre
cualquier material vegetal y transportadas grandes distancias por
corrientes de aire, hasta alcanzar la superficie del huésped, donde

presenta varias fases para infectar, como son:

1) la adhesion y germinacion de las esparas sobre Ia
superficie del hospedante, 2) su penetracion en el tejido vegetal,
bien a través de heridas o aberturas naturales, mediante la
participacion de distintas actividades enzimaticas o procesos
mecanicos, 3) el establecimiento del patogeno en la zona de
penetracion, determinando la muerte de las células adyacentes y
dando lugar a la formacién de una lesion primaria como
consecuencia de la expresion de los mecanismos de defensa de la
planta, 4)en muchos casos se inicia una fase de latencia durante

la cual los mecanismos de defensa de la planta parecen controlar

al patdgeno que permanece localizado en el 4rea de necrosis, 5)
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transcurrido un tiempo, en algunas lesiones primarias el
patdgeno es capaz de vencer las barreras defensivas de la planta
e inicia su diseminacion 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
infectado el patogeno produce una nueva generacion de esporas

que pueden iniciar un nuevo ciclo de infeccion (Benita, 2000).

1.4 Clonostachys en el control bioldgico de enfermedades

Los miembros del género Clonostachys son hongos gue se
pueden encontrar tanto fuera como dentro de |3 rizosfera ( Beagle-
Ristaino & Papavizas, 1985; Papavizas, 1981); es en la rizosfera
donde pueden colonizar y proteger las raices de las plantas (Lorito et
al.,1993); pero raramente estan involucrados o asociados con las

enfermedades en las plantas (Gams &Bissett, 1998).
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Se le encuentra asociado a quistes de Heferodera spp., Globodera
spp., Y otros nematodos del suelo y con Sclerotinia sclerotiorum,
Phymatotrychum omnivorum, Rizoctonia solani, Bolrytis spp.,
Verticiffiurn spp.,y otros hongos de suelo y materiales de plantas.
Clonostachys rosea es un hongo de un amplio rango de habitats
tropicales, templados, subarticos, y regiones deserticas del mundo. En

los pasados 35 anos dicho hongo ha ganado una reputacion distintiva

como micoparasito de un amplio rango de hongos {Daswood,1988).
Igualmente sobresalen diversas asociaciones con ralces, tallos, hojas,

frutos y semillas de plantas (Brandsberg, 1969).

1.3.1 Taxonomiay caracteristicas de Clonostachys

s Fungl
Phylum : Ascomycota

i Divisidn : Fumycota

Subdivisién: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes

Orden : Hyphomycetales
Familia : Moniliaceae

Género : |Clonostachys

§ Especie : " iClonostachys rosea

W D TS rE BT rm ma S e e R I R S A SR 4 R e S e e e R el SaE N G S GE NN W a R e R e e B S S S S S e S

(Segin Ellis, 1979)
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Clonostachys roesea es un hongo imperfecto de la
subdivision Deuteromycotina, clase Hyphomycetes (Agrios,
1995). Cfanﬂsrafhy.:.: no posee la etapa sexual por lo que
producen Unicamente esporas asexuales. La forma anamorfa
de Clonostachys rosea es Neclria ochroleucs tambien ubicado

en la clase Ascomycetos de los hypocreales (Samuels,1976) .

Clonostachys rosea es un inusual hypomiceto que
produce una ceélula conidial en dos distintos tipos de
conidioforos, una ramificacion penicilada y otra verticilada.
Las colonias en medios con agar son generalmente

blancuzcas, naranjas, o salmon (Domsch and Anderson, 1980;

Elad and Evensen, 1995).

Clonostachys rosea es comun en un extraordinario

rango de habitats en el mundo particularmente en sustratos

de pH neutrales a alcalinos { Elad and Evensen, 1995).
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Clonostachys rosea son hongos que estan presentes en
casi todos los suelos agricolas y en otros ambientes tales
como madera que se decae y en material de descomposicion
(Papavizas,1991). Igualmente remarcable son las diversas
asociaciones con raices, tallos, hojas, frutos, y semillas de
plantas. Hay reportes sobre abundante Clonostzchiys roses

en raices y hojas senescentes de una amplia variedad de

plantas débiles por factores estresantes como insecticidas vy

enfermedades (Brandsberg, 1969).

1.4.2 Mecanismos de accidén de Clonostachys

Clonostachys spp. suprime la actividad de otros
hongos patdgenos a fravés de ciertos mecanismos como la
antibiosis, el micoparasitismo y la competencia por espacio

y nutrientes (Kubicek, 1998).
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Clonostachys spp. produce una variedad de metabolitos
secundarios volatiles ¥ no volatiles, algunos de los cuales
inhihen ofros microorganismos con los que no tienen
contacto  fisico. Dichas sustancias inhibidoras son
consideradas antibidticos. Los mas conocidos de los
metabolitos antifingicos producidos por este género son la
gliotoxina, y el glioviridin que han sido aislados de algunas
especies de Clonostachys. las enzimas que actlan
degradando barreras extracelulares, de algunos hongos,
matando a distancia, esto es tradicionalmente incluido en el

concepto de micoparasitismo (Kubicek, 1998).

