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EXTRACCION Y FORMULACION ARTESANAL DE Cladosporium uredinicola
BIOCONTROLADOR DE Puccinia horiana

RESUMEN

La roya blanca Puccinia horiana P. Hennings (Basidiomycota: Uredinales), patégeno
de Chrysanthemum x morifolium Ramat. (pro sp). (Eudicotiledonea: Asteraceae: Asterales),
es una plaga de orden cuarentenario.

Durante los afios 2012 y 2013 se han desarrollado estudios de Bioprospeccion para
la deteccion de los agentes hiperparasitos Sphaerellosis filum y Ampelomyces quisqualis,
durante dichas prospecciones se detecto la presencia de Cladosporium sp, (posiblemente C.
uredinicola) sobre P. horiana en algunas localidades de San Juan Sacatepéquez y se
observo la eficacia como agente biocontrolador.

En base a lo anterior se desarroll6 la presente investigacion con el objeto de extraer una
cepa virulenta, aislarla y cultivarla en forma masiva en sustratos econémicos para formular
un fungicida eficiente, amigable con el ambiente y de bajo costo para los agricultores de la
zona.

De tres cepas provenientes de diferentes sitios de muestreo, Camino a las Trojes
(cepa 99), sector 2 Ojo de Agua (cepa 100), y camino a San Pedro (cepa 101), la cepa 99,
proveniente de la aldea Camino a Las Trojes presento diferencia significativa en cuanto al
indice velocidad de crecimiento micelial, (valor p 0.0001) por lo que se considero altamente
virulenta y de facil crecimiento en medios simples.

La cepa se hizo crecer sobre varios sustratos que fueron: arroz blanco, arroz pre-
cocido y maiz quebrado, el mejor sustrato para el crecimiento de C. uredinicola fue maiz
quebrado, se evalu6 ademas la cantidad maxima de sustrato en crecimiento, el conteo de
conidios se realizo en los tres sustratos a los, 8, 12 y 16 dias. La cantidad de sustrato mas
eficiente fue cuando se trabaja con bajas cantidades de sustrato, en este caso el peso de
100 gr de sustrato fue el que se seleccion6 debido a menor contaminacién y facil manejo,
ademas de obtener crecimiento uniforme. En cuanto al periodo de incubacién en el sustrato
seleccionado, segun el analisis estadistico realizado a los 8, 12 y 16 dias existe diferencia
significativa (valor p 0.0027) en cuanto a la densidad de conidios, para los 12 y 16 los
valores son similares, en comparacion a los 8 dias que presenta menor concentracion.

Con el sustrato seleccionado se inicio la produccion de inoculo en bolsas de nylon de
100 gr, Se realizo una prueba de campo con cuatro concentraciones de conidias por un
periodo de 40 dias, las aplicaciones se realizaron a los 0, 8, 12, 16 y 32 Dias Después del
Trasplante. De acuerdo a la variables de incidencia y severidad no se observaron
diferencias con entre tratamientos y el testigo del agricultor.



En base a los resultados obtenidos se concluye que la cepa proveniente de la Aldea
Camino a Las Trojes tiene mayor potencial de virulencia, que dicha cepa puede
desarrollarse sobre maiz quebrado y que la cantidad 6ptima para la propagacion masiva en
medios artesanales son de 100 gr de sustrato en bolsas de nylon transparente. Es necesario
evaluar la densidad de inoculo por area para establecer la dosis de campo.

Palabras Clave: Crisantemo, Roya Blanca, Hiperparasitos, Biocontroladores



ABSTRACT

The white rust Puccinia horiana P. Hennings (Basidiomycota: Uredinales), pathogen
Chrysanthemum x morifolium Ramat. (pro sp). (Eudicotiledonea: Asteraceae: Asterales), is a
pest of quarantine order, originally from Japan, arrived in Europe in the 60 subsequently
detected in Mexico and the US in the late 70s. USDA 2013. In Guatemala there is no record
of its appearance, however in 2007-2008 is reported to P. horiana, as one of the major
diseases of the crop in the Municipality of San Juan Sacatepequez, one of the regions of
chrysanthemum greater productivity which is based on family income in the area. (Mejia
2008, Ramirez 2009).

In the years 2012 and 2013 were developed Bioprospecting studies for the detection
of agents Sphaerellosis hyperparasites phylum and Ampelomyces quisqualis during these
surveys the presence of Cladosporium sp was detected (possibly C. uredinicola) on P.
horiana in some localities San Juan Sacatepequez and effectiveness as a biocontrol agent
based on the above noted this research was developed with the aim of extracting a virulent
strain, isolate and grow massively in economic substrates to formulate an effective fungicide,
environmentally friendly and inexpensive for area farmers.

Three strains from different sampling sites, strain 99, pproveniente Village Road to
Las Trojes present significant difference in the rate of mycelial growth rate, so it was
considered highly virulent and simple means easy growth.

The strain was grown on various substrates were: white rice, pre-cooked rice and
corn broken, the better substrate for the growth of C. uredinicola was cracked corn, were
also evaluated the maximum growth substrate, the count conidia was performed on the three
substrates to 8, 12 and 16 days. The amount of substrate was more efficient when working
with low amounts of substrate, in this case the weight of the substrate was 100 g which was
selected due to less contamination and easy handling, in addition to obtaining a uniform
growth. As the incubation period in the selected substrate, the statistical analysis according
to the 8, 12 and 16 days there was a significant difference in the density of conidia, for the
values 12 and 16 are similar, in comparison to the 8 days with the lowest concentration.

With the selected substrate production of inoculum in nylon bags 100 gr began, a field
test was conducted with four concentrations of conidia for a period of 40 days, the
applications were performed at 0, 8, 12, 16 and 32 days after transplantation. According to
the incidence and severity variables, no differences were observed between treatments and
the control of the farmer

Based on the results obtained showed that the strain from Village Road to Las Trojes
has greater potential virulence, said strain can grow on cracked corn and the optimum
amount for mass propagation in craft media are 100g substrate in transparent plastic bags.

Keywords: Chrysanthemum, Puccinia horiana, White rust, Cladosporium uredinicola,
hyperparasites, biocontrol,



1 INTRODUCCION

La roya blanca Puccinia horiana P. Hennings (Basidiomycota: Uredinales),
segun la North American Plant Organization (2007), lo describe como un patégeno
de Chrysanthemum x morifolium Ramat. (pro sp). (USDA 2013). (Eudicotiledonea:
Asteraceae: Asterales). Es una plaga de orden cuarentenario, originaria de Japon,
lleg6 a Europa en los 60°s posteriormente detectada en México y EEUU a finales de
los 70°s. En Guatemala no se tiene registro de su aparicién, sin embargo en el
periodo 2007-2008 se reporta a P. horiana, como una de las principales
enfermedades (Mejia 2008, Ramirez 2009). Alcanzando un 90% de incidencia sobre
el cultivo en el Municipio de San Juan Sacatepéquez, reduciendo drasticamente la
produccion, al cultivo base de economia familiar en el area.

La roya blanca, Puccinia horiana Hennings es especifica para el crisantemo
(Mejia, 2008), provoca pérdidas a los productores de San Juan y San Pedro
Sacatepéquez, Guatemala y que ademas se ha expandido a otras regiones del pais
donde se cultiva crisantemo. Es una roya autoica microciclica, (Backer) y se
encuentra en todas las plantaciones de crisantemos donde es dificil su control. Mejia
2008, debido a que los productores no ejecutan todas las medidas fitosanitarias, solo
aplican fungicidas generando contaminacion ambiental y de las personas debido a
gue no se protegen adecuadamente.

Durante el desarrollo de dos proyectos de investigacion relacionados a la
bioprospeccion de Darluca filum y Ampelomyces quisqualis, agentes de control
biol6gico para Royas y Cenicillas en 2012 y 2013 se observé constantemente la
presencia del hongo Cladosporium sp. sobre Puccinia horiana que en forma natural
se encuentra en algunas areas de produccion y se observa alta eficiencia en la
inhibicion del agente fitopatégeno el cual podria ser empleado como un fungicida
natural especifico y eficaz para el control de P. horiana de alli la idea de extraerlo
aislarlo, purificarlo y propagarlo en forma masiva en sustratos naturales y de bajo
costo y evaluar su viabilidad biolégica y econémica para que los productores puedan
a acceder a una tecnologia simple para su produccion a nivel comercial.
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2 ANTECEDENTES

Durante los afios 2012 y 2013 se han desarrollado estudios de prospeccion para la
deteccibn de agentes biocontroladores, Sphaerellosis filum y Ampelomyces
quisqualis. (Alvarez, 2012), (Alvarez, 2013), Como dato preliminar de dichas
prospecciones se detectd la presencia de Cladosporium sp, (posiblemente C.
uredinicola) sobre P. horiana en algunas localidades de San Juan Sacatepéquez y
se observé su eficiencia como agente biocontrolador.

