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Salas, W. 2003. Evaluacion de control biolégico y otras opciones de manejo de
enfermedades de chile y tomate cultivados bajo techo, con énfasis en Botrytis cinerea.

Palabras claves: Botrytis cinerea, moho gris, control biolégico, Phytophthora infestans,
tizén tardio, manejo de enfermedades, produccioén organica.

RESUMEN

El chile dulce (Capsicum annum) y el tomate (Lycopersicum esculentum) son los
productos horticolas que mas se cultivan en invernaderos en Costa Rica. Debido
principalmente al riesgo de contaminacion que representa el uso de fungicidas para el
control de enfermedades, se consider6 la necesidad de buscar opciones de manejo para
sustituir estos productos toxicos.

Se aislaron hongos con potencial antagonista sobre B. cinerea; uno de los patégenos mas
importantes de éstos y otros cultivos en invernadero. Estos hongos fueron evaluados en el
laboratorio en camaras himedas, usando hojas desprendidas. Los mejores antagonistas
se evaluaron tanto en invernadero experimental, como en invernadero comercial.

Plantas de chile de la variedad Trépico Irazi de ocho semanas de edad fueron inoculadas
primero con una suspension de esporas de los antagonistas (concentracion 1 x 10°
conidios por ml). A las 48 horas se realizé la inoculacién con una suspension de esporas
del patégeno a la misma concentracion. Se contd el nimero de flores infectadas por el
patégeno cada semana, durante un periodo de cinco semanas. Al mismo tiempo que se
tomaron datos de temperatura y humedad relativa dentro del invernadero, los datos
meteoroldgicos se tomaron solamente en el invernadero experimental del CATIE.

Los antagonistas 0411 y 1411 (ambos del género Trichoderma) mostraron el mejor efecto
y consistencia en su control sobre el patdégeno, por eso se les considerd con potencial en
el control biologico de B. cinerea. Ademas se encontro correlacion entre la humedad
relativa méaxima y la humedad relativa minima con la cantidad de flores infectadas por el
patégeno. Esto revela la importancia del manejo del agua dentro del invernadero, como
medida para el manejo de enfermedades.

Se caracterizé y documentd el manejo de enfermedades de tomate en una finca de
produccion organica. Se realizaron tres siembras del hibrido Montafia Fresca,
presentandose como principales enfermedades tizon temprano (Alternaria solani) y tizén
tardio (Phytophthora infestans), ésta Ultima la mas dificil de manejar; con niveles de
infeccion hasta de 100%. Se evaluaron varias opciones de manejo, pero los mejores
resultados se obtuvieron con la utilizacién de extractos de plantas y otros minerales como
azufre, ceniza y cobre. Ademas de otras practicas de cultivo que ayudan en el manejo de
la enfermedad como poda, secado de las plantas mediante aplicacion de aire, cultivo bajo
techo plastico y manejo del riego.
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Salas, W. 2003. Evaluation of biological control and others options of management d
pepper and tomato diseases under greenhouse conditions, mainly Botrytis cinerea.

Key words: Botrytis cinerea, grey mould, biological control, Phytophthora infestans, late
blight, diseases management, organic production.

SUMMARY

Sweet pepper Capsicum annum) and tomato (Lycopersicum esculentum) are the most
important vegetable products in Costa Rica. Because of the risk of contamination that
using fungicides represents for the control of diseases, it was necessary to look for new
options to substitute these toxic products.

Fungi with antagonist potential were isolated over B. cinerea which is one of the most
important pathogen in these and other greenhouse plants. These fungi were evaluated in
humid chambers by using detached leaves. The best ones were evaluated in an
experimental greenhouse and in a commercial greenhouse.

Eigth weeks old sweet pepper plants from the variety Irazu Tropic were first inoculated
with suspension of espores from the antagonists (concentration 1 x 10° conidia per ml), 48
hours later the plants was also inoculated with a suspension of espores of the pathogen
using the same concentration. For a five week period, all the flowers infected with the
pathogen were counted; at the same time data about temperature and relative humidity
were taken inside the experimental greenhouse at CATIE.

The 0411 and 1411 antagonists (both from the genero Trichoderma) show the best results
and consistency in their control of the pathogen that is why they were considered to have a
great potential in the biological control of the B. cinerea.

Besides there was a correlation between the maximum relative humidity and the minimum
relative humidity with regard to the amount of infected flowers by the pathogen. This
reveals the importance of the management of the water inside the greenhouse as a way to
control these and other diseases.