Los saprofite Clonostachys spp. son biocldgicamente
adaptables a la colonizacion por nutrientes basicos y persisten
como clamidosporas y conidias cuando escasean los
nutrientes, Las caracteristicas de éste geénero son reflejadas
en su uso como un agente de control bioldgico: cuando se
induce su crecimiento por la presencia de nutrientes, estos

colonizan el sustrato rapidamente, a veces empleando

-
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antibiosis 0 micoparasitismo directo contra los competidores

(Kubicek, 1998).

Un ejemplo Im?ortante es el biocontrol de Bofrytss,
patdgeno oportunista que invade tejide senescente o de
plantas muertas como base de su nutricion. Clonostachys ha
sido usado como biocontrolador de Botrytis en fresa,

manzana, y pepino (Tronsmo, 1977).

La competicion por nutrientes o sustrato y el
micoparasitismo son presumiblemente modos de
antagonismo de Clonostachys rosea hacia Botrytis cinerea en
plantas huésped. La competicion por sustrato fue
considerada un modo clave de biocontrol en hojas
senescentes de fresa. Evidentemente los antagonistas
colonizaron y exploraron los tejidos senescentes mucho mas
rapido que Bolfrytis cinerea y en gran medida evita la

colonizacion por el patégeno.
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Este modo de accion es el mas importante porque
contribuye a la supresion del inoculo de  Bolrytis cinerea.
Mientras la mayoria de estudios fueron hechos en medios
sintéticos, recientes observaciones en cereza indicaron que el
micoparasitismo puede ser un importante modo de biocontrol
de Bo#rytis cinerea en plantas huésped. Notablemente
interacciones diferentes de Clonostachys rosea y Bolrytis
cinerea fueron encontrados en hojas, tallos, y estambres de
careza mantenidas bajo condiciones continuas de humedad
alta. En hojas, Clonostachys rosea suprime la germinacion y
crecimiento de tubos germinativos de Bofrytis cinerea pero
raramente parasita al patdgeno. En tallos, sin embargo, las
conidias de Bolrytis cinerea frecuentemente germinan vy
producen buen desarrollo de tubos germinativos e hifas
superficiales poco considerables. El antagonismo fue
manifestado como una modesta supresidon de tubos
germinativos y parasitismo intenso de Bofrytis cinerea por
Clonostachys rosea. Durante la persistencia de la elevada

humedad (32-72hr), pequedas hifas tabicadas de
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Clonostachys rosea se dieron a conocer, crecieron y se
colocaron alrededor del patdgeno, invadieron conidias e hifas
de Bolrytis cinerea, originando carencia de células e hifas

colapsadas (Sutton, 1997),

Comparando la competicion y micoparasitismo,
Clonostachys rosea posiblemente controle a Bofrytis cinerea
por antibiosis . Los antagonistas producen una variedad de
inhibidores flngicos y enzimas degradadoras, algunas de las
cuales pueden funcionar en escenarios superpuestos de
antibiosis y micoparasitismo. Se observa pérdida de turgencia
y lisis de las hifas de Bofrytis cimerea, cada induccidn
comunmente producida por  Clonostachys rosea puede ser
considerada en el contexto de ambos tipos de antagonismo

(Sutton, 1997).

Factores medioambientales influencian indirectamente la
praduccion de antibidticos por especies de Clonostachys,

probablemente la mas importante es el sustrato en que el
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hongo crece. Inicialmente la produccion de gliotoxin fue
favorecida por el crecimiento del hongo en medio Raulin-
Thom comparado con obtros medios, mas tarde reportaron
que el medio mas Optimo para la produccion de gliotoxin

contiene glucosa y fenilalanina (Kubicek, 1998).

2.3 Necesidades nutricionales de Clonostachys

La mayoria de especies del género C/anostachys habitan en los
suelos y prefieren la superficie de la ralz. Clonostachys tienen la

habilidad para degradar los polisacaridos, celulosa y hemicelulosa

(Kubicek,1998).
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III. MATERIALY METODOS

1. Centro de experimentacion

El presente trabajo de investigacion se realizo en los ambientes del

Programa Nacional de Control Biologico (PNCB) dependencia del Servicio
Nacional de Sanidad Agriaria (SENASA), con sede en Vitarte-Lima durante

los meses de septiembre del 2003 a2 marzo del 2004.

Los ambientes que se ocuparon fueron el laboratorio de produccién de
hongos antagonistas para realizar los cultivos /7 vifro y un invernadero para

e| cultivo de las plantas de tomate.

2 Poblacion

Estuvo constituida por 60 plantas de tomate distribuidas en tres

tratamientos, 05 plantas para cada tratamiento, cada tratamiento tuvo 04

repeticiones.



3. Muestra
La muestra estuvo formada por tres hojas, una de la parte basal,
otra de la parte media y otra e la parte superior de cada una de las

plantas de cada grupo experimental.

4. Hongos empleados

Hongo antagonista Clonostachys rosea y como patogeno  al
hongo Botrytis cinerea aislado de cultivos de tomate. Estos hongos
fueron proporcionados por el Programa Nacional de Control Bioldgico

(PNCB)- SENASA - Lima.

5. Prueba de antagonismo de C(lonostachys rosea sobre Botrytis

cinerea in vitro.