Derivado de este hallazgo y en base a referencias de experiencias en otros
paises con dicho agente sobre P. horiana (Garcia, 2005) se propone realizar la
extraccion y formulacién artesanal de Cladosporium sp., para formular un fungicida
eficiente, amigable con el ambiente y de bajo costo para los agricultores de la zona.

Se busca beneficiar con la presente investigacion a un aproximado de
quinientos productores de los cuales depende similar nimero de familias de los
municipios de San Juan y San Pedro Sacatepéquez, Guatemala, donde el
crisantemo es la flor mas cultivada y comercializada, y es la fuente de ingresos de la
poblacién que se dedica a su cultivo.
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3  JUSTIFICACION

El cultivo del crisantemo en el municipio de San Juan Sacatepéquez es la
base de la economia familiar para los agricultores de la zona que en su mayoria se
dedican a la explotacion comercial de flores de corte y una de sus principales
limitantes es la roya blanca Puccinia horiana, una enfermedad que afecta la calidad
y la productividad por el uso de fungicidas quimicos que han sido ineficientes y por
otro lado provocan intoxicacion de personas y contaminacion ambiental.

Durante el desarrollo de los proyectos CONCYT 022-2012 “Bioprospeccion de
Darluca phyllum y deteccion de cepas virulentas para control de royas de
importancia econdmica en la region central de Guatemala” y DIGI 4.8.63.6.58
“Bioprospeccion de los hiperparasitos Cicinobolus cesatii de bary 1870 y Eudarluca
caricis (biv.) O.e. erikss. 1966, sobre cultivos y plantas adyacentes en la region
central de Guatemala”, Se ha detectado en algunas areas del municipio de San Juan
Sacatepéquez, que P. horiana tiene baja prevalencia debido a que se encuentra
afectada por un agente hiperparasito, Cladosporium sp. (Posiblemente C.
uredinicola) el cual se encuentra en forma natural y segin comentario de algunos
agricultores entrevistados “alli no necesitan aplicar venenos para la roya” esto es
debido a que C. uredinicola posee depsidos, que son una clase esteres
intermoleculares formados a partir de acidos fenoicos y benzoicos y que actdan
como antibioticos entre otras de sus propiedades. (Sheta, W., USDA, APHIS 1996).

En base a lo anterior se propone extraer cepas en los sitios ya identificados,
aislarlas, cultivarlas, purificarlas y reproducirla en forma masiva en un medio simple
para que se pueda formular en forma artesanal, que sea de facil maniobrabilidad y
viable en el control de la roya. Con ello se estaria facilitando a los productores
acceder a la aplicacion del conocimiento generado en su zona, obtener un fungicida
econémico, amigable con el ambiente y reducir el uso de agroquimicos en beneficio
de ellos y las familias y a la vez proporcionar una herramienta nueva para generar
ingresos ya sea a ASOFLORSA o algunos de sus agremiados al hacerse cargo de la
produccion y comercializacion del nuevo producto generado.

Por ultimo luego de la investigacidn y las evaluaciones pertinentes de campo se

puede proceder a patentar la cepa de C. uredinicola como parte de los logros
obtenidos en la investigacion.
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

4.1 Descripcion del problema

La roya blanca, Puccinia horiana Hennings es especifica para el crisantemo
(Mejia, 2008), provoca pérdidas a los productores de San Juan y San Pedro
Sacatepéquez, Guatemala y que ademas se ha expandido a otras regiones del pais
donde se cultiva crisantemo. ES una roya autoica microciclica, (Backer) y se
encuentra en todas las plantaciones de crisantemos donde es dificil su control, Mejia
2008. Debido a que los productores no ejecutan todas las medidas fitosanitarias,
solo aplican fungicidas generando contaminacion ambiental y de las personas
debido a que no se protegen adecuadamente.

4.2 Definicién del problema

Durante el desarrollo de dos proyectos de investigacion relacionados a la
bioprospeccion de Darluca filum y Ampelomyces quisqualis, agentes de control
bioldgico para Royas y Cenicillas en 2012 y 2013 se observé constantemente la
presencia del hongo Cladosporium sp. sobre Puccinia horiana que en forma natural
se encuentra en algunas areas de produccion y se observa alta eficiencia en la
inhibicién del agente fitopatdogeno el cual podria ser empleado como un fungicida
natural especifico y eficaz para el control de P. horiana de alli la idea de extraerlo
aislarlo, purificarlo y propagarlo en forma masiva en sustratos naturales y de bajo
costo y evaluar su viabilidad biolégica y econdmica para que los productores puedan
a acceder a una tecnologia simple para su produccion a nivel comercial.

4.3 Delimitacién temporal y geografica

El estudio se realizara durante el periodo de febrero 2014 a enero de 2015, en
las instalaciones del laboratorio del Centro de Diagndstico Parasitolégico de la
FAUSAC y en el municipio de San Juan Sacatepéquez, con el apoyo de la
asociacion de floricultores de San Juan ASOFLORSA, por sus siglas que cuenta con
mas de 200 asociados (Mejia, 2008), distribuidos en las 13 aldeas, 31 caserios, 3
fincas y 4 colonias con que cuenta el municipio (Ramirez, 2009).

13



5 MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

5.1 Biocontrol

El término se refiere a la utilizacion de especies de insectos, plantas, hongos
y bacterias para control de plagas y enfermedades. A nivel mundial se presenta
como una alternativa viable y sostenible, como una solucién a los problemas
generados por el uso desmedido a través de los afios de productos agroquimicos.

En general los antagonistas no tienen un Unico modo de accién y la
multiplicidad de modos de accibn es una caracteristica a seleccionar en un
antagonista, ellos son: antibiosis, competencia por espacio o0 por nutrientes,
interacciones directas con el patdgeno (mico parasitismo, lisis enzimética), e
induccion de resistencia (Cook & Baker, 1983). Dentro de los agentes
biocontroladores se enlistan a continuacion los mas reconocidos: para el control de
enfermedades: Trichoderma sp., Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis Control de
plagas: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Verticillum lecanii. Control de
nematodos: Paecilomyces lilacinus.

5.2 Fermentacién solida

Puede ser definida como el crecimiento de microorganismos en materiales
solidos humedos en la ausencia de agua libre. La habilidad de los microorganismos
para crecer en un sustrato solido es una funcién de sus requerimientos en cuanto a
la actividad de agua, su capacidad de adherencia y penetracion en el sustrato y su
habilidad para asimilar mezclas de diferentes polisacaridos, debido a la naturaleza
usualmente compleja de los mismos. Es un proceso en el cual un sustrato insoluble
es fermentado con suficiente humedad pero sin agua libre. Recientemente ha
aumentado el interés en este tipo de fermentacién debido a que pueden obtenerse
mayores concentraciones de producto (Chavez, 2006).

Este proceso fermentativo, se caracteriza principalmente por requerir bajos
niveles econdémicos y a la vez obtener alta formacion de biomasa y producto, lo cual
se da por su bajo requerimiento de aplicacion de aireacion, control de temperatura y
otros factores que si son de caracter necesario en un proceso de fermentacion
liquida (Vasquez, 2010).
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5.3 Cultivo de Crisantemo (Chrysantemum x morifolium Ramat)

5.3.1 Antecedentes

El cultivo de Crisantemo Chrysantemum Xx morifolium, nativo de Asiay
nordeste de Europa (Sheta et. al., 1996). Segun la clasificacion por CPC (Crop
Protection Compendium), (CABI UK, 2007), pertenece a la familia Compositae y
engloba flores de las mas antiguas cultivadas. Mejia (2008) sefala que las hojas
pueden ser lobuladas o dentadas, ligulosas o rugosas, de tono variable entre el
verde claro y oscuro, recubiertas de un polvillo blanquecino que le da un aspecto
grisaceo y casi siempre aromaticas. Posee una inflorescencia en capitulo.