The management of tomato diseases was characterized and documented in an organic
production farm. Three sowings of the hybrid Montafia Fresca were carried out. The main
diseases presented in these cases were early blight @lternaria solani) and late blight
(Phytophthora infestans), the latter was the most difficult to control as it presented infection
levels that reached 100%. Several control alternatives were evaluated, but the best results
were obtained when using extracts from plants and other minerals such as sulfur, ashes
and copper. Crop practices also proved to obtain good results such as cutting part of
plants, foliar drying with air, cultivation under a plastic and management the irrigation.
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1. INTRODUCCION

1.1 Justificacién e importancia

El chile dulce (Capsicum annum) y el tomate (Lycopersicum esculentum) son
considerados entre los productos horticolas de mayor importancia en Costa Rica, tanto
por la actividad econdmica asociada a su produccion, como por su calidad nutritiva en

vitaminas, minerales y carbohidratos, esenciales en la dieta del ser humano.

Segln SEPSA (2002) en 1995 se plantaron 208 hectareas de tomate que produjeron
8.319 toneladas, mientras que en 2001 se cosecharon 49.746 toneladas de 1413
hectareas plantadas. Esto muestra no solamente un aumento en el area cultivada, sino
también en la productividad. Ademas a pesar que los precios del chile dulce y tomate
varian mucho en las diferentes épocas del afio y no siguen un patrén, los promedios por
afio hacen que la actividad sea rentable. El precio promedio para el chile dulce en el
periodo 1996- 2001 fue de $0.20 la unidad y el costo de produccion de $0.14, mientras
gue para el tomate fue de $0.65 el kg y el costo de produccion fue de $0.44 (Sandoval
2002).

En sistemas de produccion a cielo abierto las condiciones meteorolégicas no pueden
manejarse, y cuando éstas son adversas para el cultivo, como ocurre en muchos lugares
del trépico, la produccion se hace dificil en ciertas épocas. El sistema de produccién en
invernadero permite aumentar la productividad mediante el control de la nutricion del
cultivo, temperatura, luz y humedad principalmente (Salazar y Castro 1994; Pérez 1998).

Al igual que la mayoria de las hortalizas, el chile y tomates son afectados por varias
plagas y enfermedades que conllevan a la utilizacion de gran cantidad de productos
guimicos para su combate. Entre las enfermedades mas severas se encuentra el moho
gris, que es producido por el hongo Botrytis cinerea, y es considerado de gran importancia
en el cultivo de tomate y chile dentro de invernaderos en Costa Rica. Segun Virgen et al.
(1991), las enfermedades causadas por especies del género Botrytis son probablemente
las mas comunes, en hortalizas, frutales, plantas ornamentales y productos almacenados.
Es frecuente observar a B. cinerea infectando flores, frutos y tallos de plantas de tomate



gue se encuentran en invernadero, donde provoca serios dafios al cultivo y

consecuentemente pérdidas econdémicas a los productores (Eden et al. 1996).

El control de esta enfermedad se lleva a cabo fundamentalmente con productos quimicos,
principalmente del grupo de las carbixamidas (procimidona, vinclozolina e iprodiona).
También se usan benzimidazoles (benomilo, carbendacina y metiltiofanato) y otros de
amplio espectro como clorotalonil (Melgarejo et al. 2002). Sin embargo el uso continuo de
estos productos ha provocado que la poblacion del hongo sea cada vez mas resistente
(Melgarejo et al. 2002; Leroux et al. 1999; Elad et al. 1992). Ademas existe un gran riesgo
de contaminacidon al usar estos productos en condiciones intensivas y ambientes
cerrados, tanto para los trabajadores, asi como por la presencia de residuos en aguas
subterraneas y en las hortalizas que llegan al consumidor.

Por lo tanto, entre las opciones de manejo que se han considerado esta el control
biol6gico el cual, aunque puede ser de accidon mas lenta ofrece la posibilidad de ser mas
estable y duradero, y con menos dafios al ambiente que el control quimico (Borda y
Arbelaez 1985). Entre los controladores de B. cinerea se mencionan hongos y bacterias,
siendo el principal Trichoderma harzianum, ademas de otras especies de Trichoderma y
Cladosporium cladosporioides, de los cuales varios aislamientos han resultado efectivos
para el control del patdgeno en cultivos dentro invernadero (Eden et al. 1996).

Debido a lo anterior y dada la importancia que estan tomando los cultivos de tomate y
chile en invernadero, se considera necesario realizar investigaciones que permitan
encontrar controladores biol6gicos, asi como estrategias eficientes y sostenibles para el

manejo de enfermedades.