5.1 Reactivacion y aislamiento del hongo Bofrytis cinerea

Se extrajeron hojas de plantas de tomate sobre las
cuales se inocularon por aspersion una suspension de 8. cinerea
preparada con una asada del cultivo y 0.1% de tween. Las hojas
inoculadas se colocaron en una camara himeda, con una
humedad relativa entre 52%-65% y se incubo a 24 ° C hasta la
aparicion de signos manifestado por el desarrollo micelial (48 hrs).
Finalmente, el hongo fue reaislado a partir de micelio desarrollado
sobre las hojas cogiendo un pequeiio indculo y sembrado por
puntura en el medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) con
cinco repeticiones. Luego fueron incubadas en una cdmara con un
contenido de 52% de humedad relativa a 24 © C durante 7-9 dlas
en luminosidad hasta que la superficie del medio sea cubierto
totalmente por el hongo, luego se cubre con un papel negro para
su posterior esporulacion que se da a los 10 - 12 dias de

incubado. Las placas colonizadas se usaron en la confrontacion

con el antagonista.
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5.3 Reactivacion del hongo C(lonostachys rosea.

Se realizo cultivos monosparicos del antagonista; dado que
dicho hongo estuvyo almacenado en agar Saboraud por mucho
Hempo pudiéndose haber degenerado, por esta razen se
hicieron diluciones 107, 102, 10~ con agua destilada estéril y
tvreen al 0,1%, con el hongo correspondiente, para que luego
del tubo con la dilucién 107 se sembrdé en placas con PDA en
gsiria simple. Luego de 18 horas de incubacion se ravisaron
éstas placas con el microscopio por la cara inferior de la placa,
con un aumento de 100X, hasta que se ubicaron esporas
germinadas y aisladas, las cuales fueron extraidas cortando la
zona con un bisturi siendo trasladadas a una placa con agar
extracto de malta y luego fueron llevadas a un cuarto de
incubacion a 24 © C en oscuridad por 10 a 12 dias, luego de
este tiempo se obtuvieron cultivos puros de Clonostachys rosea.
Lluego a partir de las placas obtenidas anteriormente de los
cultivos puros se cortd tiras de agar con el hongo de 5 x 25 mm

que fueron colocados en el interior, en un costado de las placas
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Para la reactivacion de Clonostac/iys rosea se realizo cortes
al cultivo puro en tiras de agar con el hongo de 5 x 25 mm que
fueron colocados en el interior, en un costado de las placas con
Bofrytis cinerea anteriormente obtenidas y se incubo durante 10

dias para luego observar la interaccion antagonista-patogeno.

La accidn antagonica fue considerada cuando el micelio de
Clonostachys rosea empezo a cubrir el micelio del patdgeno
hasta llegar al extremo opuesto. Luego se eligié aquellas placas
en que el antagonista cubrié mas rapido al patdgeno para

reaislarlo en agar extracto de malta; obteniendo asi al hongo

reactivado.

5.4 Prueba de antagonismo de Clonostachys rosea sobre Bofryiis

cinerea I vilro

Se realizo segin la técnica de las placas precolonizadas
(Krauss, 1998). Se realizaron tres tratamientos, uno consistio en

placas con el biocontrolador en medio extracto de malta, el



segundo Bofry(is cinerea en medio APD y el tercero el patogeno
y el biocontrolador enfrentados, para éste tratamiento, se colocd
sobre el micelio de Bofrytis cinerea en uno de sus extremos una
tira de 5 x 25 mm de blogue de agar cubierto con micelio de
Clonostachys rosea extraido de sus respectivas placas
reactivadas, de tal forma que el micelio de Bofrytis cinerea se
puso en contacto con el micelic de Clonostachys rosea
quedando enfrentades, luego éstas placas enfrentadas y el otro
tratamiento anteriormente mencionado se incubaron a 24° C y
52% de humedad relativa y con luz fluorescente por el tiempao
necesario, la evaluacion se realizo cada tres dias, es decir al
tercer dia, sexto dia, y al noveno dia de enfrentados los hongos.
La evaluacién consistid en medir el crecimiento miceliar de
Clonostachys rosea sobre Botrytis cinerea y compararlo con el
crecimiento solo de Clonostachiys rosea. Con la ayuda de un
bisturi se procedié a realizar dos hendiduras paralelas sobre la
superficie del agar contenido en la placa enfrentada con un

ancho de 5 mm partiendo del bloque de agar con Clonostachys

rosea hasta el extremo opuesto y cortes transversales entre las
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hendiduras paralelas cada 5 mm de distancia para obtener
bloques pequefios de 25 mm?. De cada tira (por placa) se
obtuvo 15 bloques pequefios de 25 mm? tales bloques
pequenos fueron trasladados con la ayuda de una asa a una
placa estéril y colocados distanciados unos de otro formando un
espiral de afuera hacia el centro, marcando por fuera de la placa
con un plumon los nimeros del 1 al 15 para no confundirse con
los bloques y asi facilitar la evaluacién, luego las placas fueron
cubiertas con sus tapas en las cuales se colocé un circulo de
papel toalla del mismo diametro de la placa humedecida con
agua destilada. Dichas placas se incubaron a 24 © C por 24 hrs.
Luego se observd el desarrollo de Clonostachys rosea sobre
Botrytis cinerea en los bloques de agar con la ayuda de un
estereoscopio. Lo cual sirvio para establecer el efecto
antagonico de Clonostachys rosea sobre Bolrytis cinerea, y la
rapidez de parasitacion dependiendo del numero de bloques
evaluados a los 3, 6 y 9 dlas. Lo mismo se realizd con las placas
del biocontrolador y del patdgeno observando la velacidad de

sus crecimientos miceliares.
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5.5 Prueba de antagonisme de (lonostac/iys rosea sobre

