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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd en el distrito de Ocobamba, Provincia de
Chincheros en la regién Apurimac, asi como, en el laboratorio de Fitopatologia de la
Escuela Profesional de Agronomia de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga con el objetivo de identificar y controlar in vitro el agente causal de la
pudricion de flores del rosal (Rosa sp.).En la primera etapa se realizd6 muestreos en
campo para recolectar flores afectadas y analizar su porcentaje de incidencia, las
muestras se dispusieron en bolsas de polietileno codificadas para ser transportadas de
manera segura al laboratorio para su analisis. En la segunda etapa se procedio a aislar,
caracterizar, identificar y controlar in vitro el agente causal de la pudricién, utilizando
medios PDA, estufas a 20 °C +- 2°C; microscopio eléctrico, pruebas moleculares, y
para el control se realiz6 23 tratamientos con 3 repeticiones cada una a través de un
DCR, ademaés para conocer cuél es el mejor tratamiento se utilizé la prueba de contraste
de Duncan. Los resultados determinaron que el patdgeno responsable de la pudricion de
flores de rosa en el distrito de Ocobamba es Botrytis cinerea, patégeno que incide en
mas del 80%. Del mismo modo se logré determinar las caracteristicas que posee, como:
micelio algodonoso de color gris con abundante presencia de esporas, hifas cilindricas
cenociticas y ramificadas. Ademas, los productos como el fungicida Scala (T1, T2, Y
T3) obtuvo 100% de inhibicion, el producto bioldgico Serenade (T19, T20 Y T21)
obtuvo 100% de inhibicion, el biopreparado de Itafia (T17 Y T18) obtuvo 100% de
inhibicion y Ruda (T15) obtuvo 93.73% de inhibicion demostrando asi que son los

mejores inhibiendo el crecimiento in vitro de Botrytis cinerea.

Palabras clave: Identificacion, control in vitro, patdgeno, rosa.



INTRODUCCION

Segun Carmen Balarin de Ibérico, presidenta de la asociacion peruana de arquitectura
del paisaje, el Perl posee gracias a sus variados climas y pisos altitudinales potencial
para la actividad de la floricultura; asi como méas de seis mil hectéareas de superficie que
se pueden destinar al cultivo de flores, de las cuales solo es utilizada un 45%. Los
espacios disponibles deberian ser aprovechadas con el objetivo principal de producir
flores de exportacion con la finalidad de mejorar las condiciones de vida de los

peruanos dedicados a esta actividad (Rojas, 2017).

Estados Unidos es el destino principal de las flores peruanas, pues representa el 65% del
total de exportaciones, en segundo lugar, se ubica Los Paises Bajos con 24%, y en
porcentajes menores se encuentran Italia, Chile, Canada y entre otros. Sin embargo, los
problemas y carencias en la produccion y comercializacion contintan siendo una gran
desventaja para los exportadores peruanos. A pesar de ello, los floricultores contintan
desarrollandose, y estan encaminados a consolidar una ventaja competitiva gracias al

uso de nuevas tecnologias de informacion y comunicacion (Venegas & Alvarez, 2014).

Las principales flores que exporta el Peru son las flores wax, ilusion, rosas,
anigozanthos y la hortensia, sus exportaciones ascendieron a mas de ocho millones de
dolares en el 2019 de acuerdo a cifras de la sociedad de comercio exterior del Perd. Del
mismo modo, el Pert importa flores como la rosa, crisantemos, claveles, lirios, flores
frescas y las orquideas, en el afio 2019 se ha importado flores de rosa ascendiente a 1 .5

millones de ddlares; siendo nuestro mayor proveedor el Ecuador (Padilla, 2020).

Los pobladores del distrito de Ocobamba, provincia de Chincheros; en especial los del
barrio 1° de mayo, en los Gltimos afios se encaminaron en la produccion de rosas como
nueva alternativa econdmica; flores se comercializan en las ciudades de Andahuaylas,

Ayacucho, Abancay y Lima. La siembra de rosas viene generando buenos ingresos a



los floricultores; pero se ve amenazada por la enfermedad de la pudricion de flores, pues
genera pérdida de calidad en las flores y por ende la disminucion de sus ingresos. Por tal

motivo, se decidio efectuar la investigacion bajo los objetivos siguientes:

Objetivo general
Identificar y controlar el agente causal de la pudricién de flores del rosal (Rosa sp.).

Objetivos especificos
1. Determinar el agente causal de la pudricion de flores de rosal (Rosa sp.).
2. Caracterizar cultural, biométrica y molecularmente el agente causal.

3. Determinar in vitro la eficacia de fungicidas y biocontroladores



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES

Tuqueres (2016) en su tesis sobre “Respuesta del cultivo de rosa (Rosa sp) a la
aplicacion de Trichoderma (Trichoderma harzianum) para el manejo de Botrytis
(Botrytis cinerea) Pers.Fr.” Utilizo el disefio completamente al azar (DCA), donde se
evaluaron tres cepas comerciales de Trichoderma harzianum ademas de un testigo, cada
una con tres repeticiones de los cuales se obtuvieron doce unidades experimentales.
Encontrando que el T4 obtuvo un 68.56% de infeccion de Botrytis cinerea, a
comparacion del T1 que obtuvo solo un 72.6%. En tanto a la evaluacién de la severidad
de la infeccion en condiciones de campo y post cosecha el estudio revel6 que no
presentan diferencia estadistica.

Quinche (2009) en su tesis “Control de Botrytis (Botrytis cinerea) y Mildiu Velloso
(Peronospora sparsa) en el cultivo de rosa (Rosa sp variedad Forever Young) mediante
el uso de Trichoderma harzianum rifai” tuvo el objetivo de valorar los efectos de
Trichoderma harzianum en la creacion de proteccidn o de resistencia en la rosa; realizd
la evaluacién de tres productos comerciales que contenian Trichoderma harzianum y
Trichoderma lignorum, asi como un analisis econémico. Para procesar los datos
obtenidos se utilizo el disefio de bloques completos al azar. En la investigacion se
obtuvo que Trifokun tuvo un 8.519% de infeccion siendo asi el menor valor de
infeccion causada por Peronospora sparsa, en cambio, en relacién a la incidencia de
Botrytis se reportd una menor infeccion (0.0378%) utilizando el producto Trikofun.
Reporto también que el T2D2, corresponde al tratamiento donde se utilizé el producto
Trikofun a una dosis de 1.0 ml/lt, es el mejor tratamiento ya que posee una TRM de
2479, 54%.



1.2. GENERALIDADES DEL ROSAL (Rosa sp.)

1.2.1. Origeny distribucion

No se sabe con certeza sobre la historia de la rosa, pero existen indicios de su existencia
en China, en Africa y en Estados Unidos hace 30 millones de afios. La rosa posee
aproximadamente 200 especies botanicas nativas en el hemisferio norte, en sus
principios las rosas cultivadas eran de floracion estival, posteriormente se realizaron
trabajos de seleccion y mejoramiento obteniendo se asi la “rosa de Té”. Esta especie
mejorada rosa fue importada hacia el occidente en el afio 1793 para que sirviera como

base de creacidn de nuevos hibridos (InfoAgro, 2009).
1.2.2. Taxonomia
Segun Cronquist (1981), la clasificacion taxondmica del rosal se encuentra dentro del

siguiente grupo botanico:

Tabla 1.1. Taxonomia de la rosa

Descripcién

Reino Plantae
Division Angiosperma
Clase Magnoliopsida
Sub clase Rosidae
Super Orden Rosanae
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Sub Familia Rosoideas
Tribu Roseae
Género Rosa L.
Especie Rosa sp.

1.2.3. Descripcion botanica

a) Raiz

La rosa cuenta con una raiz pivotante de forma natural, pero las rosas cultivadas ya no
cuentas con estas. El sistema radicular puede crecer aproximadamente hasta un metro o
de profundidad. Para lograr un adecuado desarrollo de las raices de las rosas es de vital
importancia realizar trabajos de preparacién del suelo, lo cual asegura el desarrollo de la
planta. (Heussler, 1991).



b) Tallo

El tallo del rosal (Rosa sp.) es lefioso de forma sencilla. Se desarrolla a partir de una
yema lateral, produciendo hojas por sus lados y flores en la punta, las cuales forman
frutos en estado natural. Se realizan cortes por temporada para permitir la regeneracion

durante todo su periodo vegetativo (Heussler, 1991).

¢) Hojasyyemas

La rosa posee una hoja de tipo compuestas e imparipinadas que se caracteriza por ser de
un color verde oscuro, las cuales pueden ser trifoliadas, pentafoliadas o heptafoliadas.
Son de forma ovalada de contorno dentado y en casos especiales estipuladas (Bofelli,
1991).

d) Flores

Cuenta con una flor pentamera abierta hermafrodita con pétalos de diversos colores,
dispuestas en los &pices del tallo, pueden estar solos o agrupados en ramilletes
(Fainsten, 1997).

e) Fruto
Son pequefias bayas que se encuentran envueltos y reducidos en el receptaculo (Bofelli,
1991).

1.2.4. Fenologia de rosal (Rosa sp.)

La fenologia es descrita por Hood (2001) y Céceres (2003) citado en Rodriguez &
Flores (2006) mencionan que la planta de la rosa desarrolla tallos florales desde una
yema axilar constantemente y a diferentes tiempos los cuales poseen diferencias tanto
en calidad y cantidad, posee también yemas ubicadas en las hojas superiores las cuales

son generativas y yemas inferiores que son vegetativas.

El ciclo floral se desarrolla en dos fases una vegetativa (induccién del brote y desarrollo
del tallo floral) y una reproductiva esta ultima es la fase donde se da la induccién floral
y el cambio de color de los tallos y hojas; todo este proceso se realiza aproximadamente

durante 10 u 11 semanas.