En Guatemala, el municipio de San Juan Sacatepéquez es considerado como
uno de los principales productores de flores a nivel nacional, donde un 90% de la
produccion esta constituida por Crisantemo, el 10% restante lo complementa el
cultivo de rosa y clavel (Mejia 2008).

En el afio 2005, se conformd la Asociacion de Floricultores de San Juan -
ASOFLORSA-, cuenta con alrededor de 200 floricultores, en el afio 2008 se
estimaba un total 500 invernaderos formales dedicados a la produccion, distribuidos
en las comunidades: Cruz Blanca, Comunidad de Zet, Comunidad de Ruiz, Loma
Alta, Camino de San Pedro y Sajcavilla (Mejia 2008). Segun Ramirez (2009) reporta
a la roya blanca Puccinia horiana hennings y el trips Frankliniella williamsi, vector
del virus Tomato Spotted Wilt Virus TSWV por sus siglas en inglés, conocido como
Virus del manchado salvaje del tomate, como los problemas fiosanitarios mas
importantes en el en cultivo de crisantemo en area bajo estudio.

La importancia de la roya blanca radica en que es considerada como una
plaga de importancia cuarentenaria en muchos paises importadores. El crisantemo
es un cultivo con potencial para la exportacion y hasta el momento no se ha logrado
un control de la enfermedad, por lo que las oportunidades de incursionar en el
mercado internacional actualmente son nulas dado el caracter agresivo de este
patdogeno (Ramirez 2009).

5.4 Puccinia horiana hennings

5.4.1 Generalidades

Conocido como roya blanca asociada a crisantemo (Chrysanthemum x
morifolium Ramat. (pro sp), necesita estar asociado a un material vegetal vivo para
completar su ciclo de vida, por lo que se trata de un parasito. Es clasificada como
una roya autoica, microciclica, que no presenta huésped alterno. La roya blanca del
crisantemo es una plaga especifica de Chrysanthemum x morifolium Ramat, en las
diferentes variedades (USDA 2013).
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5.4.2 Taxonomia

Phylum:  Basidiomycota

Clase: Urediniomycetes

Orden: Uredinales

Familia: Pucciniaceae

Género:  Puccinia

Especie:  Puccinia horiana (NAPPO 2007).

5.4.3 Sintomatologia

En cultivo de crisantemo, se puede identificar por lesiones cloréticas en el haz
y en el envés de la hoja (Figura 1), puede presentar pustulas blanquecinas o
rosadas, que atacan indistintamente las hojas a lo largo del tallo, la intensidad de la
infeccion dependera de la susceptibilidad de la variedad cultivada; en cultivos muy
afectados las pustulas se pueden observar en bracteas y tallos, en flores se puede
presentar necrosis con desarrollos ocasionales de pustulas.

Figura 1. Pustulas de roya blanca Pucciana horiana, sobre hoja de crisantemo.
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5.4.4 Ecologia y Epidemiologia

Puccina horiana es una roya autoica, microciclica. Las teliosporas, que son
bicelulares, germinan produciendo basidiosporas unicelulares. Estas se dispersan
con las corrientes de aire. NO se conocen otras esporas. Las teliosporas y
basidiosporas pueden germinar a temperaturas comprendidas entre 1 y 32 °C con
temperaturas 6ptimas de 15 a 20 °C para las teliosporas y de 13 a 18 °C para las
basidiosporas. Para estas germinaciones es indispensable una humedad relativa
muy elevada (90% minimo)( Mejia 2008). En las referidas condiciones optimas, la
germinacion de teliosporas y descarga de basidiosporas en la superficie de las hojas
es un proceso muy rapido. Sélo con 5 horas es suficiente para que una nueva
infeccion se establezca. El periodo de incubacion es de 7 a 10 dias, pero con
temperaturas alrededor de 30°C puede prolongarse a 8 semanas.

5.5 Cladosporium uredinicola

Cladosporium uredinicola, es una de las especies mas extendidas a nivel
mundial. Incluye alrededor de 40 especies que viven naturalmente en el suelo, en
material vegetal en descomposicion y como patdgenos de las plantas. Cladosporium
sp., aparece después del colonizador primario. Es un colonizador muy comidn como
Aspergillus sp. y Penicillium sp., cuando la roya blanca afecta severamente a la
planta, puede presentarse necrosamiento de la flor, dafio en los tallos, en las hojas y
en las bracteas. C. uredinicola se ha reconocido como hiperparasito de Puccinia
horiana, en Estados Unidos (Orlando Florida), Brasil, México, Colombia, Cuba, entre
otros (Traquiar, Meloche, Jarvis, & Baker, 1984).

En México, en invernadero, la aplicacién de Cladosporium sp., no redujo
significativamente la incidencia, ni el numero de pustulas desarrolladas en la ultima
hoja infectada por P. horiana; sin embargo, se obtuvo una reduccién significativa
(p=0.05) en la severidad con una (41%) y cuatro (84%) aplicaciones del antagonista
con respecto al testigo sin aplicacion (Garcia, Zavaleta Rojas, Leyva, Simpson &
Fuentes 2005).
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6 OBJETIVOS

6.1 General

e Obtener un fungicida biolégico especifico para P. horiana con tecnologia
bésica formulado a base de C. uredinicola.

6.2 Especificos

e Obtener al menos una cepa altamente virulenta de facil crecimiento en medios
simples.

e Establecer el medio optimo, accesible y de bajo costo para el crecimiento de
Cladosporium uredinicola en forma masiva.

e Generar un proceso de formulacidén estandarizado con tecnologia basica y de
alto rendimiento de esporas de C.uredinicola.

7 Hipotesis

Se puede producir C. urenidicola utilizando un sustrato de bajo costo y en
forma artesanal.
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8 MATERIALES Y METODOS

8.1 Descripcion de la ubicacion geografica.

El municipio de San Juan Sacatepéquez, esta situado al norte del
departamento de Guatemala, de aproximadamente 242 km? y dista a 32 km de la
ciudad capital, posee una altura promedio en la cabecera municipal de 1845
m.s.n.m. Sus colindancias municipales-departamentales son: al norte Granados Baja
Verapaz, al este San Raymundo y Chinautla Guatemala, al sur Mixco y San Pedro
Sacatepéquez Guatemala, y Santo Domingo Xenacoj Sacatepéquez, al oeste El
Tejar y San Martin Jilotepeque Chimaltenango. El clima segun el sistema
Thornthwaite es semi-célido, con invierno benigno, humedo y de verano seco. La
humedad relativa es de 76.9%, la precipitacion media es de 1462.28 ml, con
temperatura media de 18.78°C. . Ramirez (2009).

8.2 Periodo de la investigacion

El estudio se realizo durante el periodo de febrero de 2014 a enero de 2015,
con tres etapas de trabajo relacionadas entre si, siendo de campo, de laboratorio y
de gabinete. La primera la etapa de campo realizada en dos fases febrero colecta de
cepas; y noviembre aplicacion en campo. La fase de laboratorio de febrero a
noviembre y la fase de gabinete de marzo 2014 a enero 2015.

8.3 Bioprospeccién de cepas

Se visitaron tres areas de produccion localizadas en diferentes zonas del
municipio: Camino a las trojes (cepa 99), sector 2 Ojo de Agua (cepa 100), y camino
a San Pedro (cepa 101). La informacién sobre las localidades se obtuvo por medio
de socios de ASOFLORSA.