Botrytis cinerea en plantas dec tomate en invernadero,

Primeramente se sembrd aproximadamente 100 semillas
de tomate de la variedad “Rio Grande” sobre el sustrato
compuesto de tierra, humus y arena (1:1:1), contenido en una
bandeja para aimacigos llamadas "spildin” de 30 ¢cm de ancho x
50 cm de largo x 6 cm de alto, con divisiones a modo de celdas,
una semilla por cada celda. Luego de sembradas las semillas, se
regaron una vez por semana con agua potable. Después de 45
dias de cultivadas en las bandejas, las plantulas alcanzaron una
altura de 10 a 15 c¢m, se procedid a seleccionar las plantulas de
mejor vigorosidad para ser trasplantadas individualmente a
maceteros de 17 cm de didmetro x 15cm de alto, en los que se
colocd un sustrato compuesto por tierra, humus y arena (1:1:1).
Posteriormente las plantas fueron colocadas en grupos de cinco

con sus cuatro repeticiones por tratamiento distribuidas al azar

en el invernadero,
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Se prepard una suspension madre de las placas con Bofrytis
cinerea con 20ml de agua destilada estéril y tween al 0.1%,
luego con una asa se raspd las esporas y el micelio, de ésta
suspension se procedié a realizar diluciones de 10, 10~, 107
con agua destilada estéril y tween al 0.1%, sequidamente se
procedid a realizar conteo de esporas en camara de New Bauer
de las dos ultimas diluciones, realizando los calculos respectivos
para obtener una concentracion de 10° esporas/ml. Una vez
obtenidos los calculos se eligid el tuba con la dilucion 107 con la
concentracion mas cercana a la deseada, luego se pipeted el
volumen adecuado (7-9 ml), los cuales se vertieron en el

asperjador con 200ml de agua blanda o destilada.

Con ésta suspension de esporas se asperjé una sola vez

sobre las hojas de las 60 plantas de tomate de los tres
tratamientos de 60 dias de transplantadas, de cada tratamiento,

aproximadamente 10ml de la suspension por planta.
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Para favorecer la instalacion de Bofrytis cinerea en las
hojas de tomate se asperjé agua blanda o destilada tres veces al
dia, una en la manana, otra al medio dia y otra en la tarde,
manteniéndose una humedad alta de 52 a 65% y con una
temperatura de 20 ¢ C a 26 © C, todo el ambiente disponia de
luz natural uniforme. Después de 10 dias de aplicado Ia
suspension de Bofrytis cinerea, se aplico el segundo tratamiento
Clonostachys rosea, procediendo de igual forma como el caso
anterior, se prepard una suspension madre de esporas en una
placa del cultivo reactivado de Clonostachys rosea con 20ml de
agua destilada estéril con tween al 0.1%, luego se realizd las
diluciones de 107, 10, 10 con 10ml con tween al 0.1%, luego
se realizd el conteo de esporas de las dos Ultimas diluciones en
una camara de New Bauer. Luego se efectuaron los calculos
respectivos para obtener una concentracién de 10° esporas/ml.
Una vez obtenida la concentracion se vertid el volumen
adecuado entre (8 - 10 ml) de la suspension de esporas con la
concentracién deseada en un asperjador con 200ml de agua

estilada, para luego asperjar las hojas de tomate sélo de un
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grupo experimental o tratamiento. La aplicacion de Clonostachys

rosea se realizo tres veces, cada siete dias, durante 30 dias.

A la vez se aplico el tercer tratamiento, se asperjo una
solucion de aqua potable con fungicida quimico (Benomit)
preparada con anticipacién, a una concentracion de 1g/L, se
asperjo 10ml de dicha solucion a un sdlo  grupo de
experimentacion. Asi se tuvo tres grupos experimentales, uno
asperjado con Botrytis cinerea y agua, otro con Bolrytis cinerea
y Clonostachys rosea , y el Gltimo con Botrytis cinerea y el
funguicida quimico. Las hojas de los tres grupos experimentales
fueron asperjadas con agua destilada tres veces al dfa para
mantener la humedad de las hojas y favorecer la instalacion de
los hongos hasta concluir el experimento. Los asperjadores

utilizados fueron diferentes y marcados con un plumdn para

distinguir uno de otro tratamiento.
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5.6

Evaluacion de la enfermedad

El grado de severidad en las hojas se midi¢ con la escala de
Horsfall-Barratt (Campbell,1990), después de cada siete dias de
aplicado Clonostachys rosea, el método consistio en la observacion
visual directa de los sintomas en las hojas de las plantas, que se
manifestaron como manchas pardas, las cuales se compararon con
una guia (Clive,1971) donde las hojas modelo de la guia presentan
la enfermedad en forma de manchas expresado en porcentajes
(1%, 10% ,25% ,50%), segin ésta guia se ubica en la escala de
Horsfall-Barrat el grado de la enfermedad a la cual pertenece, cada
tratamiento. Para obtener el porcentaje del efecto causado por el
antagonista sobre el patdgeno, se realizd una diferencia de
resultados obtenidos en el testigo menos el resultado obtenido de
la evaluacion de la enfermedad en las plantas del tratamiento
Botrytis cinerea + Clonostachys rosea; el mismo procedimiento se

realizo para los demas tratamientos. Ademas se contabilizé las

flores al inicio y término de la experimentacion.