1.2.5. Clasificacion de las rosas
De acuerdo con Infoagro (2016) existen principalmente tres grupos:

a) Especies silvestres

Se consideran rosas silvestres a aquellas que crecen de forma espontinea en la
naturaleza, estas son la ascendencia de un gran nimero de especies comerciales. Dentro
de este grupo se encuentra la “Rosa banksiae”, “Rosa canina”, “Rosa centifolia”, “Rosa
eglanteria”, “Rosa gallica”, “Rosa rugosa”, “Rosa virginiana” y la “Rosa multiflora”

(parr. 7).

b) Rosales antiguos

En este grupo se encuentran aquellas rosas que fueron creadas antes del afio 1867,
poseen la caracteristica de ser especies robustas y resistentes a plagas y enfermedades.
Se clasifican en dos grupos grandes, el primer grupo corresponde a las rosas trepadoras
como la “Ayrshire”, “Boursault”, “Trepador de T¢”, “Noissette” y “Sempervirems”. El
segundo grupo estan conformados por las rosas no trepadoras como la “Alba”,
“Borbonianos”, “Boursault de China”, “Damascenos”, “Gallica”, “Hibridos Perpetuos”,

“Mosquetas”, “Portland”, “Centifolia”, “Eglanteria” y de “T¢” (parr. 8).

c¢) Rosales modernos

En este grupo se encuentran todas aquellas rosas posteriores al afio 1867, actualmente
cuentan con mucha popularidad en la poblacion y al igual que el grupo anterior este se
clasifica en tres grupos, el primero son aquellos Hibridos de T¢ como las “Floribundas”,
“Glandifloras”, “Polyanthas”, “Miniatura”, “Minifloras”; el segundo y tercer grupo son

las “Trepadoras” y “Arbustivas” (parr. 9)

1.2.6. Requerimientos agroecologicos

De acuerdo a Infoagro (2009) los requerimientos agroecoldgicos son los siguientes:

a) Temperatura

Para la mayoria de los cultivos de rosa, las temperaturas dptimas de crecimiento son de
17°C a 25°C, con una minima de 15°C durante la noche y una maxima de 28°C durante
el dia. Puede mantener valores ligeramente inferiores o superiores a estas temperaturas,

pero durante un corto periodo de tiempo, sin que se produzcan dafios en la produccion.



b) Huminacién

El cultivo de rosa para su crecimiento y desarrollo a lo largo del afio sigue una curva
total de luz y con relacion a esta “en los meses de verano, cuando hay mucha luz y larga
duracion del dia, la produccion de flores es més alta que durante los meses de invierno”
(parr.17 y 18)

¢) Humedad relativa

La mejor humedad para la rosa se encuentra entre 60% Yy 80%, mayores a este valor la
planta transpirara mucho y puede afectar al desarrollo normal de ésta, asi como, se
pueden producir abortos florales y aumento de incidencia de enfermedades. Por otro
lado, cuando la humedad relativa es menor las plantas aumentan su traspiracion,
aumentando la necesidad de riego y generando problemas de mal cuaje (Gamboa,
1989).

d) Ventilaciony enriquecimiento con CO,

La planta requiere buena ventilacion méas aun durante las temporadas mas calidas del
afio y para estaciones frias se recomienda elevar hasta 1000 ppm la disponibilidad de
CO,. Se debe tener en cuenta la disponibilidad de CO, ya que es un factor importante
para el desarrollo de las rosas, ya que pueden afectar la realizacion de la fotosintesis
(Infoagro, 2009).

e) Suelo

Las rosas requieren de un suelo drenado y aireado con un pH aproximado de 6. Suelos
que cuenten con los nutrientes necesarios con bajos niveles de calcio y de salinidad
(menores a 0.15%) aseguran el éxito del cultivo, de lo contrario se tendra problemas de
clorosis; se recomienda realizar la desinfeccion y fertilizacion del suelo antes de realizar
la siembra (ABCAGRO. 2009).

f) Trazado de camas

Es necesario preparar camas de 16m de largo con un aproximado entre 75 a 80 cm de
ancho con una altura de 40 cm y con un distanciamiento entre camas de 60 cm. Todas
estas acciones nos permiten el adecuado manejo del cultivo y contar con un sustrato con
buena humedad y aireacion (EQR EQUATOROSES C.A. 2010).



g) Plantacion

Antes de realizar la plantacion es necesario seleccionar material vegetal limpias de
plagas y enfermedades, realizar una desinfeccion con Benzimidazol y saber cuantas
plantas se va a necesitar. Si es posible realizar injertos la mejor opcion actualmente son
los patrones Manetti, estas tienen buena afinidad con la mayoria de especies de alta

produccion (Fanstein, 1997).

Para la plantacion se utiliza el método de plantacion en 2 hileras, con un
distanciamiento de 35 cm entre hilera y 25 entre plantas, contando con 12 a 14
plantas/m?; esta practica permite una conduccion adecuada, con menores esfuerzos e
inversiones. A la hora de realizar el plantado, se debe contar con un suelo previamente
humedecido (riego de 100L de agua/m?) para agilizar el proceso de trasplante; se debe

tener cuidado en dejar el punto de injerto a 5 cm sobre el suelo (Infoagro. 2009).

h) Nutricion

Para lograr éxito en la produccion de rosas la nutricion es un punto importante, es
necesario cubrir las necesidades primarias durante sus primeros dias después de
plantada hasta que broten sus yemas y el boton floral, estadio donde la absorcion
radicular de nutrientes es bajo; ya cuando la planta esta desarrollada la planta realiza en
su totalidad la absorcion a través de sus raices y destinando una parte a su
reconstruccion de reservas disminuida durante su desarrollo (Fanstein, 1997).

i) Fertiirrigacion

Para una buena fertilizacion es importante conocer el pH y conductividad del suelo y el
agua, de igual forma de la situacion de la planta a través de andlisis foliares.
Dependiendo de los resultados se debe tomar decisiones sobre el tipo de fertilizante a

utilizar (Infoagro, 2009).

1.2.7. Manejo de la planta

Cada lugar posee sus propias caracteristicas, definidas por sus condiciones socio-
edafoclimaticas las que hacen que el manejo de los cultivos tenga de adaptarse a su
realidad (Heussler, 1991).



a) Formacién de la planta
Tiene como fin el formar brotes basales vigorosos y ramificados, el cual servira para el

desarrollo de tallos productivos de flores (Heussler,1991).

b) Corte de laflor
El corte debe realizarse entre la tercera y quinta hoja de los foliolos, buscando asi dejar
yemas que puedan formar nuevos tallos. Se debe evitar dejar tocones por encima de las

yemas para evitar ataques de hongos patégenos como Botrytis (Heussler 1991).

c) Pinch

Es una préactica que busca uniformizar la temporada de brotamiento de las yemas, para
lo cual se realiza el corte de botones florales y asi obtener nuevas flores en temporadas
de alta demanda (Heussler, 1991).

d) Poda

Actividad donde se realiza el corte de los tallos del armazén para lograr la recuperacion
del cultivo, es recomendable realizar pruebas en campo a fin de conocer la altura dptima
para lograr buena respuesta del cultivo. Existe la opcidn de efectuar un descanso del

cultivo realizando el descabezado contrario a realizar una poda dréastica (Heussler, 1991)

e) Manejo pos cosecha

La poscosecha de rosas esta condicionada por el tiempo de vida en maceta y su calidad.

Los puntos a tener en cuenta son:

e Realizar el corte en horas con menor temperatura cuando las plantas estén bien
hidratadas.

e Inmediatamente después del corte se deben de colocar en agua en un lugar con
sombra.

e Realizar la clasificacion de acuerdo a la calibracion.

e Luego de clasificarlas y empaquetarlas debe de pasar al cuarto de frio a una
temperatura recomendada de 2°C.

e Es deseable mantener las flores en temperaturas bajas hasta llegar al consumidor y
durante el proceso de sala evitar que las flores estén sin hidratacién por mucho

tiempo (Heussler, 1991).
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1.2.8. Principales plagas

Las plagas que mas afectan a la rosa son:

Tabla 1.2. Principales plagas de la rosa

Nombre Nombre Principales Control biolégico y
Vulgar cientifico dafos/sintomas quimico.
Bioldgico: Paréasitos,
. L depredadores (Chrysoperta
Los véstagos jovenes 0 P (Chrysop
sp) y hongos pueden ser
las yemas florales,
usados.
) . muestran manchas P
Pulgén Macrosiphun rosae Quimicos: pueden

Arafiitaroja  Tetranychus sp.

Trios Frankiniella
P occidentalis
Nematodos  Meloidogynes spp.

descoloridas hundidas
en los pétalos
posteriores.

Punteado o manchas
finas blanco
amarillentas en las
hojas, posteriormente
aparecen telarafias en el
envés y finalmente se
produce la caida de
hojas.

Deformaciones en las
flores que ademas
muestran manchas
generalmente de color
blanco debido a dafios
en el tejido por la
alimentacion.

Atacan la raiz del rosal
donde pueden
observarse
abultamientos. Provoca
raquitismo, clorosis.

emplearse para su control
los piretroides, Karate
0.2cc/l, Mavrik AQ 0.3
cc/l.

Quimico: son muchos los
productos quimicos que se
pueden utilizar en el control
de este acaro. Hay que
tener en cuenta que los
mayores ataques se
producen en épocas de
calor y baja humedad.

Biologico: colocacion de
algunos hongos
Entomopthorathri pidium,
Verticillium lecanil.
Quimico: Thiodan 1cc/l,
Vertimec 0.25 cc/l.

Desinfeccion del suelo.
Introduccién de las raices
en un nematicida.

Nota: Tomado de “Plagas que afectan al cultivo de la rosa (Rosa sp.)”, por Sanchez (2011) citando a Lopez (1981), “Evaluacion de

tres abonos orgénicos en diferentes dosis de aplicacion en el rendimiento del cultivo de rosa (rosa sp.) var. Freedom”, p. 24.

Copyright 2019.

1.2.9. Principales enfermedades

Las enfermedades mas comunes que sufre el rosal son:
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Tabla 1.3. Principales enfermedades de la rosa

Nombre
Cientifico

Nombre
Vulgar

Principales dafios/
sintomas.

Control biolégico y
guimico.

Spaerotheca
pannosa

Oidio

Mildiu
Velloso

Peronosposa
sparsa

Botryti

Botrytis .
cinerea

Pharagmidium

Roya
mu cronatum

Diplocarpon

Mancha negra
rosae

Sobre el haz de las hojas
se presenta manchas con
la apariencia de
ampollas  un  tanto
levantadas de tonalidad
rojiza, luego surgen los
micelios como ceniza
blanquecina.

Se presenta en tallos,
hojas, peddnculos,
calices y pétalos. La
infeccion esta
generalmente limitada a
los &pices jOvenes en
crecimiento. Provoca la
caida prematura de
hojas.

Las yemas quedan sin
brotar, apareciendo una
lesion parda o negra que
se extiende por el tallo.
En la flor se presentan
moteados rojo purpura
manchas de color café,
los pétalos se pudren.

Se presentan las hojas y
otras partes verdes de la
planta en forma de
pustulas polvoras que
desarrollan  aecioporas
se limita al envés de la
hoja.

En el haz de las hojas se
desarrollan manchas
negras de 2 a 12 mm de
didmetro circulares e
irregulares.

El tejido de la periferia
de la hoja se wvuelve
amarillo y cloroético.

Cultural:  eliminacién de
brotes infectados y proteccion
rapida de los brotes nuevos,
la recoleccion y destruccion
de hojas caidas alrededor de
las plantas.

Quimica: Melatox 2.5 ccll,
Nimrod 0.5a 1 cc/l.