Se realiz6 la colecta de hojas con sintomatologia de P. horiana con presencia
del hiperparasito Cladosporium uredinicola, las muestras fueron colocadas en
bolsas de nylon recubiertas con papel absorbente, se les asigno un codigo segun las
coordenadas de GPS del sitio de muestreo, posteriormente se colocaron dentro de
una hielera para su traslado al Centro de Diagnostico Parasitologico CDP-FAUSAC y
la posterior caracterizacion de pustulas sanas y parasitadas de P. horiana (

Figura 2).
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Figura 2. Comparacion de hojas de Crisantemo A. Presencia de roya blanca P.
horiana, se observa la severidad del dafio y la coloracién blanca. B. Pustulas de P.
horiana con presencia del hiperparasito C. uredinicola, se observa la coloracion
grisacea sobre las pustulas blancas de P. horiana. C: Pustula de P. horiana sana
observada con ayuda de estereoscopio. D: Pastula de P. horiana parasitada por C.
uredinicola observada con ayuda de estereoscopio. E: Corte transversal de pustula
sana de P. horiana. F: Corte transversal de pustula parasitada de P. horiana. G:
Teliospora sana de P. horiana. H: Estructuras del hiperparésito C. uredinicola.
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8.4 Aislamiento inicial de C. uredinicola

La siembra de conidios se realiz6 el mismo dia de realizado la recolecta de
material vegetal con presencia del hiper parasito, debido a que es un agente de facil
contaminacion. Este proceso se realizo en el laboratorio y se empled el medio de
cultivo Agar -Agua al 3%, segun la técnica descrita por Goh en el afio 1999, que
recibe el nombre de Aislamiento de esporas con aguja de vidrio, misma que se
describe a continuacion:

Bajo el lente del estereoscopio se seleccionaron las hojas con mayor nimero
de pustulas de P. horiana infectadas con C. uredinicola. Con ayuda de una aguja de
diseccién estéril se transfirieron conidios de C. uredinicola, a una caja Petri con
medio de cultivo Agar - agua al 3%, (ver

Figura 3).

Con una aguja de vidrio estéril bajo el estereoscopio los conidios fueron
arrastrados uno por uno de izquierda a derecha en la superficie de Agar. Las cajas
de Petri inoculadas se sellaron con parafilm y se colocaron dentro de la incubadora a
26°C segun la temperatura de incubacion descrita por Garcia-Velasco (2005).

-200micron

Figura 3. Crecimiento de C. uredinicola a las 48 horas de realizada la siembra en
medio agar- agua al 3%.

8.5 Cultivos monospéricos en PDA

A las 48 horas de realizado el aislamiento inicial se transfiri6 un conidio
germinado por caja con medio de cultivo PDA con cinco repeticiones por cada una
de las tres cepas, para obtener cultivos monosporicos segun lo descrito por Goh
(1999). Se incubaron a 26°C por espacio de 10 dias; segun la respuesta en base al
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indice de velocidad de crecimiento micelial (IVCM) en el medio de cultivo como se
ilustra en la Figura 4.

Figura 4. Diferentes etapas de crecimiento de C. uredinicola, en medio de cultivo
PDA. A. Vista trasera de C. uredinicola a los dos dias de germinado. B: Vista
trasera de C. uredinicola a los cinco dias germinado. C. Vista frontal de C.
uredinicola Crecimiento a los 5 dias de realizada la siembra. D. Crecimiento y
caracteristicas macroscopicas a los 30 dias de realizada la siembra.

8.5.1 Variables Respuesta

El indice velocidad de crecimiento micelial IVCM se realiz6 con ayuda de un
estereoscopio y de la camara digital Amscope para microscopia, utilizando el
software Toup View previamente calibrado con una regla micrométrica, se realizaron
las mediciones a los 4, 7, 8, y 10 dias después de realizada la inoculaciéon (ddi), para
cada cepa se utilizaron 5 repeticiones y se realizaron 4 mediciones para sacar un
promedio del diametro del mismo (

Figura 5).
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Figura 5: Descripcién pictografica de toma de mediciones para el diametro de
Cladosporium uredinicola.

Por medio de disoluciones se trabajé el promedio de esporas disponibles de
cada una de las cepas (10ddi), el conteo se realiz6 con ayuda de la camara de
conteo Neubauer bajo el lente del microscopio. Los valores obtenidos se evaluaron
estadisticamente empleando analisis de Tukey por medio del programa estadistico
InfoStat.

8.6 Preparaciony evaluacion de sustratos de crecimiento masivo

Los sustratos utilizados fueron: arroz, arroz pre-cocido y maiz quebrado. Los
plasticos con los que se iniciaron el proceso de evaluacion fueron: bolsa simple de
arroba calibre seis, bolsa doble de arroba calibre seis, plastico para forrar cuadernos
simples y plastico para forrar cuaderno doble.

Debido a que no se adquiria la maquina de sellado de bolsas se procedié a
realizar pruebas sellando las bolsas con mecheros a cada una de las bolsas se le
colocaron 100 gramos de arroz y 70 cc de agua destilada. Luego de ser
autoclaveadas por 7 minutos a 118°C, sin embargo el 60% de las bolsas sin
esterilizar presentaban orificios en el sellado; por lo que se descarto el proceso.

Debido a los resultados negativos en la prueba anterior se gestiono el
préstamo de una maquina selladora de plasticos con la cual se siguieron con las
pruebas de sallado con los mismo cuatro tipo de bolsas. Los resultados fueron los
siguientes después de un autoclaveado de siete minutos a 118°C: bolsa simple de
arroba calibre seis (60% con orificios), bolsa doble de arroba calibre seis (50% con
orificios), plastico para forrar cuadernos simples (90% con orificios) y plastico para
forrar cuaderno doble (90%).

23



Seguido de esto se procedid a reducir a 50 gramos de arroz y su equivalente
en agua, logrando los siguientes resultados: Los resultados fueron los siguientes
después de un autoclaveado de siete minutos a 118°C: bolsa simple de arroba
calibre seis (50% con orificios), bolsa doble de arroba calibre seis (30% con orificios),
plastico para forrar cuadernos simples (80% con orificios) y plastico para forrar
cuaderno doble (80%).

Debido al alto porcentaje de bolsas que presentaban orificios de diverso
tamafio en su estructura se hizo una nueva evaluacion con bolsas de 3 mm de
grosor que son utilizadas para empaque al vacio en la industria alimenticia. El
porcentaje de bolsas que presentaban orificios luego del mismo proceso de
autoclaveado fue de 0% por lo que se determiné que el calibre de bolsa que
soportaba la temperatura de la autoclave es de 3 mm de grosor y con las siguientes
dimensiones 8” x 8” (pouches TRIPAC 8” x 8" x 3 mm).

8.6.1 Suspension de esporas:

Se realiz6 sobre la caja de Petri que contenia la cepa un estriado con ayuda
de un aza bacteriolégico y 10 ml de agua destilada con tween 20 al 0.05%, esto con
la finalidad de desprender las esporas de C. uredinicola, como se observa en la
figura 6, esto fue colocado dentro de un erlenmeyer, para luego ser diluido en 90 ml
de agua destilada con tween 20 al 0.5% para la dispersion de los conidios. Para
facilitar la lectura en la camara de conteo Neubauer. Las disoluciones se hicieron
hasta llegar a la concentracién de 1 x 10°.

i
.&o’.‘!;.n B

Figura 6. Procedimiento empleado para obtener suspension de esporas de C.
uredinicola del aislado en medio PDA.

La evaluacion de substratos se realizd en un disefio completamente al azar
con cuatro repeticiones. La variable respuesta sera la cantidad de conidios por
gramo a los ocho, doce y dieciséis dias después de la inoculacion.
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8.7 Procedimiento experimental

Se realiz6 la preparacion pesando 50 gramos de sustratos (arroz, arroz pre-
cocido, maiz quebrado), se agregaron 35 ml de agua destilada a las bolsas de
sustrato y se dejé reposar por 24 horas para que el grano absorbiera el agua,
posteriormente se esteriliza por 7 minutos a 118°C. Sin embargo después de
realizada la inoculacion con 10cc de suspension de esporas a una concentracion de
1x10° conidios, los sustratos se encontraban contaminados con olor desagradable y
coloraciéon amarilla, asi mismo algunas bolsas con sustrato se observaron que
despidieron el agua absorbida como se observa en la

Figura 7 por lo que se concluy6 que los sustratos necesitan menor cantidad
de agua a manera de que no saturar con el agua agregada y aumentar el tiempo de
esterilizacion.

- R APIA D B
)“‘ : : A B

Figura 7. Bolsas preparadas con sustrato (arroz pre-cocido), A. Se observa que
dentro de la bolsa se encuentra una considerable cantidad de agua, despedida por
el grano. B. Agua dentro de la bolsa se observa densa y con un leve color amarillo
(vista de cerca).