Tabla 1. Escala de Horsfali-Barratt para evaluacion

de la enfermedad.

%% Severidad

incidencia




IV. RESULTADOS

En el cuadro 1 se muestra el efecto antagdnico i witro de
Clonostachys rosea sobre Botrytis cinerea medido por el nimero de
bloques de agar con Bofrytis, colonizadas por Clonostachys cada tres dias
dentro de una placa Petri (bc/dia) después de ser ambos hongos
enfrentados. Se puede apreciar que el maximo efecto fue de 1.66 bc/dia
que correspondid a toda el area de la placa que estuvo colonizada por
Botrytis y que fue invadida por Clonostachys a los nueve dias despues de
ser enfrentados. Y en los cuadros 2 y 3 se observa el crecimiento miceliar
del biocontrolador y del patdgeno, respectivamente, que fue medido de |a

misma manera gue el caso anterior.

En el cuadro 4 se observa que la enfermedad causada por Botrytis
estuvo presente en todas las plantas de tomate de los tratamientos de la
experimentacion; los sintomas se presentaron en las hojas (basal, media y
superior). Siendo el porcentaje mayor la que se presento en el tratamiento

control en las hojas basales con un valor promedio de 81.775% vy el

S



porcentaje menor de enfermedad en el tratamiento quimico y en el del

controlador con un valor promedio porcentual igual a 1.5,

En el cuadro 5 se tiene el valor promedio efectivo de la enfermedad
controlada en porcentaje ejercido sobre Botrytis cinerea en los tratamientos
quimico y controlador después de haber sustraido el respectivo valor
porcentual de enfermedad del tratamiento control. Se aprecia que en el
tratamiento quimico se obtuvo el mayor valor efectivo de enfermedad
controlada de 46.43% en la hoja basal y el menor valor efectivo de
enfermedad controlada en la hoja superior de 25.35% del tratamiento
quimico. Lo que no ocurre con el biocontrolador pues sus valores son
menores, en la hoja basal 19.87% y en la hoja superior un 27.35 %.
Teniendo como porcentajes totales de control para el quimico un 34.77% vy

para el biocontrolador un 25.72%, valores estadisticamente diferentes.
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CUADRO 1. Efecto antagonico in vitro de Clonostachys rosea sobre Botrytis
cinerea a traves del nimero de bloques de agar con Bofrytis colonizados por
Clonostachys por dia (bc/dia) dentro de una placa Petri en diferentes numeros de
dias (bc/dia) después de ser enfrentados ambos hongos.

Repenmm de Ial‘»hma'n de bloques de agar con|Efecto antagdnico (bc/dia)

Bﬂﬁ'}'ﬂs cinerea  invadido  por -i dias

. Wlw
_\-'_'
112 | |

_d---
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CUADRO N© 2 .- Crecimiento miceliar de Clonostachys rosea sobre los

blosques de agar, evaluado cada tres dias.

| Repeticiones Crecimiento | Miceliar j(bc/dia) |

55
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CUADRO N° 3 .- Crecimiento miceliar de Botrytis cinerea sobre los

blosques de agar, evaluado cada tres dias.

Repeticiones

€



Cuadro 4. Valor promedio porcentual de enfermedad sobre la base de los
valores medios porcentuales de la enfermedad segun la escala de Horsfall-Barrat,
obtenido en las plantas de los tratamientos en sus hojas a los 84 dias de iniciada
la experimentacion de antagonismo de Clonostachys rosea sobre Botrytis cinerea

en condiciones de invernadero.

| VALOR PROMEDIO % DE ENFERMEDAD

TRALANRENLG | | Hoja basal H—toja media Hoja |

| superior

'Quimico 35.35 2.85 1.5 |
E _ '!

I
| | :I




Cuadro 5. Valor promedio efectivo de enfermedad obtenido de las plantas de
los tratamientos experimentales en sus hojas a los 84 dias de iniciada la
experimentacion de antagonismo de Clonostachys rosea sobre Botrytis cinerea en
condiciones de invernadero.

VALOR PROMEDIO EFECTIVO DE

TRATAMIENTO ENFERMEDAD (%), S
|| Hoja basal |Hoja media |Hoja
sUperior

Quimico 46425 | 30.525 | 27.354

Controlador( Clonostachys rosea) |19.875 29,925 27.354

— ———

*NOTA: Después de sustraer el respectivo valor promedio porcentual de
enfermedad del tratamiento control, valores obtenidos sobre la base de los
valores medios porcentuales de la enfermedad segln la escala de Horsfall-Barrat
aplicado a las diferentes plantas.



Cuadro 5. Valor grado de control de la enfermedad obtenido de las plantas de los

tratamientos experimentales en sus hojas a los 84 dias de Iniciada la
experimentacion de antagonismo de Clonostachys rosea sobre Boltrylis cinerea en

condiciones de invernadero.