Cultural:  en invernadero
disminucién de la humedad
por ventilacion y aireacion.
Quimico: Aviso DF 1 a 2.5
g/l; Curzate M9 2 a 2.5 g/l;
Kocide 1010 de 1.5 a 2.5 g/l;
Dithane M45 1 a 2 g/l.

Cultural: todos los botones,
flores y tallos infectados
deben ser cortados vy
destruidos tan pronto como
aparezca.

Quimico:  Prominet
Provide 1cc/l.

lcc/l;

Cultural: remocion de las
hojas infectadas y viejas, ya
gue ayudan a reducir la
fuente de indculo.

Quimico: Tilt 0.6 cc/l.

Las hojas no deben presentar
humedades altas por mas de 7
a 12 horas.

La remocion de las hojas del
suelo y la poda de tallos que
estén infectadas reducird la
enfermedad.

Nota: Tomado de “Enfermedades que afectan al cultivo de la rosa (Rosa sp.)”, por Sanchez (2011) citando a Kenneth
(1998), “Evaluacion de tres abonos organicos en diferentes dosis de aplicacion en el rendimiento del cultivo de rosa
(rosa sp.) var. Freedom”, p. 25. Copyright 2019.
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1.3. METODOS PARA EL CONTROL DE ENFERMEDADES EN PLANTAS
1.3.1. Control quimico

El termino fungicida proviene del latin “fungus”: hongo y ‘“caedo”: matar, haciendo
referencia a toda sustancia que puede controlar o destruir a los hongos. Los fungicidas
son productos quimicos que son usados como medida de prevencion y en casos de
infeccion avanzada la erradicacion enfermedades que son producidas por los hongos
fitopatdgenos (Ochoa, 2004).

Podemos dividir la accion de los fungicidas en una flangica y otra fungistatica, la
primera genera la destruccion del patdgeno a comparacion de la segunda que solo inhibe
temporalmente el desarrollo del hongo. Hoy en dia podemos encontrar una amplia

variedad de fungicidas adaptados a las exigencias requeridas (Ochoa, 2004).

Clasificacion segn sus usos

a) Contacto

Son fungicidas que crean barreras protectoras en la planta, inhibiendo los procesos
metabdlicos primordiales de los fitopatdgenos como: produccién de energia, respiracion
y desacoplan su fosforilacién oxidativa (Patifio et al., 2001).

b) Sistémicos
Fungicidas que interrumpen el desarrollo del agente causante de la enfermedad, después
de iniciada la infeccion. El accionar es de tipo sistémica porque la sustancia quimica es

traslocada hacia toda la planta (Patifio et al., 2001).

1.3.2. Control biolodgico

Este método de control es descrito como la limitacion del crecimiento y desarrollo del
indculo de los patdgenos que se encuentran en estado activo o inactivo por la accion de
otro organismo. Esta puede ocurrir de forma natural o mediante la manipulacion del

medio donde se encuentra el patégeno o el controlador (Duarte et al., 1996).

Los agentes del control biologico pueden actuar como antagonista del fitopatdgeno,
reduciendo su actividad y disminuyendo la cantidad de su inoculo; por otro lado,
también puede funcionar como un tejido de forma primaria del hospedante, creando asi

una barrera de resistencia para disminuir la virulencia del patdgeno. Las interacciones
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hospedante-patdgeno estan influenciadas por el ambiente ya que puede determinar la
funcionalidad del control bioldgico (Duarte et al., 1996).

Organismos biocontroladores

Los saprofitos, organismos con alta capacidad de adaptacion y de gran competencia por
nutrientes frente a otros, son mayormente utilizados como antagonistas. Trichoderma
Sp.es una especie que posee buenas caracteristicas para controlar a hongos causantes de

enfermedades en las plantas (Elias et al, 1984).

Asi mismo, Castellanos (2008), menciond que el controlador Bacillus subtillis, es un

organismo con gran capacidad de controlar las enfermedades en plantas.

a) Serenade
Es un biofungicida eficaz que posee varios mecanismos de accidon para controlar

enfermedades, disminuyendo los riesgos de generar resistencia (Bayer, 2018).

b) Trichoderma viridae

Es considerado buen antagonista por su desarrollo rapido, habilidad de adaptarse a
condiciones extremas, aprovechamiento de nutrientes y su capacidad de transformar
rizosfera (Intagri, s.f.)

Segun Agrios (2007) la clasificacion taxonémica de Trichoderma viridae es:

Tabla 1.4. Taxonomia de Trichoderma viridae.

Descripcién
Reino Mycetae (fungi)
Division Eumycota

Sub divisién Deuteromycotina

Clase Hyphomycetes

Orden Hyphales (moniliales)
Familia Moniliaceae

Género Trichoderma

Especie Trichoderma viridae.
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¢) Trichoderma harzianum

Es un antagonista que no permite el desarrollo de los hongos fitopatdgenos actuando
como competidor en el uso de nutrientes, hiperparasito o un antibiotico del patégeno
(I1ICA, 2015)

Segun Agrios (2007) la clasificacion taxonémica de Trichoderma harzianum es:

Tabla 1.5. Taxonomia de Trichoderma harzianum.

Descripcién
Reino Mycetae (fungi)
Division Eumycota

Sub division Deuteromycotina

Clase Hyphomycetes

Orden Hyphales (moniliales)
Familia Moniliaceae

Género Trichoderma

Especie Trichoderma harzianum.

d) Biopreparados
Son sustancias y mezclas de origen vegetal, animal o mineral presentes en la naturaleza
que tienen propiedades nutritivas para las plantas o repelentes y atrayentes de insectos

para la prevencion y control de plagas y/o enfermedades” (IPES/FAO, 2010, pag. 24).

De acuerdo a IPES/FAO (2010) Los biopreparados pueden clasificarse en:
De acuerdo con su forma de accion pueden ser “bioestimulantes”, “biofertilizantes”,

“biofunguicidas” y “bioinsecticidas o biorepelente” (pag. 27).

Y de acuerdo a la forma de preparacion:

e [Extractos: se preparan extrayendo mediante prensado liquido de los restos
vegetales previamente cortado, humectado y empastado. Una vez conseguido la
extraccion del liquido es necesario conservarlo en un frasco de preferencia de color
negro para luego ser utilizado en una dilucion (p. 33).

e Infusion: “Se preparan de la misma forma que un té de hierbas, las partes tiernas
de las plantas como flores y hojas se dejan reposar durante 24 hs para extraer sus

sustancias activas” (p. 33).
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Decoccion: “Se preparan haciendo hervir, no méas de 30 minutos, las partes duras
de las plantas como las hojas coriaceas, la corteza de arboles, las raices, semillas,
cascaras, etc. para extraer sus sustancias activas” (p. 35)

Purin: se logra preparar utilizando estiércol o restos vegetales estiércoles o restos
vegetales siendo posible afiadir compuestos minerales. El primer paso es remojar
entre cuatro o siete dias los insumos escogidos para lograr su fermentacion hasta
que forme una espuma y cuando esta baje del purin significa que ya estéa lista para
ser utilizada. Este biopreparados es rico en enzimas, aminoacidos, microorganismos
y entre otras sustancias (p. 37).

Macerado: Se preparan a base de plantas (frescas o secas) o insectos para lo cual
deben ser colocadas en agua a méas durante tres dias. Es necesario cuidar que no
Ileguen hasta la fase de fermentacion en caso de ser preparadas con plantas, por
otro lado, los macerados a base de insectos si debe ser fermentados para que esta
actle como un cultivo que contenga enfermedades o parasito las cuales deben ser
aplicadas al mismo insecto (p. 39).

Caldo: consiste en diluir “compuestos o elementos minerales, de manera de
hacerlos solubles y aprovechables por las plantas. En su mayor parte poseen
propiedades para actuar en el manejo de enfermedades transmitidas por hongos. El

mas conocido es el Caldo Bordalés” (p. 41).

Para esta investigacion se utilizd biofungicidas macerados de plantas endémicas en la

Z0na, como:

La Ruda (Ruta graveolenss)

Procede del Mediterraneo Oriental y de Asia menor. Gracias a su adaptabilidad ha sido

cultivada en diferentes zonas alrededor del mundo. En nuestro continente podemos

encontrarlas en la zona norte en paises como Canadd, Estados Unidos y México,

mientras que en el sur en paises como Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Pert y Chile
(MGB, 2009).

Descripcion y caracteristicas

Forma: “la ruda es una planta resistente, perenne y arbustiva que mide desde 50
hasta 100 cm de altura. Esta provista de una raiz lefiosa, fasciculada y de tallos

cilindricos, erguidos, que engrosan afio tras afio, de estructura lefiosa en la base y
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con ramas superiores herbaceas” (Endara et al., 2009, como se cité en Maita y
Guerra, 2015).

e Las hojas: “son alternas, de color verde azulado, bi o tri pinnadas, los segmentos
laterales son alargados y el terminal ovalado. Estan provistas de glandulas que
despiden un olor fuerte, en ocasiones desagradable, pero caracteristico de la
especie” (Alvares, 2009 y James, 2009 citados en Maita y Guerra, 2015).

e Flores: poseen un color caracteristico amarillo, pueden llegar a tener un didmetro
de 8 al0 mm y estdn dispuestas en forma de ramilletes terminales. Posee 5 5
pétalos y 5 sépalos, en la parte central y el las partes exteriores poseen 4 pétalos y 4
sépalos los cuales son concavos y dentados (Alvares, 2009 y James, 2009, como de
cito en Maita y Guerra, 2015).

e Fruto: es una capsula redondeada que contiene semillas de color negro con forma

arrifionada (Alvarez, 2009 citado en Maita y Guerra, 2015).

Clasificacion boténica

La Ruda pertenece a la Familia de las Rutaceas que comprende 161 géneros y mas de
1600 especies cosmopolitas que van desde pequefias “matas” hasta arbustos y arboles.
El género Ruta incluya siete especies de arbustos aromaticos. Esta familia agrupa gran
cantidad de plantas atiles en medicina, puesto que son ricas en aceites esenciales,
alcaloides, glucésidos (Pernichi, 1998 y Torres, 2009 citados en Maita y Guerra, 2015).

Segun Cronquist (1981) la clasificacion taxondmica de la ruda es la siguiente:

Tabla 1.6. Taxonomia de la ruda

Descripcién

Division Magnoliphyta
Clase Magnolipsida
Sub clase Rosidae

Orden Sapindales
Familia Rutacea

Especie Ruta graveolens.

Cruz (2007) menciona que la composicion quimica de la ruda es la siguiente:

e Aceite esencial: metilnonilcetona, cineol, pineno, limonemo.
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Furanocumarinas: psoraleno, bergapteno, xantotoxina.
Heterdsidos: rutina, rhamndsido, cianidina.
Alcaloides: arborinina, rutamina, graveolina, furoquinolina.