Debido a los inconvenientes presentados se realizaron pruebas evaluando la
cantidad de agua, temperatura y tiempo de esterilizar dejando absorber el agua por
24 horas, de la siguiente manera:

35ml agua a 118°C por 17 min.
30ml agua a 118°C por 12 min.
25ml agua a 118°C por 17 min.
30ml agua a 118°C por 17 min.

coow

De las pruebas realizadas el tratamiento C., presento mejores caracteristicas
visuales, corresponde a 25 ml de agua a 118°C por 17 min, ya que presento un
grano mas cocido por lo tanto mas estéril y absorcion total del agua agregada. Sin
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embargo un 50% de las bolsas autoclaveadas sufrieron deformaciones hasta
romperse debido a la temperatura o tiempo dentro de la autoclave.

Posteriormente se realizaron pruebas de cantidad de suspension de esporas
a inocular, siendo: 10 cc, 5cc y 3cc por bolsa. El mejor resultado fue al aplicar 5 cc
de suspension de esporas presentando las caracteristicas siguientes: no se despidio
el agua que habia absorbido, sin olor desagradable, ausencia de coloracién amarilla.

Se realizd inoculacion de suspension de esporas presentando resultado
positivo de germinacién de los conidios de C. uredinicola en 11 repeticiones; sin
embargo a los 6 dias aproximadamente se observé una reaccion desfavorable en la
textura del grano, como se observa en la Figura 8.

Figura 8. Sustrato inoculado y con crecimiento de C. uredinicola, el circulo rojo
resalta el cambio observado en la textura y coloracion del grano donde no se
observa crecimiento de C. uredinicola.

Se realiz6 la preparacién de nuevo de bolsas con sustrato, se trabajé en dos
fases:

Fase 1: Se agrego6 la misma cantidad de sustrato por bolsa 50 gramos y 35 ml
de agua destilada. El grano se llevé a coccion por un periodo de 17 minutos a 121 °C
en autoclave, para ello se realizé la relacion de la cantidad de sustrato y agua
empleada para 4 repeticiones, se colocd en un beaker de 1000 ml como se muestra
en la Figura 9A donde se tomo el peso inicial y el peso final, se dejé enfriar por un
periodo de una hora.

Fase 2: Se realiz6 la relacion, y se volvié a pesar antes de llenar las bolsas,
en esta segunda fase no se agrego agua, la bolsa se sell6 con grapas para evitar
qgue el calor acumulado la rompiera; se procedid a esterilizar durante 17 minutos a
121 °C, como se observa en la figura 9B.
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Figura 9. Proceso de preparacion de bolsas con sustratos. A. En la fotografia se
observa beaker conteniendo arroz luego de esterilizar, corresponde a la fase 1. B.
Bolsas preparadas con los sustratos: maiz, arroz pre-cocido y arroz. Después de ser
esterilizadas, corresponde a la fase 2.

Las bolsas con los sustratos se dejaron enfriar por un periodo de 12 horas y
se procedio a realizar la inoculacién dentro de la campana de flujo laminar, con 3 cc
de una suspensién 1x10%10 cc de C. uredinicola.

Se incubaron durante 8 dias a 25°C, Chavez (2006); para asi evaluar el
periodo para la formacién de conidios en cada uno de los substratos. A los ocho dias
después de incubados se procedidé a realizar suspension de conidios en un It de
agua estéril/sustrato y se procedié a cuantificar el rendimiento de esporas por gr de
sustrato.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente segun su normalidad
evaluando el rendimiento de esporas por gramo de sustrato en tres periodos de
incubacion de 8, 12 y 16 dias, realizando las lecturas correspondientes con la
camara de neubauer.

En base al rendimiento se procedié a seleccionar el substrato Optimo a
evaluar en campo.
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8.8 Control de calidad para formulaciones bioldgicas

8.8.1 Germinacion de esporas

Esta prueba permitio establecer la viabilidad del hongo. Este procedimiento se
realizd con la solucién preparada para determinar la concentracion de esporas. Se
prepararon cajas Petri con agar-agua y en el fondo de cada caja petri se definirdn
cinco puntos, correspondientes a los puntos en los cuales se depositaron las
alicuotas que contenian las esporas. De la dilucion preparada anteriormente se
tomaron 5 ul que se depositaron en los cinco puntos establecidos, las cajas petri se
incubaron a 26°C, durante 18 y 24 horas. Transcurridos el tiempo de incubacién se
agrego una gota de azul de lactofenol a cada alicuota para detener la germinacion y
ayudar a tefiir las esporas del hongo (Chavez, 2006.)

Posteriormente se cortaron los cinco discos de agar donde fueron
depositadas las alicuotas, estos se colocaron sobre una porta-objetos y fueron
cubiertos por un cubre-objetos. Los montajes fueron observados al microscopio a
40x contando un minimo de 100 esporas registrando germinadas y no germinadas
por alicuotas. Con los datos obtenidos se calculdé el porcentaje de germinacién
(Chavez, 2006.)

8.8.2 Definicidon de variables

Debido a que el proyecto se efectud en dos etapas de laboratorio y de campo,
se tuvieron las siguientes variables para cada una de ellas:

De Laboratorio: Concentracion de esporas en cada sustrato, porcentaje de
germinacién de esporas, pureza y numero de dias éptimo para aplicacion en campo.

Las variables de campo fueron: incidencia de la enfermedad Puccinia horiana,
severidad de la misma, dosis Optima para aplicacion en campo.

8.9 Aplicacién en campo

De acuerdo a los resultados del analisis estadistico se seleccioné el sustrato
gue presento el 6éptimo crecimiento de C. uredinicola. La aplicacién en campo se
realiz6 evaluando cuatro concentraciones de conidias suspendidas en agua con
solucion Tween 20 al 0.5%, las aplicaciones se realizaron en un periodo de ocho
dias entre cada una, con un total de cuatro aplicaciones sobre una superficie de 1
m?. Las variables de respuesta fueron los indice de incidencia y severidad de P.
horiana en cada uno de los tratamientos, asi como también la tasa de incremento de
P. horiana en el tiempo. Las dosis evaluadas en campo fueron:
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e Dos bolsas de sustrato por 16 litros de agua = T4.
e Una bolsa de sustrato por 16 litros de agua = T3.
e 0.5 bolsas por 16 litros de agua = T2.

e 0.25 bolsas por 16 litros de agua = T1.

e Testigo absoluto = Testigo.

El arreglo estadistico para evaluar las variables de respuesta fue bloques al
azar con cuatro repeticiones (bloques). Cada parcela bruta consta de 151 plantas y
la parcela neta consto de 12 plantas ubicadas en el centro de cada parcela para
formar una repeticion. A continuacion se muestra el croquis de distribucion de
blogues en campo al momento de la evaluacion.

T3R3 Testigo 4
Testigo 3 T2R4
T1R3 T4R4
T4R3 T1R4
T2R3 T3R4
T1R2 T3R1
T4R2 T2R1
T2R2 Testigo 1
Testigo 2 T1R1
T3R2 T4R1

8.10 Tipos y formas de analisis de las variables

Los datos de laboratorio fueron: concentracion de esporas (conidios por
gramo de sustrato), porcentaje de germinaciéon de esporas a los 18 y 24 horas,
tiempo de incubacién éptimo para aplicacibn en campo expresado en numero de
dias. Las variables para campo son: porcentaje de incidencia de P. horiana y
severidad, dosis expresada en bolsas por hectéarea.

8.11 Metodologia de analisis de la informacion

Para los datos numeéricos obtenidos en laboratorio y campo se analizaron
estadisticamente y compararon en tablas para expresar su variabilidad entre los
distintos tratamientos, con un 95% de confiabilidad, se realiz6 un analisis analisis de
medias y con ello se determind el mejor sustrato en laboratorio, dias de mayor
produccion de conidios y el mejor tratamiento en campo.

29



9 RESULTADOS

9.1 Obtencion de la Cepa

De acuerdo a la informaciéon proporcionada por miembros de la Asociacion
ASOFLORSA, se determin6 tomar muestras en tres diferentes sitios de produccién
en las aldeas Camino a las Trojes (99), Sector 2 Ojo de agua (100) y Aldea Camino
a San Pedro (101), distribuidos en diferentes areas dentro del Municipio, como se
observa en la Figura 10 en base a las coordenadas de la tabla 1.

Tabla 1: Coordenadas de los sitios donde se relizaron las extracciones de cepas.