GRADO

TRATAMIENTO

DE LA ENFERMEDAD %

DE CONTROL|PORCENTAIE
PROMEDIO

TOTAL

Hoja Hoja Hoja
basal media superior
Quimico
(ﬁgente quimico + Botrytis 4643 |30.53 |27.35
cmerea)
Controlador
(Clonostachys rosea +|19.87 [29.93 |27.35 25.72
Botrytis cinerea

*NOTA: Después de sustraer el respectivo valor promedio porcentual de
enfermedad del tratamiento control, valores obtenidos sobre la base de los

valores medios porcentuales de la enfermedad segln la escala de Horsfall-Barrat

aplicado a las diferentes plantas.



V. DIScusIONn

Mediante la prueba de la placa precolonizada, se determino el efecto
antagonico de Clonostachys rosea al haber colonizado totalmente el

desarrollo de Botrytis cinerea (Anexo 2)(Cuadro N°1).

Fsta colonizacién al haberse efectuado al cabo de nueve dias
determina que ClonostachHys rosea es un buen biocontrolador considerando
con lo establecido en ¢l mctodo de Krauss (Krauss,1998). Si lo
comparamos con Jrichoderma viride que coloniza a Bolrytis cinerea en
cinco dlas, 7. harzianum lo coloniza en seis a siete dias, hecho que se
realizé en el mismo laboratorio y en las mismas condiciones; podriamos
decir que es un poco lento pero no deja de ser un buen controlador, a
comparacion de 7. virens que coloniza a Botrytis cinerea en diez dias,
siendo mas rapido, estos resultados de laboratorio no indican que este
hecho ocurrira de la misma manera en invernadero no obstante es un

indicio de que puede tener un efecto excelente de biocontrol en

invernadero ( Krauss, 1998).



El efecto antagonico de Clonostachys rosea sobre Bolrytis cinerea es
probable que sea ejercido a que Clonostachys produce la enzima Gliotoxin
la cual se sabe que tiene una accion antagdnica al crecimlento de clertos

hongos (Harman, 1998).

En el cuadro n° 6 al observarse que el control ejercido tanto por el
controlador como por el agente quimico al ser estadisticamente diferentes
indica que el antagonista Clonostachys rosea suprime el crecimiento de
Botrytis cinerea en menor grado que un agente quimico, posiblemente
evitando la germinacion de esporas y el desarrollo de los tubos
germinativos. Por lo observado en la experimentacion la vigorosidad de la
planta biocontrolada nos indica que el antagonista ejerce un control sobre
el crecimiento del patdgeno Botrytis cinerea. El efecto antagonico
encontrado de Clonostachys rosea sobre Bolrytis cinerea de acuerdo a las
referencias bibliograficas puede deberse a la accion micoparasitaria, pues
este efecto se observa en los estudios realizados con begonias

(Sutton, 1997)
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El efecto antagonico de Clonostachys rosea sobre Bofrytis cinerea es
probable que sea ejercido a que Clonostachys produce la enzima Gliotoxin

la cual se sabe que tiene una accion antagonica al crecimiento de ciertos

hongos (Harman, 1998).

En el cuadro n® 5 al observarse que el control ejercido tanto por el
controlador como por el agente quimico al ser estadisticamente diferentes
ndica que el antagonista (lonosiachys rosea suprime el crecimiento de
Botrytis cinerea en menor grado que un agente quimico, posiblemente
evitando la germinacion de esporas y el desarrollo de los tubos
germinativos. Por lo observado en la experimentacion la vigorosidad de la
planta biocontrolada nos indica que el antagonista ejerce un control sobre
el crecimiento del patogeno Bofrytis cinerea. El efecto antagonico
encontrado de Clonostachys rosea sobre Boltrytis cinerea de acuerdo a las
referencias bibliograficas puede deberse a la accion micoparasitaria, pues

este efecto se observa en los estudios realizados con begonias

(Sutton, 1997)



VI. CONCLUSIONES

En las condiciones trabajadas se concluye lo siguiente:

1, Clonostachys rosea ejerce un efecto antagonico sobre Bofrytis
cinerea myvitro.

2. Clonostachiys rosea ejerce efecto antagonico sobre Bolrytis
cinerea en el cultivo Lycopersicum esculentum (tomate) en
condiciones de invernadero.

3. El efecto antagonico de Clnostachiys rosea sobre Botrytis
cinerea en el cultivo Lycopersicum esculentum (tomate) en
condiciones de invernadero es de 25.72% y un brote de flores

en un 59%, lo cual se ve disminuido en el tratamiento de

funguicida quimico.



VII. RECOMENDACIONES

Continuar con la experimentacion a nivel de campo para tener
conclusiones mucho mas exactas acerca de la accion antagonica de
Clonostacilys rosea.

Realizar experimentos aplicando el antagonista a nivel de semilla y a
nivel de almacigo .

Investigar la accion antagonica de Clonostachys rosea sobre ortos
hongos.

Investigar como extraer y utilizar la toxina producida por Clonostachys

como un agente de biocontrol,
Realizar pruebas de antagonismo mezclando Clonostachys rosea con
diferentes hongos biocontroladores para observar la existencia de

una mejor eficacia.