Tanino (pag. 108).

La Itafa (Urtica urens)

Es el nombre quechua que recibe la ortiga (Urtica dioica o Urtica urens) perteneciente

a la familia de las Urticaceas, plantas que logran desarrollarse en regiones templadas y

tropicales (Porcuna, 2010).

Descripcion y caracteristicas

Rodriguez (2015) describe lo siguiente:

Forma: la itafia es un arbusto perenne de 1,5 m de altura aproximadamente, posee
pelos urticantes las cuales estan llenas de unas sustancias irritantes, como el 4cido
formico, que al tocar la piel causan escozor, picazén y ronchas.

Raiz: posee una raiz pivotante que contiene altas concentraciones de taninos.

Tallo: es fibrosa y ahuecada en medio de los nudos, son de color rojizo o
amarillento.

Hojas: posee hojas de forma ovalada, de textura aspera con bordes aserradas y de
hasta. Su color caracteristico es el verde oscuro, al igual que los tallos poseen pelos
astringentes.

Flores: la itafia posee flores unisexuales de color verde-amarillo. Son de forma de
panicula pendular, que contienen racimos de aproximadamente 10 cm. Poseen
flores femeninas y masculinas estdn ubicadas en inflorescencias cortas y racimosas
que florecen a partir del mes de julio.

Frutos: “son aquenios (capsulas) y secos”.

Clasificaciéon botanica

Segun Cronquist (1981) la itafia posee la siguiente posicion taxonémica:
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Tabla 1.7. Taxonomia de la Itafia

Descripcion

Division Magnoliophyta
Clase Magnolidpsida
Sub clase Hamamelidae
Orden Urticales
Familia Urticaceae
Género Urtica

Especie Urtica urens L.

Composicion quimica
Segun Rodriguez (2015):

Las hojas de una planta fresca poseen “clorofila a y b”, “carotenoides
(beta-caroteno)”, “flavonoides”, “sales minerales (hierro, calcio, silice, azufre,
potasio, manganeso)”, “acidos organicos (caféico, clorogénico, galico, férmico,
acético)”, “provitamina A”, “mucilagos”, “escopoletdsido” y “sitosterol” (pag. 03).
En los tricomas (pelos urticantes) contiene “acetilcolina”, ‘“histamina” vy
“serotonina” (pag. 03).

En las raices contiene “taninos”, “fitoesteroles”, “ceramidas”, “fenilpropanos”,
“lignanas”, ‘“polifenoles”, “monoterpendioles”, ‘“aglutinina”, “polisacaridos” y
“escopoletdsido” (pag. 04).

En las semillas contiene “mucilagos”, “proteinas”, “aceite: acido linoléico” y

“tocoferoles” (pag. 04).

El Molle (Schinus molle L.)

Es una planta que tiene como nombre cientifico Schinus molle Linneo, llamado como

P’ n

“molle”, "aguaribay" o "gualeguay" es una especie originaria de América del sur, se

encuentra en Per( principalmente, es una planta que pertenece a la familia de las

Anacardidceas” (Cabrera et al., 1965). “Naturalizada en paises tropicales y subtropicales

y representada en Sudamérica, Africa y Malasia. Unos pocos géneros son nativos de

Norteamérica templada y Eurasia” (Heywood, 1993).

Esta especie se encuentra distribuido a lo largo de Ecuador, Paraguay, Per(, Brasil,

Chile, Uruguay y Argentina en altitudes de hasta 3 600 m.s.m.n.
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Descripcidn y caracteristicas del molle

Forma: “Arbol perennifolio de 4 m a 8 m (hasta 15 m) de altura, con un diametro a
la altura del pecho de 25 cm a 35 cm” (Morales, 2009 citado en Cardenas, 2014)
Copa: “Copa redondeada y abierta, proporcionando sombra moderada. Hojas
compuestas, alternas de 15 cm a 30 cm de largo, colgantes, con savia lechosa;
imparipinnadas de 15 a 41 foliolos, generalmente aparcados de 0.85 cm a 5 cm”
(Morales, 2009 citado en Cardenas, 2014).

Flores: “Paniculas axilares en las hojas terminales de 10 cm a 15 cm de largo, flores
muy pequefias y numerosas, de color amarillento, miden 6 mm transversalmente”
(Morales, 2009 citado en Cérdenas, 2014).

Frutos: “Drupas en racimos colgantes, cada fruto de 4 mm a 7 mm de didmetro,
rosados o rojizos, con exocarpo coriaceo, lustroso, seco en la madurez, mesocarpio
delgado y resinoso” (Morales, 2009 citado en Cérdenas, 2014).

Semillas: “Las semillas poseen un embrion bien diferenciado que llena toda la
cavidad; la testa y el endospermo son delgados, el mesocarpo forma parte de la
unidad de dispersion” (Morales, 2009 citado en Cardenas, 2014).

Clasificacion botanica

La clasificacién botanica del molle (Cronquist, 1988). y es el siguiente:

Tabla 1.8. Taxonomia del molle

Descripcién

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Sub clase Rosidae

Orden Sapindales
Familia Anacardiaceae
Género Schinus

Especie Schinus molle L.

Composicién quimica

En su corteza: “presenta una importante cantidad de extraibles quimicos: taninos,
oleorresinas, acido linoleico y lignocérico” (Alnicosa, s.f.)
En sus hojas: “presentan taninos, flavonoides libres y combinados, carbohidratos,

saponinas, &cido linoleico, lignocérico; ademés de triterpenos y glicésidos. Las
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hojas se utilizan para el tefiido de las lanas, proporcionando un tinte amarillo”
(Alnicosa, s.f.)

En sus semillas: “contienen acido linoleico. El aceite extraido de las semillas
presenta actividad fungotdxica y puede ser efectiva como fungicida natural. Se ha
comprobado que la variacion estacional afecta la concentracion de los aceites en la
semilla” (Alnicosa, s.f.)

En sus frutos y semillas: “presentan ademds vanos aceites esenciales: mirceno,
felandreno, limoneno y cadinol, los que pueden extraerse facilmente por arrastre de

vapor de agua” (Alnicosa, s.f.).

1.4, CONDICIONES EDAFOCLIMATICAS DEL DISTRITO DE OCOBAMBA-

CHINCHEROS

Segun Gutierrez (2018) las condiciones edafoclimaticas del distrito de Ocobamba son

las siguientes:

Temperatura: “entre los meses de enero a abril en verano pueden alcanzar 25°C en
el dia y 3°C en la noche, en la estacion de invierno la temperatura diurna alcanza a
15°, y en las noches maés frias de — 2C° a 0°C, dependiendo de la altitud” (pag. 24).
Humedad: aproximadamente posee un 80% de HR durante los meses de enero a
marzo pudiendo generar garGas. Mientras que entre los meses de mayo y julio
disminuye hasta el 50% generando granizadas y en las partes mas altas la nevada.
Precipitacion: las precipitaciones son muy variables e irregulares con un valor
promedio de 845 mm. Estas permiten a los pobladores de las partes medias realizar
la agricultura de secano.

Nubosidad: “de enero a mayo el distrito presenta una espesa neblina que la cubre
casi por completo siendo dificil la visibilidad para los conductores puesto la neblina
es muy espesa, pero suele disiparse al trascurrir del dia” (pag. 24).

Viento: “los vientos huracanados se presentan durante los meses de agosto y
septiembre para luego pasar a una temporada corta de pequefio verano durante los
meses de octubre, noviembre y parte de diciembre” (pag. 24).

Presion atmosférica: “es baja y constante debido a la altitud. Estas variaciones
ademas de influir en los factores de riesgo a determinadas enfermedades, generan
también problemas en la poblacion, debido a que ocasiona inaccesibilidad” (pag.

24).
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e Topografia y relieve: el terreno presenta topografia irregular, muy variada que
corresponde a Vertiente de montafia alta muy empinada, se encuentran constituidas
por aquellas tierras formadas por la acumulacion de materiales aluviales y fluvio —
coluvio — aluviales, con la presencia de quebradas que le otorgan la forma alargada
con pendiente moderada a pronunciada y se forman hacia el fondo de las quebradas
(pag. 25).

e Suelos: presentan caracteristicas de suelo superficialmente y textura media que
varia desde arcilloso, franco y arenoso, siendo predominante en los terrenos

agricolas el tipo franco arenoso.

Dentro de las caracteristicas fisicas taxondmicas los suelos del ambito corresponden al

tipo inceptisol que se caracterizan por ser “suelos con caracteristicas poco definidas”,

2 ¢

“no presentan intemperizacion extrema”, “suelos de bajas temperaturas, pero de igual

EE AN 1Y

manera se desarrollan en climas humedos (frios y célidos)”, “presentan alto contenido

de materia organica”, “tienen una baja tasa de descomposicion de la materia orgdnica
debida a las bajas temperaturas. Pero en climas céalidos la tasa de descomposicion de

9% ¢C 2 6 99 ¢C

materia organica es mayor”’, “pH acido”, “usualmente presentan permafrost”, “poseen

29 ¢¢ 99 ¢¢

mal drenaje”, “acumulan arcillas amorfas”, “son una etapa juvenil de futuros ultisoles y
oxisoles”, “son suelos volcanicos recientes”, “para los tropicos ocupan las laderas mas
escarpadas desarrollandose en rocas recientemente expuestas”’, “predominan en la
cordillera de los andes junto a los entisoles y en la parte mas alta los ultisoles, por las
vegas de los rios Caquetd, Guaviare, Putumayo y Amazonas” y un “pH y fertilidad
variables, dependientes de la zona: alta en zonas aluviales y baja en sedimentos antiguos

y lavados sobre los cuales evolucionan el suelo, materia orgdnica variable” (pag. 27 y

28).
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1. UBICACION DEL EXPERIMENTO

La investigacion fue desarrollada en dos fases, la primera fase consistio evaluar rosales
en el barrio 1° de mayo del distrito de Ocobamba, provincia de Chincheros, muestrear
las rosas que presentaban sintomatologia de pudricion, empaquetarlas en bolsas de
polietileno para su posterior traslado al laboratorio de Fitopatologia de la UNSCH. La
segunda fase de la investigacion se efectud en el laboratorio de Fitopatologia de la E.P
de Agronomia de la Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga, cuyo mapa de

ubicacion puede ser observada en el anexo 1.

2.1.1. Ubicacion del distrito de Ocobamba

a) Ubicacion politica

Lugar : Barrio 1°de Mayo
Distrito : Ocobamba
Provincia : Chincheros
Region . Apurimac

b) Ubicacion geografica (zona 18L)

Altitud : 3036 m.s.n.m.
Latitud 1 13°28°58” S
Longitud : 73°33°42” O

2.1.2. Ubicacion del laboratorio de Fitopatologia - E.P. de Agronomia-UNSCH
a) Ubicacion politica

Distrito : Ayacucho

Provincia : Huamanga

Region : Ayacucho



b) Ubicacion geografica (zona 18L)

Latitud 1 13°8'44"S
Longitud :74°13°157 O
Altitud 12790 m.s.n.m.