N w
Cepa MSNM
Grados | Minutos | Grados | Minutos
99 14 43.655 90 40.691 1856
100 14 43.175 90 40.238 1851

101| 14 41.966 90 38.570 2008

9.1.1 Evaluacion del indice velocidad crecimiento micelial IVCM

Se realiz6 un arreglo estadistico del tipo completamente al azar, en el cual se
hicieron cinco repeticiones por tratamiento, siendo cada repeticion una caja petri.
Segun la evaluacion del indice velocidad crecimiento micelial IVCM, realizando las
mediciones a los 4, 7, 8 y 10 dias, como se observa en la Tabla 2 la cepa
proveniente de camino a las trojes identificada como 99 presento los mejores
resultados, con rango de IVCM a los 10 dias de 1.82 a 1.95mm, mientras las otras
dos cepas 100 y 101 se encuentran por debajo de 1.6 mm.
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Tabla 2. Detalle de las lecturas realizadas a las cepas aisladas de C.

uredinicola.
Promedio (4 Lecturas) mm

Cepa Repeticion 28-feb 03-mar 04-mar 06-mar Sumatoria IVCM
1 3.67879 11.23888 14.81039 18.49250 18.49250 1.84924957
2 4.50629 12.05322 15.18997 19.54279 19.54279 1.95427929
99 3 4.10135 11.52753 15.10890 18.47018 18.47018 1.8470183
4 4.33987 11.14831 14.86186 18.28693 18.28693 1.82869272
5 3.21362 11.25101 14.93866 18.74472 18.74472 1.87447236
1 1.75677 7.18745 10.14972 13.74637 13.74637 1.37463715
2 1.94817 8.16349 11.08888 14.22714 14.22714 1.42271441
100 3 2.21519 8.37895 11.77092 15.21721 15.21721 1.52172129
4 1.45664 8.30086 11.67564 15.30208 15.30208 1.53020846
5 1.70251 7.84906 10.75621 14.74523 14.74523 1.47452278
1 2.08311 8.45558 11.97953 16.33033 16.33033 1.63303282
2 1.94860 8.16349 10.91438 15.46052 15.46052 1.54605209
101 3 1.66438 8.37895 11.46117 15.82049 15.82049 1.58204918
4 1.89574 8.30086 11.40221 15.39058 15.39058 1.539058
5 1.86654 7.84906 10.75621 15.51882 15.51882 1.55188202
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A los datos se les realizé analisis de varianza para verificar si existia
diferencia significativa entre los tratamientos, por lo que se tiene la certeza que con
un 95% de confianza existe diferencia significativa entre los tratamientos. Por lo que
se procedio a analizar con prueba de medias de Tukey cual de los tratamientos es el
que estadisticamente representa la media mas alta en IVCM, y con un 95% de
confianza la cepa 99 presento los mejores resultados de crecimiento en medio de
cultivo PDA con una media de crecimiento de 1.87 mm por dia (ver Figura 11).

Por lo tanto la cepa 99 se considera altamente virulenta por su velocidad de
crecimiento y facil crecimiento en medios simples.

Variable N R®* R® A3 CV
Columna2 15 0,93 0,92 3,22

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo IIT)
F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo. 0,44 2 0,22 79,89 <0,0001
Columnal 0,44 2 0,22 79,88 <0,0001
Error 0,03 12 2,8E-03

Total 0,48 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,0BBB5
Error: 0,0028 gl: 12

Columnal Medias n E.E.

Cepa 99 1,87 5 0,02 A

Cepa 101 1,57 5 0,02 2

Cepa 100 1,46 5 0,02 c

Mediss con una letrs comin ne son significativamente diferentes (p > 0.05)

Figura 11. Resultados del analisis estadistico realizado para evaluar el indice
velocidad de crecimiento micelial de las cepas colectadas.

9.2 Medio 6ptimo para el crecimiento de Cladosporium uredinicola

El conteo de conidios se realizd en los tres sustratos propuestos: arroz, arroz
pre-cocido y maiz quebrado, cabe resaltar que con las condiciones que se evaluaron
de 35 ml de agua por 50 gramos de grano, cocido del arroz por 7 minutos a 118°C y
luego esterilizaciéon por 18 minutos a 118°C, en el Unico sustrato que crecid
Cladosporium uredinicola fue en maiz quebrado.

Segun el nimero de dias para produccion de conidios se realizo un andlisis

estadistico completamente al azar, con cuatro repeticiones por tratamiento, siendo
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cada repeticion una bolsa de sustrato, el andlisis de varianza y de Tukey vy fue
efectuado con un 95% de confianza, como se observa en la figura 12.

Variable ) E* ER* Bj CW
Humero de conidios 12 0,80 0,76 36,21

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 6817876 TT408854, 00 340893838704427,00 18,57 00,0006
Tratamiento &B17876&7T7408854,00 340893838704427,00 18,57 00,0006
Error 185236374511715,00 18359597167968, 70
Total 847024051920573,00 11

e o

Wk R

Lah

Test: Tokey Alfa=0,05 DMS=B8459269,53605%9
Error: 1B3595071&£706E8,74€1 gl: 8
Tratamiento Medias n E.E.
Maiz a lo= 18 dia=s 21054687,50 4 2142405,03 4
Maiz a lo=s 12 dias 11851562,50 4 2142405,03 B
Maiz a los & dias 2591406,25 4 2142405,03 C
Medias con unas letra comiin no son significastivamente diferentes (p > 0,05)

Figura 12: Analisis de Varianza y de Tukey efectuados para produccion de conidios.

Segun lo analizado en la figura 12 con un 95% de confianza existe diferencia
significativa entre los tratamientos efectuados (Maiz a los 8 dias, 12 dias y 16 dias).
Debido a esto se efectud el andlisis de media de Tukey con un 95% de confianza
para verificar cual de los tres tratamientos es el que representa la mejor media,
siendo esta Maiz a los 16 dias con una produccion de conidios de 21,054,687.50
conidios por ml de solucion.

Pero segun el analisis de Tukey se logra observar que las medias tienen aun
un crecimiento exponencial, por lo que no se ha llegado a una constante en la curva
de crecimiento en la produccion de conidios por dia segun la tendencia que se
muestra en la figura 12.

Germinacion a las 18 horas.

Se realizd la prueba de germinacion a las 18 horas, siendo cada uno de los
tratamientos los siguientes tratamientos:

e Maiz alos 16 dias
e Maiz alos 12 dias.

e Maiz alos 8 dias
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Cada una de estas con cuatro repeticiones, y cada repeticion una bolsa de
sustrato con crecimiento de Cladosporium uredicola. Se realizo un analisis de
varianza a las 18 horas de germinado con un 95% de confianza para verificar si
existe diferencia significativa entre los tratamientos, como se observa en la figura 13.

25000000
«» 20000000 v
o
3 /
'S
S 15000000
() /
©
€ 10000000 -
g / ——No. de Conidios
=}
Z 5000000 e
0
8 12 16
Dias de inoculado el sustrato
Figura 13: Tendencia de crecimiento de la tasa de produccion de conidios en

relacion al tiempo expresado en dias después de inoculado.

Analisis de la wvarianza

Variable H

E* E* &3 CW

Humero de conidios 12 0,585

0,94 4,03

Cnadro de Analisis de la Varianza

(3C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 1s08,0% 2 954,05 82,05 «<0,0001
Tratamiento 1908,09 2 954,05 82,05 «0,0001
Error 104,064 9 11,63
Total 2012,74 11

Test:Tokey Alfa=0,05
Error: 11,8270 gl: B8

DMS=6,73187

Tratamiento Mediaz n E.E.
Maiz a lo=s 18 dias 93,459 4 1,70 A
Maiz a lo=s 12 dias 93,46 4 1,70 &
Maiz a los 8 dias 66,73 4 1,70 B

Medizs con unas letra comin no son significativaments diferentes (p > 0.08)

Figura 14: Analisis de varianza de germinacion a las 18 horas.
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Se concluye que con un 5% de nivel de significancia existe diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos, por lo que con el analisis de Tukey, se
concluye que no hay diferencia significativa entre la germinacién a las horas de Maiz
a los 16 dias y Maiz a los 12 dias; sin embargo si existe diferencia significativa con el
maiz a los 8 dias.