VII. RECOMENDACIONES

Continuar con la experimentacion a nivel de campo para tener
conclusiones mucho mas exactas acerca de la accion antagadnica de

Clonostaciys rosea.

Realizar experimentos aplicando el antagonista a nivel de semilla y a

nivel de almacigo .

Investigar la accidn antagonica de Clonostachys rosea sobre ortos
hongos.
Investigar como extraer y utilizar la toxina producida por Clonostachys
como un agente de biocontrol.
Realizar pruebas de antagonismo mezclando Clonostachys rosea con
diferentes hongos biocontroladores para observar la existencia de

una mejor eficacia.
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ANEXOS



ANEXO N° 1 Placas con Clonostachys rosea sembrado en

agar melaza (izquierda) Y en agar extracto de malta
(derecha) .




ANEXO N° 2 Placa precolonizada con Botrytis
cinerea colonizada por Clonostachys rosea
seccionada para obtener los blogues (Bc).




ANEXO N® 3 Placas con bloques de colonizacidén que

fueron evaluados cada uno para determinar en ellos la
presencia de Clonostachys rosea sobre Botrytis

cinerea y determinar el numero de bloques colonizados
con la ayuda de un estereoscopilo.




ANEXO N® 4 Aplicacén del hongo por aspersibn.
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ANEXO N® 5 Plantas enfermas con Botrytis cinerea
tratadas con Clonostachys rosea.
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ANEXO N° 6 Planta enferma con Botrytis cinerea vy
tratada con fungicida quimico.




ANEXO N° 7 Plantas enfermas con Botrytis
clnerea.




ANEXO N°8 Evaluacién de la enfermedad en las plantas.




ANEXO N°9  Guia del drea de la hoja cubierta con la que se evalu6 la enfermedad en las
hojas (Clive, 1971).




ANEXO N° 10 Resultados de la evaluacion de dafio de la enfermedad de las plantas de tomate del

tratamiento Control (Plantas de tomate con Botrytis cinerea en invernadero)

‘Evaluacion realizada 1 T
Icada siete dias oja evaluada [1°Repeticion epeticion 3"Repetician d"Repeticion PROMEDIO
I .
Eﬁm:rle.lﬂhanidn ES 4 1 I ﬁ 4]2 ]
Primera evaluacion ES 1 1 1.55 1.5] 1.
Primera evaluacion ES 1 1 1_55 2 1.
Primera evaluacion ES 4 1 1 5‘ 1. 2.l
Primera evaluacion ES 4 4 1. _ 437
PROMEDIO 2.8
Segunda evaluacion ES 4. 4 1. 4. 3.7
Segunda evaluacion ES 37. 18. 4. :n,ql 2.
Segunda evaluacion ES 37. 9 1, 62.5 27.82
Segunda evaluacién ES 37. 82. 1 1.5 257
Sequnda evaluacion ES 96 R ! . 37 4.2
Promedio , 23.17
ercera evaluacion ES 96. 93. 37.5 18.5 62.75
ercera evaluacion ES 91 98. a8, 985 96625
ercera evaluacion ES 62. 18. 93. _815 65.25¢
ercera evaluacion ES 31. 93. 3. 31. g0
ercera evaluacion ES 81, 83. S. 33. 94 .2
Promedio . _81.77
f
Primera evaluacion  MEDIA 4. { {, { 2.25]
Primera evaluacién EDIA 1 ! 1. 1. 1.5
Primera evaluacion DIA 1. 1 i 1. 1.5
Primera evaluacion DIA 1. 1. 1.5 1. 1
Primera evaluacion  IMEDIA 4. 1.3 1. 1. 2.2
PROMEDIO N 1.
Segunda evaluacion DIA 1. 1. 1 337
Segunda evaluacion 1EDIA 18. 5 £ 1 5.7
iSegunda evaluacion EDIA 15. 1. i 1 5.7




—

{Sequnda evaluacion _ MEDIA _ - Hﬂéa —— EIRE: 1.5 5.75,
\Segunda evaluacion  JVIEDIA 5 1 5n] 1.5f 1.5{ 3_3?5‘.]
PROMEDIO a ’ i | 43
Tercera evaluacion EDIA E 98.5 1.5 1.5
Tercera evaluacion IEDIA ._:...L 13.SI 91 8.5 4.
Tercera evaluacion EEDIA l 13.5i 1.5 91) 4,
ercera evaluacion EDIA é 18.5§ lj 98 51 4.
ercera evaluacion EDIA | 9 4.5 _ in 1.5
PROMEDIO _ | | |
Primera evaluacion _ {SUPERIOR 1.5 17 "-j 1.5
Primera evaluacién __ |SUPERIOR 1.5 {. 1.5 {5
Primera evaluacion  |[SUPERIOR " 1.5 1.5 1.5 1.5
Primera evaluacion __ |[SUPERIOR 1. 1.5 1.5
Primera evaluacién  {SUPERIOR 15 15 1.5 1
PROMEDIO | | |
Segunda evaluacién  [SUPERIOR | 4. 1 5 1.
Segunda evaluacion _SUPERIOR | 1185 1. . 1.
Segunda evaluacion |SUPERIOR | 3] 1.9 4, 1.
Sequnda evaluacion [SUPERIOR 18. 1.5 1 1.5
Segunda evaluacion |SUPERIOR | 18.5 1.5 1.5 7.16666667
PROMEDIO | 1 | | 10.383333
Tercera evaluacion  [SUPERIOR % 37 5| 98.5] 1.5 1.5 34.75
Tercera evaluacion  |SUPERIOR 3?-531 % _ @3.5] 1. 39.52
Tercera eualuacig_n SUPERIOR 18.51 8 81. 1.0 _ 25.?5‘
ercera evaluacion lSUPEHIDH 3?.5! 1.:1 3. 1.5i .14_?5|
Tercera evaluacion ESUPEHIOH I 37.5] 15, 1.s§r 13.5
28.354|