2.2. MATERIALES, EQUIPOS E INSUMOS
2.2.1. Materiales

e Tijera de podar

e Cuchilla

e Papel toalla

e Bolsas de polietileno
e Cajade Tecnopor

e  Plumén marcador

e Sacabocado

e Porta objetos

e  Cubre objetos

e Cuaderno de campo

e Placas de Petri

e Mecheros

e Vaso precipitado

e Matraz de Erlermeyer

e Envases herméticos

e Pipetas
e Asarecta
2.2.2. Equipos

e Microscopio eléctrico

e Microscopio Optico

e Estereoscopio

e Incubadora

e Autoclave

e Céamara de flujo laminar
e GPS
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2.2.3. Insumos

e Alcohol

e Hipoclorito al 0.5% y al 1%
e Lactofenol

e  Agua estéril

e Fungicidas

e Controladores bioldgicos

e Biopreparados

e Hojas de plantas

e Agar
e Dextrosa
e Papa

e Ampicilina

2.3. PROBLEMAS ESPECIFICOS

1. ¢Cual es el fitopatogeno responsable de causar la pudricién de flores de rosal?
2. ¢Cudl es la especie del fitopatdgeno causante de la pudricion de flores de rosal?
3. ¢Cual es la mejor alternativa para el control de la pudricion de flores de rosal?

2.4. PLANTEAMIENTO DEL EXPERIMENTO
2.4.1. Tipo de investigacion
El trabajo de investigacion se realiz6 en dos fases y por tal se detalla los niveles de

investigacion alcanzados en cada una de ellas:

a) Fase de campo
En esta fase el estudio es descriptivo, pues el sujeto no es influenciado por agentes

externos y solo se observa y describe su comportamiento.

b) Fase de laboratorio
El estudio es de tipo aplicativa y experimental a causa del manejo de las variables en
condiciones controladas con el objetivo de explicar la razén por la que se produce la

situacion en estudio.
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2.4.2. Factores de estudio experimental

En la investigacion se evallan los siguientes factores:

e Nueve Productos (P) para controlar in vitro a la pudricion de flores de rosal (Rosa
sp.)

e Tres dosis (D) de los diferentes productos para el control in vitro del agente causal

de la pudricion de flores.

Factor: productos para control in vitro del agente causal de la pudricién de flores
de rosal (Rosa sp)

e P1: Scala (Funguicida)

e P2: Stronsil (Funguicida)

e P3: Protexin (Funguicida)

e P4 Trichoderma viridae (controlador bioldgico)

e P5: Trichoderma harzianum (controlador biol4gico)

e P6: Bacillus subtilis (controlador bioldgico)

e P7: biopreparado macerado (ruda)

e P8: biopreparado macerado (itafia)

e P9: biopreparado macerado (molle)

Factor: dosis de los diferentes productos a utilizar por volumen de agar
e Dosis para P1, P2, P3, P6: Se utiliz6 tres dosis recomendadas.
e Dosis para P7, P8, P9: Se utilizé tres dosis de la siguiente manera:

o D1=25%v/v

o D2=50% v/v

e D3=75% viv

2.4.3. Descripcion de los tratamientos

En esta investigacion de prepararon 23 tratamientos, que se obtuvieron al evaluar tres
productos o controladores quimicos, tres productos o controladores biologicos y tres
biopreparados, los cuales se utilizaron en tres dosis diferentes a excepcion de P4 y P5,
con la finalidad de encontrar u producto y una dosis que pueda controlar in vitro al

patogeno de la pudricion de flores del rosal. En la tabla 2.1. se explican los tratamientos.
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Tabla 2.1. Descripcion de los tratamientos

Productos para el Dosis (D) por cada

Tratamiento

control (P) 100ml de agar
T1 SCALA 0.1 ml
T2 SCALA 0.075 ml
T3 SCALA 0.125ml
T4 STRONSIL 0.05ml
T5 STRONSIL 0.06ml
T6 STRONSIL 0.07ml
T7 PROTEXIN 0.1ml
T8 PROTEXIN 0.15ml
T9 PROTEXIN 0.2ml
T10 PURIN MOLLE 25% VIV
T11 PURIN MOLLE 50% VIV
T12 PURIN MOLLE 75% VIV
T13 PURIN RUDA 25% VIV
T14 PURIN RUDA 50% VIV
T15 PURIN RUDA 75% VIV
T16 PURIN ITANA 52% VIV
T17 PURIN ITANA 50% VIV
T18 PURIN ITANA 75% VIV
T19 Bacillus subtilis 0.50ml
T20 Bacillus subtilis 0.75ml
T21 Bacillus subtilis 1.00ml
T22 Trichoderma viridae VR
T23 Trichoderma harzianum VR

2.4.4. Disefio experimental
El trabajo se disefié bajo el Disefio Completo Randomizado (DCR), que conté con 23
tratamientos y 03 repeticiones del cual se obtuvo 69 unidades experimentales.

2.4.5. Duracion del experimento
La investigacion realizada se ejecutd durante octubre del 2018 hasta abril del 2019
haciendo un total de 07 meses (210 dias).

2.5. Instalacién y conduccion del experimento

2.5.1. Fase I: Fase de campo

e Determinacién del porcentaje de incidencia de la pudricion de flores de rosal
(Rosa sp.)

La evaluacion se realizo en el predio del Sefior Victor Contreras, ubicada en el barrio 1°

de mayo, distrito de Ocobamba, provincia de Chincheros en la region Apurimac. El area
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muestreada tiene una extension aproximada de 4,200 metros cuadrados. Por lo cual se
hizo un conteo general de las plantas de rosal (Rosa sp.) afectadas en toda la extension.
En el predio se tiene rosas de diferentes colores, como el color rojo, amarillo, blanco,

rosada y melon.

CULTIVO DE ROSAS g Levenda

# Cultivo de rosas del Sefior Victor Contreras.

Distrito de Ocohamba, Chincheros.
(7 Cultivo de rosas.

B

A ‘i' ICultivoi’de rosas del Senor. Victor:Contreras.

Google Earth W\
s 100 m

Figura 2.1. Croquis de la parcela del cultivo de rosal en el distrito de Ocobamba

Fuente: Google Earth.

Tabla 2.2. Incidencia de la pudricion de flores

Color de N° de N° de rosas por N° total de
rosa hileras hilera plantas de rosas
ROJA 31 440 13.640
AMARILLO 2 440 880
BLANCO 3 440 1320
ROSADA 4 440 1760
MELON 3 440 1320

Por lo cual, para determinar en cuanto por ciento el patdgeno de la pudricion de flores
del rosal incide en la parcela en evaluacion, se procedio a enumerar la cantidad de
plantas de rosal (Rosa sp.) con flores sanas y con flores enfermas que ya tenian
sintomas o signos de pudricion diferenciandolas por cada color.
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e Descripcion de la sintomatologia en campo

La sintomatologia que presentaban las flores de rosa se examind en el mismo lugar (in
situ), por lo cual se observé a detalle las plantas de rosal (Rosa sp.) que presentaban
sintomas y signos de pudricion de las flores; y fueron registrados en el cuaderno de

campo, también, se capturaron en fotografias las cuales se muestran en los anexos 4 y 5.

e Recoleccion de muestras

Se acopiaron flores que presentaban signos y sintomas de pudricion, se cortaron con
ayuda de una tijera de podar debidamente desinfectada con hipoclorito al 1.5%, para
luego disponerlas en bolsas de polietileno debidamente cerradas y codificadas; de esta
manera transportarlas (en cajas de Tecnopor) al laboratorio para su analisis tal como se

muestra en la figura 2.2 y en el anexo 3.

Figura 2.2. Recoleccion de flores de rosas con sintomas o signos de pudricion

2.5.2. Fase Il: Fase de laboratorio

e Preparacion de cAmara humeda

Para la instalacion de camaras himedas, primero se desinfectaron con hipoclorito al
1.0% las muestras acopiadas, recipientes herméticos y las placas de Petri; y se procedid
a enjuagar hasta 3 veces con agua esterilizada las muestras acopiadas. Luego se
procedié a colocar papel toalla en la base de los recipientes herméticos y sobre él se
colocaron placas de Petri, encima de las placas Petri se colocaron las muestras. Esta
actividad se realiz6 con la finalidad de crear un ambiente favorable para el pronto
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crecimiento y desarrollo del hospedante que estd implicado en la causa de esta
enfermedad. Se registrd durante siete dias la evolucion del hospedante en el microclima

creado para su desarrollo, como se muestra en la Figura 2.3.

Después de los siete dias de la instalacion de las camaras humedas, se realizo el
aislamiento de las estructuras desarrolladas como los micelios superficiales en placas
Petri con PDA.

Figura 2.3. Cdmara humeda y resultado de muestra a los 7 dias

e Preparacion de medios de cultivo

Para la evaluacién se utiliz6 medio PDA (papa dextrosa-agar), el cual se prepar6é con
una formulacion de 250 g de papa, 18 g de agar, 18 g de dextrosa o azlcar y media
ampicilina por cada litro, por ser un medio favorable para el crecimiento de la gran
mayoria de hongos fitopatogenos. Para lograr preparar el medio PDA, se tuvo que cocer
250 g de papa en 1 L de agua, separar el liquido de la papa cocida, agregar a la solucion
obtenida los 18 g de agar y dextrosa para luego ser esterilizadas junto a las placas Petri
en autoclave a 121 °C durante 30 min. Y después de ser esterilizados se colocaron en la
camara de flujo laminar para dejarlo enfriar por unos 5 a 10 min, pasado este lapso se

procedi6 a verterlas en placas de Petri para su solidificacion.

e Aislamiento
Pasado los siete dias después de la instalacion de las camaras humedas, se logrd
observar la aparicion de micelios y esporas del organismo hospedante; por lo que, se
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procedid a aislar con ayuda de un estereoscopio y un asa recta para ser colocadas en las
placas de Petri que contenian PDA en un ambiente aséptico del laboratorio, después las
placas que contenian el micelio y las esporas se colocaron en una incubadora durante

cinco dias a 20°C +£2°C.

e Purificacion
Ya desarrolladas las colonias en placas de Petri se procedio a realizar una purificacion
para contar con muestras libres de agentes contaminantes y lograr su reconocimiento;

este procedimiento se realizé hasta tres veces para obtener muestras limpias.

e Caracterizacion e identificacion

Para lograr la caracterizacion del patdgena causal de la pudricién de flores de rosal
(Rosa sp.) se realizé evaluaciones macroscopicas (color, forma y textura de colonia) y
microscopicas (medicion y descripcion de las esporas, hifas, cuerpos fructiferos) como
se muestra en la figura 2.4. Contando con la informacidn sobre las caracteristicas mas
importantes y suficientes se procedio a identificarlas utilizando el libro de Barnett, HL.
Y Hunter, B.B para luego proponer la especie al que corresponde el agente causal de la
pudricion. Para confirmar a un cien por ciento nuestra determinacién se realizé pruebas

moleculares en el la UNALM.