9.2.1 Germinacioén a las 24 horas de conidios.

Se realizo la prueba de germinacion a las 18 horas, siendo cada uno de los
tratamientos los siguientes tratamientos:

e Maiz alos 16 dias
e Maiz alos 12 dias.
e Maiz alos 8 dias

Cada uno de estos con cuatro repeticiones, y cada repeticion una bolsa de
sustrato con crecimiento de Cladosporium uredicola. Se realizo un analisis de
varianza a las 24 horas de germinado con un 95% de confianza para verificar si
existe diferencia significativa entre los tratamientos, como se observa en la figura 14.

Anadlizi= de la wvarianza

Variable ) R* R®* Lj CW
Humero de conidios 12 0,73 0,67 1,50

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 51,87 2 25,94 12,21 00,0027
Tratamiento S51,87 2 25,94 12,21 0,0027
Error 19,12 g 2,12
Total 70,99 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=2,B7755
Error: 22,1244 gl: 9

Tratamiento Medias n E.E.
Maiz a los 18 dias 85,41 4 0,73 A
Maiz a los 12 dias 88,14 4 0,73 A
Maiz a lo=s B dias 94,51 4 0,73 E

Madizs con uns letrs comin no son significativamente difersntes (p > 0,08}

Figura 15: Analisis de varianza de germinacion a las 24 horas de inoculado.

Se concluye que con un 5% de nivel de significancia existe diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos, por lo que con el analisis de Tukey, se
concluye que no hay diferencia significativa entre la germinacion a las horas de Maiz
a los 16 dias y Maiz a los 12 dias; sin embargo si existe diferencia significativa con el
maiz a los 8 dias.

36



9.3 Evaluacion en campo

9.3.1 Analisis de severidad

Las hojas fueron cortadas a los cuarenta dias del trasplante de la parcela neta
gue constaba de 12 plantas, las hojas de cada planta fueron cortadas, clasificadas y
fotografiadas en campo en grupo de acuerdo a la presencia o ausencia del hongo
como se observa en la figura doce.

Figura 16: Fotografias tomadas de las hojas de la planta numero tres del testigo del
bloque tres para analisis en ArcGis. A: Hojas sanas de crisantemo. B: Hojas con
presencia de sintomas y signos de P. horiana.

Las fotografias fueron analizadas con el programa ArcGis, con el cual por
medio de la funcién de regla que ofrece este se obtuvo el area total de la hoja y el
area con sintomas y signos de P. horiana, los datos obtenidos se pueden observar
segun el bloque en las tablas 6, en la cual se presenta el promedio del porcentaje de
severidad de las plantas de cada tratamiento que se encuentran en los bloques.
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Tabla 3: Detalle de datos obtenidos segun severidad en porcentaje en cada planta
por tratamiento y bloque.

Bloque 1 Bloque 2
Planta Tratamiento Planta Tratamiento

T1R1 T2R1 T3R1 T4R1 | Testigo 1 T1R2 T2R2 T3R2 T4R2 | Testigo 2
1 0,30591 | 0,38311 | 0,42977 | 0,78481 | 0,15246 1 0,69788 | 0,70349 | 0,24111 | 0,22744 | 0,31614
2 0,85101 | 0,56635 | 0,26517 | 0,19273 | 1,35359 2 0,55012 | 0,63222 | 1,47629 | 1,33413 | 0,98059
3 0,11309 | 0,64314 | 0,48253 | 0,85478 | 0,39210 3 0,58472 | 0,66960 | 0,47662 | 0,50788 | 0,00000
4 0,26878 | 0,11749 | 0,23830 | 0,32878 | 0,78762 4 0,52813 | 0,27547 | 0,44568 | 0,39348 | 0,42711
5 0,58872 | 0,69815 | 0,40328 | 0,36294 | 0,33263 5 0,46993 | 0,65388 | 0,39412 | 0,62545| 0,15751
6 0,24813 | 0,41569 | 0,31608 | 0,58347 | 0,69123 6 0,58796 | 1,34939 | 1,47461 | 0,58681 1,25256
7 0,22657 | 0,39676 | 0,60244 | 0,49732 | 0,54393 7 1,25068 | 1,46292 | 0,15832 | 0,35896 | 1,11930
8 0,16022 | 0,55286 | 0,15264 | 0,39058 | 0,28717 8 0,89774 | 0,73385 | 0,60599 | 0,13948 | 0,09203
9 0,57522 | 0,34316 | 0,63552 | 0,60050 | 0,61963 9 1,10236 | 0,39305 | 0,75800 | 0,64461 | 0,20711
10 1,71693 | 0,20024 | 0,28980 | 0,51390 | 0,33522| 10 |0,30041 | 0,21679 | 0,52485 | 1,18204 | 0,27521
11 0,14365 | 0,47163 | 0,76509 | 0,41883 | 0,17811| 11 |0,56171|0,70269 | 0,72130 | 0,81544 | 0,76291
12 0,56943 | 0,36627 | 1,43636 | 0,29230| 0,27595| 12 |0,06771]|1,41959 | 0,97229 | 0,56692 | 0,45125

Bloque 3 Bloque 4
Planta Tratamiento Planta Tratamiento

T1R3 T2R3 T2R3 T2R3 | Testigo 3 T1R4 T2R4 T3R4 TAR4 | Testigo 4
1 1,21074 | 0,38665 | 1,49109 | 1,85328 | 0,06342 1 0,26257 | 0,35804 | 0,01470 | 0,60688 | 0,27145
2 0,12122 | 0,50524 | 0,47546 | 1,38423 | 0,83680 2 0,32965 | 0,64228 | 0,47979 | 0,23821 | 0,31709
3 1,71690 | 0,57514 | 0,91878 | 0,38606 | 0,07552 3 0,41513 | 0,37055 | 0,64979 | 0,10255 | 0,12837
4 1,23681 | 0,92740 | 1,04237 | 0,41158 | 0,25442 4 0,87401 | 0,24341 | 0,11015 | 1,03846 | 0,65097
5 0,78775 | 0,54408 | 0,13356 | 0,78271 | 0,53559 5 1,15981 | 0,78788 | 0,18154 | 0,17483 | 0,64900
6 0,77903 | 1,08161 | 0,23766 | 0,48832 | 0,38769 6 0,16431 | 0,95670 | 0,61274 | 0,63820 | 0,24216
7 1,64183 | 1,58464 | 0,50969 | 0,51573 | 0,24479 7 0,56205 | 0,45555 | 0,56490 | 0,43483 | 3,11682
8 0,29091 | 1,21892 | 0,64586 | 0,58067 | 0,52673 8 0,05886 | 0,82392 | 0,44907 | 0,27011 | 0,74606
9 0,84740 | 0,34767 | 0,44177 | 1,44349 | 0,57201 9 0,54773 | 0,51801 | 0,46228 | 0,56828 | 1,02946
10 1,08067 | 0,98596 | 0,07458 | 1,01856 | 1,57616 | 10 |0,25609 | 1,08492 | 0,36247 | 0,76935| 0,11531
11 1,18326 | 0,84260 | 0,53498 | 0,38325| 0,72909| 11 |0,71280 | 0,73365 | 0,07430 | 0,14045| 0,65650
12 1,05975 | 0,30146 | 1,37066 | 0,43835 | 5,47495| 12 |1,62177 |0,41069 | 0,83666 | 0,38166 | 0,25689
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Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente con ANDEVA y se
afirma que con un 95% de confianza no existe diferencia significativa entre los
tratamientos analizados; como se observa en la tabla siete, por lo que no fue
necesario realizar el andlisis de medias de Tukey.

Tabla 4. ANDEVA segun severidad.

Analisis de la varianza

Variable N R* R* A CV
Columna3 20 0,75 0,60 16,8

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0,40 7 0,06 5,09 0,0069

Columnal 0,04 4 0,01 0,81 0,5413

Columna2 0,36 3 0,12 10,80 0,0010

Error 0,13 12 0,01

Total 0,53 19
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9.4 Matriz de Resultados

Objetivo Especifico

Resultado Esperado

Resultado Obtenido

Obtener al menos una
cepa altamente
virulenta de facil
crecimiento en
medios simples.