hPrumedin i J

| :
| 25.624] 19.0333333] 26.546511

13.3] 276748




ANEXO N"11 Resultados de la evaluacion de dafio de la enfermedad a las plantas de tomate tratadas

con Clonostachys rosea

Evaluacion reakizada 0ja L
cada siete dias valuada  |1°Repeticion [2°Repeticién 3“Repeticion 4“Repeticién PROMEDIO

L’n’mera evaluacion

9 11.375
Primera evaluacion 1.5§ 2.2125
Primera evaluacion 1.5 1.875
Primera evaluacion 1.5 2.2125
Primera evaluacion - 4.125

]
Ty
4

K

|

93.5 31.166866
81.5 19.5833333
81.5] 21.188688
4.5 9-91555553

Segunda evaluacion

egunda evaluacion
Fegunda evaluacion
Segunda evaluacion
Segunda evaluacion

L ae]
iy
A

Promedio [ 17.5666667]
ercera evaluacion 93.5 95.125
ercera evaluacion S 54 54.2
45.25
54 75
61.875
3.37
1.
| 5
1 5
4.875
2 55
Segunda evaluacion  jviedia F 4



Sequnda evaiuacion jviedia

Segunda evaluacion m

e e

Segunda evaluacion Jvledia
Segunda evaluacion i\-tedia

|Promedio .

Tercera evaluacion  Media
| ercera evaluacion Media
Terr:era evaluacion [Media

Media
Media

iTercera evaluacidn

{Primera evaluacion
Primera evaluacion
Prlmara;va_h:acidn
Primera evaluacion
|Primera evaluacion
|Promedio

]
[Segunda evaluacion {Sup |
e
ISegunda evaluacién [Superior |

Tercera evaluaciu_&rn
ercera evaluacion

{Tercera evaluacion
Tercera evaluacion

Superior | | |
Superior | 18 15 19
Superior | 1.5 1.5 1.5§
| 0.28338339f 11.7045455 113363636

I Tercera evaluacion




ANEXO N 12, Resultados de la evaluacion de dafio de la enfermedad a las plantas de tomate tratadas

con fungicida quimico.

'Evaluacion

lrF:::urrz.z'n::lz.' cada siete |Hoja l l
idias ievaluada 1“repeticion [2°repeticion 3“raputic|un 4° repeticion Promedio |

!Primera evaluacion [Basal | 3 1.5 1. .
Primera evaluacion Easal i i
Primera evaluacion Easal |

1.

B

1.
Primera evaluacion |Basal 1, ' 4.
Prnmera evaluacion Basal ‘ 1.
Promedio

e

Basal

Se unda evaluacion [Basal
ls:gunda evaluacion [Basal

Seqgunda evaluacion

|
L

ercera evaluacion |

ercera evaluacion .J ,.
ercera evaluacion |Basal I: 98.5
ercera evaluacion jBasal .m| 81]

e {

Promedio |

i

Primera evaluacion |
Primera evaluacion |
PrimeE_euahJa::iﬂn |
Promedio




Tercera evaluacion

ercera evaluacion

ercera evaluacion

ledia
ledia

edia

Tercera evaluacién

Media

|Tercera evaluacion

IMedia

IF’rnmediu

|Se
Se
Se
Se
Se

unda evaluacion
unda evaluacion
unda evaluacion
unda evaluacion
unda evaluacion

Superior
Superior

Superior

Superior
Superior

s Bk | i | | P
—a

Promedio

1.65

ercera evaluacion hSupeLinr

ercera evaluacion

Superior

1.

el
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ANEXO N°13. Analisis de Varianza de los resultados obtenidos del grado
de control ejercido en la enfermedad realizado en el
programa de SPSS v.11.

ANOVA
Promedio de porcentaje de enfermedad total
Sum of df Mean I Sig.
Squares Square
Belween| 9762.049 2 4881.024 | 6.807 .003
Groups
Within | 30115.409 | 42 717.034
Groups
Total | 39877.458 | 44

El analisis de varianza nos indica que el valor de la significancia = 0.003
es menor al a = 0.05 lo cual indica que los promedios del grado de

control ejercido en las plantas son diferenles y exisle una gran

significancia.
PRUEBA DE Chi-Cuadrado
Promedio de porcentaje de url’armeda1
lota
Chi- 79.667
Square
Df 29
Sig. .000

a J0 cells {100.0%) have expected frequencies less than 5.
The minimum expected cell frequency is 1.5.

En la prueba de CHI-cuadrado observamos que el valor de la
significancia es 0.0 que es menor a a = 0.05 lo que significa que los
promedios del grado de conlirol ejercido en las plantas son diferentes.
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