Figura 2.4. Identificacion, caracterizacion de las estructuras

e Prueba de Patogenicidad
La ejecucion de la prueba de patogenicidad se baso en los postulados de Koch, donde

menciona que las colonias previamente identificadas se suspenden en agua esterilizada
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en un pulverizador para luego ser inoculadas en flores de rosal (Rosa sp.) previamente
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1% y se almacenaron bajo condiciones
adecuadas del laboratorio tal como se muestran en el anexo 7, 8, 9,10 y 11. Para

concretar esta prueba se procedié de la siguiente manera:

e Inoculacion

En esta etapa se elabord una solucién que contenia una cuarta parte de una placa de
Petri que contenia micelios del patégeno con 50 ml de agua estéril, una vez licuado fue
aplicado mediante un pulverizador a las flores previamente desinfectadas y fueron
puestas a cAmaras humedas con la finalidad de generar un ambiente adecuado para
apreciar la evolucion de los sintomas que son causados por el patdgeno inoculado
(Figura 2.5).

Figura 2.5. Inoculacién de patdgeno

e Evaluacion sintomatoldgica de las flores de rosal (Rosa sp.) y aislamiento del
patdgeno

Las flores de rosal (Rosa sp.) que fueron inoculadas con el patégeno, se observaron

diariamente durante dos semanas, tiempo durante en que el patdégeno logro infectar las

flores, presentando sintomas idénticos a las observadas en campo. Con el propdsito de

aseverar que el patogeno responsable de la pudricion de las flores de rosal (Rosa sp.)

sea el mismo que fue inoculado se procedid a aislar nuevamente a partir de las muestras
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que desarrollaron los sintomas hacia una placa de Petri con PDA para después conseguir
una colonia limpia y desarrollada a fin de realizar su identificacion y posterior

comparacion.

e Evaluacion de la efectividad de los productos en control in vitro

La prueba de efectividad de los diferentes productos utilizados se realizo utilizando dos
pruebas, la primera fue la prueba del medio envenenado y la segunda fue de
enfrentamiento; la segunda fue especifico para controladores bioldgicos excepto de
Bacillus subtilis ya que cuenta con una presentacion liquida por lo cual se realiz6 bajo la
primera prueba. Ademas, se adiciond un tratamiento de control (testigo) que contenia

medio PDA puro, todas ellas a una temperatura de 20 °C £2°C.

e Prueba del medio envenenado

En este ensayo se evaluaron el crecimiento de los micelios a diario con la ayuda de una
regla obteniéndose datos en centimetros del patégeno en un medio PDA. Para cada
unidad experimental se procedié a preparar medios mezclados con los productos

quimicos y biopreparados con dosis mencionadas en la tabla 2.3.

Tabla 2.3. Prueba de medio envenenado

Trat. Productos Dosis (D) Und/100 ml agar
T1 SCALA 200ml 0.1ml
T2 SCALA 150ml 0.075ml
T3 SCALA 250ml 0.125ml
T4 STRONSIL 100 gr 0.05gr.
TS5 STRONSIL 120gr. 0.06gr.
T6 STRONSIL 140qr. 0.07gr
T7 PROTEXIN 20ml. 0.1ml
T8 PROTEXIN 30ml. 0.15ml
T9 PROTEXIN 40ml. 0.2ml
T10 PURIN MOLLE 25% 25ml.
T11 PURIN MOLLE 50% 50mi
T12 PURIN MOLLE 75% 75mi
T13 PURIN RUDA 25% 25ml
T14 PURIN RUDA 50% 50mi
T15 PURIN RUDA 5% 75ml
T16 PURIN ITANA 25% 25ml
T17 PURIN ITANA 50% 50mi
T18 PURIN ITANA 5% 75ml
T19 Bacillus subtilis 1L 0.5ml.
T20 Bacillus subtilis 15L 0.75ml.
T21 Bacillus subtilis 2L Iml.
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Ya en el medio envenenado y solidificada en placas, se procedio a trazar una recta
vertical y horizontal en la parte posterior de las placas de Petri para posibilitar la
medicion del crecimiento a partir de los discos de agar, que contenia micelios del
patdgeno, de un aproximado de 0.5 cm que se sembraron en la parte central de la placa
(Figura 2.6) luego fueron incubadas a 20 °C £2°C.

Figura 2.6. Trazo de lineas para la evaluacion del crecimiento micelial

e Prueba de enfrentamiento

En este estudio se efectud la evaluacién del crecimiento micelial a diario del patégeno
causante de la pudricion de flores del rosal cuando este se encuentre en una misma placa
junto a Trichoderma harzianum o Trichoderma viridae. Para esto contamos con medios
PDA puros donde se cultivaron un disco del patogeno y al frente de este del antagonista

dentro de una placa de Petri.

Para evaluar esta prueba es necesario realizar el trazo de una linea horizontal en el lado
posterior de la placa para realizar las mediciones pertinentes (Figura 2.7).

Tabla 2.4. Prueba de enfrentamiento

Trat. Productos Dosis (d) Iplaca
T22 Trichoderma viridae VR 0.5cm
T23 Trichoderma harzianum VR 0.5cm
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Figura 2.7. Trazo de lineas para evaluacion del crecimiento micelial en prueba de enfrentamiento

e Evaluacion del crecimiento micelial del patdégeno
La evaluacion se realizd diariamente con ayuda de una regla, éstas finalizaron en cuatro

dias, tiempo donde la superficie del testigo fue cubierta por el micelio del patdgeno.

2.6. PARAMETROS DE EVALUACION

Fueron las siguientes:

e Incidencia de la enfermedad

El estudio se diagnosticd mediante la férmula de la incidencia o intensidad del patégeno
causante de la pudricion de las flores de rosal (Rosa sp.) por la formula indicada por
Barrantes (2007):

Numero de plantas enfermas

~ Ntmero de plantas observadas
Donde:
I= porcentaje de la intensidad o de la incidencia del dafio o enfermedad.

e Caracterizacion e identificacion

La caracterizacion, asi como la identificacion del patdgeno causante de la pudricion de

flores de rosa se efectud evaluando los pardmetros siguientes:

e Texturay color de la colonia

e Estructuras microscépicas del patdgeno (micelio, hifas, cuerpo fructifero, picnidio y
esporas).
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e Secuencia de nucleotidos en prueba molecular.

e Control in vitro

Para medir la eficiencia de los diferentes productos utilizados en el control in vitro se
evaluo el crecimiento diario patdgeno en medio PDA puro y medios envenenados para
efectuar el calculo del pardmetro de porcentaje de inhibicion que fue formulada por
Vicent (1947) quien presento una férmula para el medio envenenado (formula 1) y otra

para los tratamientos evaluados bajo la prueba de enfrentamiento (férmula 2).

Férmula 1.

Crecimiento micelial Crecimiento micelial
del testigo del tratamiento

% de inhibicién = Crecimiento micelial del testigo *100
Férmula 2.
Crecimiento micelial _ Crecimiento micelial
% de inhibicién = del patégeno del controlador x100

Crecimiento micelial del patogeno

2.7. ANALISIS ESTADISTICO

El experimento contd con 23 tratamientos y cada una con tres repeticiones las mismas
que fueron desarrolladas bajo el Disefio Completamente Randomizado (DCR). La
comparacion de los resultados se efectud utilizando el analisis ANVA o ANOVA, a un
nivel confianza de 95% y al obtener una alta significacion se procedio a realizar la

prueba de significacion estadistica de Duncan (0=0.05).

El modelo del experimento fue la de una regresion lineal y se detalla en la siguiente

ecuacion:
Yy=pn+1+¢g
Donde:
Y;j: Variable respuesta.

M : Media general.
T; : Efecto del tratamiento.

g;j- Error experimental.
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. PORCENTAJE DE LA INCIDENCIA Y DESCRIPCION DE SINTOMAS
CAUSADAS POR EL AGENTE CAUSAL LA PUDRICION DE FLORES
DE ROSAL (Rosa sp.)

3.1.1. Incidencia

El porcentaje de plantas de rosal (Rosa sp.) con sintomas de pudricion en sus flores

diagnosticados en toda el area fueron, como se detalla en la tabla siguiente.

Tabla 3.1. Porcentaje de incidencia de la pudricién de flores de rosa

Color de N° total de N° de plantas con % de
rosa plantas de rosas sintomas incidencia
ROJA 13.640 9821 2%
AMARILLO 880 704 80%
BLANCO 1320 1122 85%
ROSADA 1760 1584 90%
MELON 1320 1030 78%

Los resultados indican que la enfermedad de la pudricion de flores del rosal (Rosa sp.)
es mas susceptible en las flores de color rosada y blanco; también se observo que las
flores de color rojo, melon y amarillo poseen porcentajes menores a los primeros. Por
tanto, podemos decir que la incidencia de la pudricion de flores es muy alta, que estan
ocasionando dafios que disminuyen la calidad de flores, debido a que esta zona tiene un
clima adecuado para el desarrollo del rosal (Rosa sp.), asi como del patégeno. De forma
similar, Turqueres (2006) en su investigacion informé que la incidencia de Botrytis
cinerea en el T4 es de 68,56% obtenieno un promedio mayor a comparacion del T1 que
solo obtuvo un 72,60% de las muestras evaluadas en las diferentes fincas; lo que indica

que es el rango de severidad de incidencia de Botrytis cinerea en los cultivos de rosal.



3.1.2. Sintomatologia
Los sintomas de la pudricion de flores del rosal (Rosa sp.) que se ha observado en el

distrito de Ocobamba, fueron principalmente marchitez de las flores y la presencia de

puntos rosados.

Figura 3.1. Pudricidn de flores de rosa en Ocobamba, Chincheros

3.2. IDENTIFICACION DEL AGENTE CAUSAL DE LA PUDRICION DE
FLORES DE ROSAL (Rosa sp.)

3.2.1. Caracterizacion morfoldgica y biométrica de Botrytis cinerea sp.

e Colonia

La colonia de Botrytis cinerea logr6 desarrollarse en medio PDA, ocupando toda la

placa Petri en 4 dias donde mostrd crecimiento de micelio algodonoso color gris que

poseian esporas abundantes, pasado los 10 dias se formaron los esclerotes.