Aislar por lo menos una
cepa de C. uredinicola
proveniente de la region

de San Juan
Sacatepéquez.
Obtener cepa con

Se obtuvo una cepa, la # 99
proveniente de Aldea
Camino a las Trojes, que

presentd las mejores
caracteristicas de
crecimiento el indice de
velocidad de crecimiento

caracteristicas  idéneas | miceliar en medio de cultivo
para su reproduccion | PDA,
masiva.
Identificar al menos un | Se estableci6 al sustrato
Establecer el medio medio de facil crecimiento | maiz quebrado como el
optimo, accesibley de y de bajo costo | medio  Optimo  para el
bajo costo para el econémico. crecimiento masivo de C.

crecimiento de
Cladosporium
uredinicola en forma
masiva.

uredinicola.

Generar un proceso
de formulacion
estandarizado con
tecnologia béasicay de
alto rendimiento de
esporas de C.
uredinicola.

Obtener un proceso con
pasos basicos y que
conlleve a la formulacién
artesanal de C.
uredinicola, para el
control de P. horiana.
Realizar una prueba de
campo  piloto que
contribuya a la evaluacion
del aislado obtenido,
evaluado mediante
condiciones de campo.

Se generé un proceso de

formulacion para la
produccién masiva de C.
uredinicola con las
condiciones Optimas y

utilizando tecnologia bésica y
con un alto rendimiento de
esporas.

Se realizo la prueba de
campo evaluando incidencia
y severidad a los 40 dias.
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10 DISCUSION DE RESULTADOS

Las tres cepas obtenidas de tres localidades del municipio de San Juan
Sacatepéquez fueron localizadas en plantaciones donde la severidad de P.
horiana era de baja a moderada y el criterio de seleccion de campo fue de obtener
hojas con bajo nivel de dafio por la roya, como un parametro de busqueda, para lo
cual se buscaron hojas con pocas pustulas de roya y las pustulas deberian de
estar deprimidas, a partir de este criterio se inicio la preseleccion del
especimenes con potencial biolégico de virulencia del hiperparasito. Se considera
que en un campo de cultivo donde prevalece el agente fitopatdgeno y su endofito
es posible detectar diferentes grados de virulencia, segun Sheta (1996) en
detecciones realizadas por el servicio de cuarentena de Estados Unidos,
realizaron observaciones y concluyen que hay diferentes grados de virulencia del
hiperparasito, y confirma lo realizado por en comparacion con lo reportado por
Traquair (1984).

Uno de los patrones de muestreo que se utilizaron fue la bldsqueda en
plantaciones en abandono, es decir ya cultivadas y cosechadas, de los sitios
muestreados no fue posible la deteccién probablemente debido a que durante el
proceso del cultivo se realizaron aplicaciones de fungicidas sintéticos, y que la
intensidad de uso O la residualidad de los mismos ha incidido en que no se
manifieste la presencia del hiperparésito.C. uredinicola en el cultivo de crisantemo
en condiciones de abandono.

Lo anterior abre una nueva linea de investigaciones, ya que aunque las
cepas sean virulentas pero si son sensibles a fungicidas sintéticos habria que
evaluar y hacer pruebas de hipersensibilidad y de tolerancia para que cuando se
esté en proceso de aplicacion, ya que segun Chalfoun, (2007) se ha comprobado
en café que cuando se aplican fungicidas del grupo de los benzimidazoles la
poblacién de C. cladosporoides en café se reduce drasticamente a diferencia
cuando se aplican productos a base de cobre.

De las cepas evaluadas el primer parametro que se utiliza es el indice
velocidad de crecimiento micelial IVCM ya que refleja la capacidad de adaptacion
a crecimiento en medios sintéticos, segun lo descrito por Chavez, (2006), y en
base a los resultados obtenidos entre localidades existe diferencia en cuanto a
este parametro entre las diferentes cepas. Esta diferencia se utilizo para
seleccionar la cepa que posteriormente se utilizo para el desarrollo en medios de
propagacion masiva. También habria que evaluar otros medios de aislamientos ya
gue los aislamientos obtenidos solo se procesaron en medio PDA, mas sin
embargo otros medios ofrecen una respuesta similar o mejor, entonces para poder
evaluar las cepas se propone que también se evallen medios para evaluar el
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indice de velocidad de crecimiento y la capacidad de esporulacién, tal como lo
plantea Riascos (2011) que caracterizo cepas de Cladosporium sp., donde utilizo
medios como Agar sin nutrientes (ASN), Agar avena (AA), papa dextrosa Agar
(PDA) y lo comparo con el manual Pantone®.

La evaluacion de sustratos generdé una metodologia que se adapto a las
condiciones requeridas por C. uredinicola, en base a varias pruebas donde se
calcularon volumenes de agua, periodos de esterilizacion, materiales para
fabricacion de bolsas resistentes a esterilizacion por vapor entre otras pruebas
realizadas para la propagaciéon masiva donde el sustrato que mejor resultado
presentd fue el maiz quebrado pre-cocido, se compara con Trichoderma sp.,
agente de control biologico que ha sido mayormente utilizado y trabajado en forma
masiva en granos de arroz. (Chavez, 2006).

Aunque en materia de propagacion de especies fungosas con fines de
control biolégico se han realizado muchos trabajos y evaluado varios tipos de
sustratos, simples y combinados, como lo reporta Graboswqui (2007), donde
evaluaron arroz, cafia de azucar, harina de maiz, levadura, azicar en varias
combinaciones y concentraciones, es necesario seguir evaluando mas sustratos y
obtener el idoneo con fines de propagacibn masiva de una manera mas
industrializada.

El ensayo en campo bajo las condiciones que se evalud posterior a la
cosecha regular de fin de afilo, no mostro diferencia significativa en las variables
de incidencia y severidad en los tratamientos formulados de C. uredinicola sobre
plantulas de crisantemo con presencia de pustulas de P. horiana, se considera
que entre los factores que pudieron incidir es la concentracion de unidades
formadoras de colonia que se aplicaron por area, en base a lo anterior se plantea
y recomienda realizar evaluaciones de concentraciones de esporas por volumen
de agua o por area de aplicacion bajo diferentes condiciones de campo y en
diferentes estadios de crecimiento P. horiana. Esto porque se considera que la
evaluacion debe alcanzar las diferentes etapas fenoldgicas del cultivo desde el
momento del trasplante de aquejes hasta la etapa de floracién, que es donde
segun productores la roya alcanza mayor incidencia y severidad en las
plantaciones.
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11 ACTIVIDADES DE GESTION, VINCULACION Y DIVULGACION

En cuanto al cumplimiento de gestibn se mantuvo un acercamiento con
asociados a ASOFLORSA, quienes muestran su interés por la realizacion de la
investigacién. En cuanto a divulgacion al llevar a cabo la parte de aplicacién en
campo se mantuvo la comunicacion y participacion de equipo de trabajo asi como
productores a quienes por medio de una presentacion llevada a cabo durante el
mes de noviembre se les informo de los resultados obtenidos en la etapa de
laboratorio y sobre la importancia de la prueba a realizar en campo.
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12 CONCLUSIONES

Se obtuvo una cepa virulenta y de facil crecimiento en sustrato bajo
condiciones de laboratorio.

La cepa fue obtenida en la Aldea Camino a las Trojes en el sitio marcado
por las coordenadas 14°. 43.655°N, 90° 40.691°0. a 1856 msnm.

El medio de mejor respuesta para el desarrollo masivo de C. uredinicola, es
el maiz quebrado

Se generdé una metodologia adecuada con tecnologia basica para la
produccion masiva.

Se acepta la hipotesis planteada, debido a que se logro producir C.
uredinicola utilizando sustrato de bajo costo y elaborado de forma artesanal.

En campo definitivo no se obtuvo respuesta de control probablemente
debido a que la densidad de la concentracion por area de unidades
formadoras de colonia (UFCs) no haya sido la adecuada.

44



13 RECOMENDACIONES

Realizar evaluaciones de concentraciones minimas por area de unidades
formadoras de colonia (UFCs), frecuencia de aplicacion tomando en cuenta
el estado fenologico de la planta y bajo distintas condiciones ambientales.

Evaluar las condiciones bioclimaticas que afectan o favorecen el desarrollo
de Cladosporium sobre P. horiana.

Patentar la cepa como parte de los logros generados de la presente
investigacion y de los aportes de la Universidad de San Carlos de
Guatemala.
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