Figura 3.2. A la izquierda Botrytis cinerea a los 4 dias y a la derecha a los 10 dias
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e Hifas o micelios
Al microscopio se observo que las hifas eran cilindricas, cenociticas y ramificadas; éstas

poseen un elevado y variable nimero de nucleos.

Figura 3.3. Hifas de Botrytis cinerea

e Conidioforo
Se observé conidi6foros en forma de racimo donde se encuentran los conidios de forma

exogena.

Figura 3.4. Conidi6foros de Botrytis cinerea

e Conidios
Los conidios se observaron en el microscopio, pudiendo notar que son hialinas con
forma ovoidal de aproximadamente de 6.2 x 8.0 um, este tipo de conidios estan

conformados por blastosporas.
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Figura 3.5. Conidios de Botrytis cinerea

e Esclerocios
Se observé la formacion de esclerocios de forma irregular y tamafio variados, con un

aproximado de 2.3 mm.

Figura 3.6. Esclerocios de Botrytis cinérea
A) en medio de cultivo, B) Bajo estereoscopio a 40X de aumento

3.2.2. ldentificacion

Al sacar muestra de los patégenos del material recolectado en campo y una vez
instalado la cdmara himeda se procedié a aislar el patégeno y a purificarlas para luego
contar con 5 placas puras con colonias del patégeno, se pudo observar por
caracteristicas macroscépicas que la colonia en desarrollo pertenecia a Botrytis cinérea

y para confirmar nuestra respuesta paso por un proceso de identificacion molecular.
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Figura 3.7. Aislamiento del patégeno de la pudricién de flores de rosa en Ocobamba

Luego de haber purificado e identificado al patégeno de la pudricion de las flores, se
supo que pertenecia a Botrytis cinerea. Y para asegurar o confirmar que este patdgeno
era Botrytis cinerea se solicitd un analisis molecular al laboratorio de biologia
molecular de fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina, donde se

procedié a realizar la extraccion del ADN del patégeno con el método del PCR.

— 100
2% agarose

Figura 3.8. Corrida electroforética de producto amplificado de Botrytis cinérea “C”
Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular de Fitopatologia de la UNALM

Para ratificar la secuencia de las bandas amplificadas correspondientes a la muestra, se
procede a purificar las bandas de 3 aislamientos positivos para cada transposon. Estas
bandas son secuenciadas en Macrogen (Corea). Y como resultado del cromatograma se

obtuvo lo siguiente mostrado en Figura 3.9.
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miacrogen
File: C_ITS!-F.abl Rien Ended: 20/ 9523 0:3:24 Sigmal G: 1351 A-2009 C:3205 T:3353 %
Sample: C_ITEI-F Lane: 7 Base spacing: 17620243 1187 bases in 14225 scans Page I of2
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File: C_ITS4-R.ab! Ruon Ended: 2019523 0:3:24 Signal G:1596 A:362] C:5533 TH4554 %
Sample: C_ITS4-R Lame: 5 Base spacing: 17.699816 1196 bases in 14583 soans Page 1 of 2

10 0 0 4 L] 2] K] ] L) 100 110 120
@A AAA GACTOGE ACC TMEDTG AT COAGOTC ACCATAGAA AATTTGGATTTTAGC AQAAGCAC ACTE AGAACCTGTAACGAGAG AT ATTACTACGT TCAGG ACCCAGLGACACCACCACTG
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130 140 (L] 180 17T 180 150 200 e po ] 230 240
ATTTTAGAGCCTGCCATTACT GACAT AGACT CAATACCAAGCTAANGCT TGAGGGT TAAMATGACGCTCGAACAGGCAT GCCCCOCEG AATACCAMIGEGCGCAATGT GCGT TCAAAGATTCGATG

O D
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AQAGTTTTEATATTCT CTQOCGAGC ATACAAGACCCAAAGICAGCT CACCAAAGTAACAAAGT AAT AAT ACACAAGOOT GO GAGAT CT ACCCTTT COQGC ATQAACT CTAT AATQATCCTTCOOT
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Figura 3.9. Validacion de la secuencia de las bandas amplificadas correspondientes

Fuente: laboratorio de biologia molecular de fitopatologia de la UNALM
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El laboratorio después de realizar los procesos mencionados entrego como resultado a
99% de seguridad que el patdgeno pertenecia a Botrytis cinerea.

Tabla 3.2. Resultados de ID molecular de las muestras

MUESTRA Especie Max score  Query cover % ldentidad ID NCBI
C Botrytis cinerea 955 99% 100% MK562062.1

Fuente: Laboratorio de biologia molecular de fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina

3.2.3. Prueba de patogenicidad
La prueba de patogenicidad del patdgeno identificado fue para comprobar y asegurar

que el Botrytis cinerea es el agente causal con a la pudricion de flores del rosal (Rosa

sp.).

La especie de Botrytis cinerea causd la pudricién de flores de rosal (Rosa sp.)
aproximadamente en 10 dias, obteniéndose puntos rosados o amarillos y necrosis en las
flores (Figura 3.10). Sintomas similares observadas y descritas en area cultivada de
rosas en el distrito de Ocobamba. El aislamiento obtenido de los micelios que mostraron
en esta prueba nos llevo a la conclusién que Botrytis cinerea es el agente causal de la

pudricién de flores del rosal (Rosa sp.).

Figura 3.10. Sintomas y signos de las rosas inoculadas con Botrytis cinerea

3.3. EVALUACION DE LA EFICACIA DE LOS PRODUCTOS UTILIZADOS
EN EL CONTROL IN VITRO DE Botrytis cinerea
La evaluacion y conduccion de este proceso se dio al término del cuarto dia, ya que en

la prueba del testigo se logro el crecimiento completo en la misma cantidad de dias.
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Una vez obtenida los datos el crecimiento se procedié a realizar los céalculos de los % de
inhibicion del crecimiento de Botrytis cinerea de los tratamientos como se muestra en la
tabla 3.3.

Tabla 3.3. Porcentaje de inhibicion de los tratamientos

Tratamiento Dosis Crec. mlclel. . % de
(cm) / 4 dias inhibicion
Tl 0.1 0.00 100.00
T2 0.075 0.00 100.00
T3 0.125 0.00 100.00
T4 0.05 1.33 68.33
T5 0.06 131 68.81
T6 0.07 1.15 72.62
T7 0.1 3.98 5.32
T8 0.15 3.87 7.94
T9 0.2 3.31 21.19
T10 25% 4.20 0.00
T11 50% 4.20 0.00
T12 5% 4.20 0.00
T13 25% 0.78 81.27
T14 50% 0.46 89.05
T15 5% 0.26 93.73
T16 25% 0.87 79.29
T17 50% 0.00 100.00
T18 5% 0.00 100.00
T19 0.5 0.00 100.00
T20 0.75 0.00 100.00
T21 1 0.00 100.00
T22 V.R. 4,73 45.14
T23 V.R. 3.80 11.34
Testigo - 4.20 0.00

3.3.1. Efectividad de controladores quimicos
Para realizar el andlisis estadistico se utiliz6 los promedios de los porcentajes de
inhibicidén micelial de las unidades experimentales donde se utilizaron los controladores

quimicos a través de la prueba del medio envenenado.

Tabla 3.4. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion de los controladores quimicos

F. Variacion GL SC CM Fc Pr>Fc
Tratamientos 9 46806.33 5200.70 122.81 <.0001 **
Error 20 1421.00 71.05
Total 29 48227.33

C.V.=1549
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La Tabla 3.4 nos indica que existe alta significacion estadistica para los diferentes
tratamientos de la inhibicién del hongo. El coeficiente de variacién nos muestra que
estamos dentro de datos representativos en la conduccion del experimento, por tal, nos
permite efectuar la prueba de contraste de Duncan, con el fin de realizar las

comparaciones entre los tratamientos referentes a controladores quimicos.

Tabla 3.5. Prueba de significacion estadistica de Duncan de los controladores quimicos

Tratamiento Controlador Promedio ALS(D)

T3 SCALA 0.125 100 a

T2 SCALA 0.075 100 a

Tl SCALAO0.1 100 a

T6 ST 0.07 72.62 b

T5 ST 0.06 68.81 b

T4 ST 0.05 68.33 b

T9 PROTEXIN 0.2 21.19 c

T8 PROTEXIN 0.15 7.94 c d

T7 PROTEXIN 0.1 5.32 d
Testigo - 0 d

La prueba de Duncan (0=0.05) en la Tabla 3.5 realizada a los controladores quimicos
nos muestran que el T3, T2 y T1 son los mejores en inhibir el crecimiento de Botrytis
cinerea no existiendo una diferencia estadistica entre ellos, pero si del resto de los
tratamientos. Podemos mencionar también que los tratamientos T8, T7 Y el testigo

poseen los promedios mas bajos entre los controladores quimicos.

3.3.2. Efectividad de los biopreparados

Para evaluar la efectividad de los biopreparados al igual que el proceso anterior
procedimos a realizar el analisis estadistico utilizando los promedios de los porcentajes
de inhibicion micelial de las unidades experimentales donde se utilizaron diferentes

biopreparados en la prueba de medio envenenado.

Tabla 3.6. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion de los biopreparados

F. Variacion GL SC CM Fc Pr>Fc
Tratamientos 9 60253.50 6694.83 687.23 <.0001 **
Error 20 197.42 9.87
Total 29 60450.92

C.V.=5.78
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Al observar la Tabla 3.6 podemos indicar que existe una alta significacion estadistica
para los diferentes tratamientos en la inhibicion de Botrytis cinérea, mencionar también
que el coeficiente de variacion nos sefiala que tenemos una alta precision en la
conduccion del experimento, por lo que, procedemos a efectuar la prueba de contraste
de Duncan, para realizar comparaciones entre tratamientos donde se utilizaron

biopreparados.

Tabla 3.7. Prueba de significacion estadistica de Duncan de evaluacion de biopreparados

Tratamiento Controlador Promedio ALS(D)
T17 MACERADO ITANA 50% 100 a
T18 MACERADOMOLLE 70% 100 a
T15 MACERADO RUDA 75% 93.73 b
T14 MACERADO RUDA 50% 89.05 b
T13 MACERADO RUDA 25% 81..27 c
T16 MACERADOITANA 25% 79.28 C
T10 MACERADO MOLLE 25% 0 d
T11 MACERADO MOLLE 50% 0 d
T12 MACERADO MOLLE 75% 0 d

TESTIGO 0 d

La prueba de Duncan (0=0.05) en la Tabla 3.7 realizada sobre los diferentes
biopreparados nos indican que los tratamientos T17 y T18 correspondientes a los
macerados de Itafia de 50%v/v y 75%v/v respectivamente poseen los mejores
promedios en la inhibicién del crecimiento de Botrytis cinérea y no existe una
diferencia estadistica entre ellos, pero si del resto de los tratamientos. También,
observamos que el T15 y T14 poseen promedios supriores al resto, pero estan por
debajo de los T17 y T18, por otro lado, los tratamientos T10, T11, T12 son aquellos que
poseen bajos promedios entre todos los productos y dosis utilizadas entre los

biopreparados.

3.3.3. Efectividad de controladores bioldgicos

Continuando con las evaluaciones se procedié a analizar la efectividad de los
controladores biolégicos del mismo modo que se ha venido evaluando en los procesos
anteriores se procede a realizar el analisis estadistico utilizando los promedios de los

porcentajes de inhibicion micelial de las unidades experimentales donde se utilizaron
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diferentes controladores bioldgicos una de ellas a través del método del medio

envenenado y dos por el método de enfrentamiento.

Tabla 3.8. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion por controladores biolégicos

F. Variacion GL SC CM Fc Pr>Fc
Tratamientos 5 32959.94 6591.99 185.58 <.0001 **
Error 12 426.24 35.32
Total 17 33386.18

C.V.=10.03

La Tabla 3.8 nos brinda informacion que nos indica que existe una alta significacién
estadistica para los diferentes tratamientos en la inhibicidn de Botrytis cinérea, asi como
de que el coeficiente de variacion nos muestra un alto valor de precision en la
conduccién del experimento, de modo que, procedemos a efectuar la prueba de
contraste de Duncan, para realizar comparaciones entre tratamientos correspondientes a

controladores biologicos.

Tabla 3.9. Prueba de significacion estadistica de Duncan de evaluacion de controladores

bioldgicos.
Tratamiento Controlador Promedio ALS(D)
T21 Bacillus subtilis 1.0 100 a
T20 Bacillus subtilis 0.75 100 a
T19 Bacillus subtilis 0.5. 93.73 a
T22 Trichoderma viridae 45.14 b
T23 Trichoderma harzianum 11.34 c
TESTIGO 0 d

La prueba de Duncan (0=0.05) en la Tabla 3.9 que se realizd sobre los diferentes
controladores biol6gicos denotan que los tratamientos T21, T20 y T19 todas
correspondientes a las 3 dosis utilizadas de Bacillus subtillis no poseen diferencias
estadisticas entre ellos y que son los mejores promedios en la inhibicion del crecimiento
de Botrytis cinerea a comparacion del resto de tratamientos. EI T22 obtuvo un promedio
superior a T23, pero inferior al T19, ademas, el T23 correspondiente a Trichoderma
harzianum posee el menor promedio en la inhibicion del crecimiento micelial del

patdgeno en estudio.
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3.3.4. Efectividad de todos los tratamientos utilizados
Para esta evaluacion se necesitd los promedios de todas las unidades experimentales
para contar con datos uniformes de la evaluacion sobre el porcentaje de inhibicion

micelial.

Tabla 3.10. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicién de los tratamientos del control in

vitro.
F. Variacion GL SC CM Fc Pr>Fc
Tratamientos 23 120321.28 5231.36 122.81 <.0001 **
Error 48 2044.67 42.60
Total 71 122365.94
CV.=10.85

La Tabla 3.10 nos indica que existe alta significacion estadistica para los diferentes
tratamientos de la inhibicién del hongo. El coeficiente de variacion nos sefiala que los
datos nos sefialan una alta precision en el manejo y desarrollo experimento, por tal, nos
permite efectuar la prueba de contraste de Duncan, con el fin de comparar todos los

tratamientos utilizados.
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Tabla 3.11. Prueba de significacion estadistica de Duncan de los tratamientos evaluados
Tratamiento Promedio ALS(D)

T2 100.0 a

T20 100.0 a

T3 100.0 a

T17 100.0 a

T18 100.0 a

T19 100.0 a

T21 100.0 a

T1 100.0 a

T15 93.7 a

T14 89.1 ab

T13 81.3 bc
T16 79.3 bcd
T6 72.6 cd
T5 68.8 d
T4 68.3 d
T22 45.1 e
T9 21.2 f
T23 11.3 fg
T8 7.9 g
T7 5.3

TESTIGO 0.0 g
T11 0.0 g
T12 0.0 g
T10 0.0 g

La prueba de Duncan (¢=0.05) en la Tabla 3.11 nos indica que los tratamientos T2, T20,
T3, T17, T18, T19, T21, T1 y T15 presentan promedios del porcentaje de inhibicion
micelial de Botrytis cinerea semejantes estadisticamente, las cuales superaron con
diferencias significativa a los tratamientos T14 Y T13 que presentaron promedios

similares pero mejores al resto de los tratamientos.

También, se observa que los tratamientos T8, T7, TESTIGO, T11, T12 y T10 presentan
los promedios mas bajos en porcentaje de inhibicién micelial de Botrytis cinerea, éstas

no presentan diferencias estadisticas. Por el contrario, Quinche (2009), en su
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investigacion concluye que con el producto Trifokun liquido se obtuvo menor
incidencia de Botrytis, mostrando un valor de 0.0378% de infeccion, valor que es
diferente al de Trichoderma Harzianum (T23) que obtuvo solo 11.34% de inhibicién

obtenido en la investigacion.

120.00
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80.00
60.00
40.00
20.00
0.00

% de Inhibicion micelial

TESTIGO *

Tratamientos

m CREC. MICEL./ 4 DIAS =% DE INHIBICION

Figura 3.11. Promedio del crecimiento micelial de Botrytis cinerea y el porcentaje de

inhibicion del crecimiento micelial de los diferentes tratamientos.

En la Figura 3.11, con la ayuda de un diagrama de barras y realizando un analisis
numérico se infiere que los tratamientos T1, T2, T3, T17, T18, T19, T20 y T21
correspondientes a la 3 dosis de Scala, a dos dosis del macerado de Itafia y las tres dosis
de Bacillus subtilis respectivamente; lograron un 100% de inhibicion micelial de
Botrytis cinerea y también don aquellas que no permitieron el crecimiento de los
micelios del patdgeno. Por su parte los tratamientos T13, T14, T15 tienen un promedio
micelial menores a 100% y permitieron el crecimiento micelial de 0.78 cm, 0.46 cm y
0.26 cm correspondientemente.

Sobre los tratamientos T4, T5, T6, T16, T22 y T23 los cuales obtuvieron un promedio
de % de inhibicion micelial menores al 80% permitieron el crecimiento aproximado de
1.33cm, 1.31cm, 1.15cm, 0.87cm, 4 73 cm y 3.8 cm de los micelios de Botrytis cinerea
respectivamente. Los tratamientos T10, T11, T12 correspondientes a las tres dosis del
macerado de molle son los que obtuvieron un promedio de 0% de inhibicién micelial ya
que permitieron el crecimiento del micelio del patégeno en estudio por toda la placa

Petri que es un aproximado de un 4.2 cm.
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CONCLUSIONES

Conforme a los objetivos planteados en la investigacion, le presenta las siguientes

conclusiones:

1. Se logr6 determinar mediante pruebas morfolégicas, moleculares y de
patogenicidad que el patdgeno responsable de la pudricion de flores de rosa en el
distrito de Ocobamba, provincia de Chincheros en la region Apurimac es Botrytis

cinerea, patdgeno que incide en mas del 80% en los cultivos de rosa.

2. Las caracteristicas que presenta Botrytis cinerea, agente causal de la pudricion de
flores de rosa, son de micelio algodonoso color gris con abundante presencia de
esporas, hifas cilindricas cenociticas y ramificadas.

3. Los productos como el fungicida Scala (T1, T2, Y T3) obtuvo 100% de inhibicién,
el producto biol6gico Serenade (T19, T20 Y T21) obtuvo 100% de inhibicion, el
biopreparado de Itafia (T17 Y T18) obtuvo 100% de inhibicién y Ruda (T15)
obtuvo 93.73% de inhibicién demostrando asi que son los mejores inhibiendo el

crecimiento in vitro de Botrytis cinerea.



RECOMENDACIONES

Evaluar la efectividad de los productos Scala, Serenade y los biopreparados de

Itafia y Ruda; en el control de Botrytis cinerea, en condiciones de campo.

Continuar realizando investigaciones por medio del control in vitro utilizando
diferentes productos quimicos, biolégicos y principalmente biopreparados distintos

a los ya estudiados en esta investigacion.

Evaluar la efectividad de otras cepas de Thichoderma en el control in vitro de

Botrytis cinerea.

Realizar un estudio diferenciado de Botritys cinerea por colores de rosa, variedades

de rosa ya que podria tratarse de diferentes variedades del patdgeno.

Incentivar la realizacién de diferentes investigaciones sobre el control de
enfermedades de los cultivos de mayor importancia con sustancias que no causen

dafos al ambiente y a las personas.
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Anexo 1. Mapa de ubicacion politica del distrito de Ocobamba
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Anexo 2. Mapa de ubicacién del laboratorio de Fitopatologia — Agronomia — UNSCH.
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Anexo 3. Campo de cultivo de rosas en Ocobamba, Chincheros
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Anexo 4. Sintomas de pudricién de flores de rosa in situ
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Anexo 5. Seleccion de muestras obtenidas en campo para poder ser puestas en

camaras humedas en el laboratorio de fitopatologia.
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Anexo 6. Signos del patégeno después de incubar en cdmara hiumeda.
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Anexo 7. Evolucion de la pudricion de flores de color rojo mediante la prueba de

patogenicidad.
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Anexo 8. Evolucién de la pudricion de flores de color rosado mediante la prueba de

patogenicidad.
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Anexo 9. Evolucién de la pudricion de flores de color blanco mediante la prueba de

patogenicidad
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Anexo 10. Evolucion de la pudricion de flores de color melon mediante la prueba de

patogenicidad
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Anexo 11. Evolucion de la pudricion de flores de color amarillo mediante la prueba de

patogenicidad
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Anexo 12. Evolucidn del crecimiento del patégeno
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Anexo 13. Evolucion de la prueba de enfrentamiento con Trichoderma harzianum
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Anexo 14. Evolucion de la prueba de enfrentamiento con Trichoderma viridae
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Anexo 15. Evoluciéon de medio envenenado con Serenade
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Anexo 16. Evoluciéon de medio envenenado con Scala.
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Anexo 17. Evolucién de medio envenenado con bio preparado de ruda
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Anexo 18. Evolucion de medio envenado con bio preparado de molle
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Anexo 19. Evolucion de medio envenenado con bio preparado de itafia
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Anexo 20. Evoluciéon de medio envenenado con STRONSIL
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Anexo 21. Evolucion de medio envenenado con bio preparado de Protexin.
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Anexo 22. Ficha técnica de PROTEXIN
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Anexo 23. Ficha técnica de STRONSIL
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Anexo 24. Ficha técnica de SERENADE
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