1.2 Objetivos
General

Evaluar antagonistas de Botrytis cinerea y otras opciones de manejo de enfermedades de
chile y tomate cultivado bajo invernadero.

Especificos

1) Seleccionar antagonistas de B. cinerea obtenidos en diferentes localidades de la
region de Turrialba.

2) Evaluar potenciales antagonistas de B. cinerea bajo condiciones de invernadero
experimental y comercial.

3) Relacionar el desarrollo B. cinerea con las condiciones meteorologicas en un
invernadero experimental.

4) Caracterizar y documentar la experiencia de manejo organico de enfermedades de
tomate en una finca de produccién organica (Guillermo Campos en San Juan Sur de
Turrialba).

1.3 Hipotesis de investigacion

1) Existe una relacion entre las condiciones meteorolégicas y la incidencia de
enfermedades en cultivos de chile y tomate en invernadero.

2) Practicas de cultivo adecuadas permiten reducir la incidencia de enfermedades de
tomate organico bajo techo.

3) El desarrollo de Botrytis cinerea y Phytophthora infestans en cultivos de tomate y chile
es afectado por organismos antagonistas.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Enfermedades mas importantes en invernadero

2.1.1 Botrytis cinerea

El género Botrytis pertenece a la clase Hyphomycetes, orden Moniliales y fue uno de los
primeros géneros de hongos descritos. Su nombre asi como los sintomas de la
enfermedad que produce (moho gris) son conocidos desde hace muchos afios. El nombre
de la especie Botrytis cinerea se remonta a 1771 mencionado por von Haller en su libro
Synopsis Methodica Fungorum, publicada en Zurich, Suiza. Luego en 1866 de Bary
descubrié6 la relacién genética entre B. cinerea y Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel,
su estado sexual (Rosslenbroich 2000).

Las enfermedades causadas por este hongo son probablemente las mas comunes y
ampliamente distribuidas en el mundo, afectando principalmente hortalizas, frutales,
plantas ornamentales y muchos productos almacenados (Agrios 1988); puede afectar casi
todas las plantas y todas las partes de la planta (Rosslenbroich 2000; Elad 2000).

El hongo produce un micelio septado, con conidiéforos de color café claro, largos,
delgados y ramificados. Los apices de las ramas son hinchados y de ellas nacen
esterigmas cortos que producen conidios de color hialino, ceniza o gris; con frecuencia
produce esclerosios de color café obscuro, forma irregular y diferentes tamafios (Elizalde
y Romero 1994).

En el campo, la incidencia de la enfermedad causada por B. cinerea aumenta cuando hay
prolongados periodos de humedad y bajas temperaturas entre 15 y 20 °C, sobre todo
durante floraciéon o la maduracion de frutos de tomate (Latorre et al. 1997). Las esporas
gue germinan sobre la planta rara vez penetran directamente en los tejidos que muestran
crecimiento activo, si no lo hacen a través de heridas, o después que se han desarrollado
durante cierto tiempo y han formado micelio, sobre los pétalos de flores senescentes y
follaje moribundo de las plantas (INFOAGRO 2003)

Botrytis es facilimente aislado del suelo donde crece como saprofito; por lo tanto su

crecimiento en material en descomposicion es posiblemente la principal fuente de inéculo.



Luego la enfermedad se desarrolla en sucesivos ciclos secundarios que siguen el mismo
patron que el primario, de tal forma que los ciclos se traslapan y se confunden (Sherf y
Mac Nab, 1986). El hongo sobrevive el invierno en el suelo como micelio creciendo en
plantas muertas y formando esclerosios que permanecen latentes. Aunque no puede
infectar semillas, puede ser diseminado con semilla contaminada con esclerosios del
tamafio de semillas o con trozos de plantas infectadas con el hongo. EL hongo requiere
temperaturas de 18 a 23 °C para mejor crecimiento, esporulacion, liberacioén de esporas,

germinacioén y establecimiento de infeccién (Agrios 1988).

2.1.2 Phytophthorainfestans

Phytophthora infestans fue clasificado originalmente como un hongo perteneciente a la
clase Oomycetes, orden Peronosporales, y la familia Pythiaceae, pero recientemente fue
clasificado como un chromista (un tipo de alga) (University of Florida 2003). Es
encontrado en casi todas las partes del mundo, pero es conocido por su efecto destructivo
en plantaciones de papa en Norteamérica y en el Noroeste de Europa, donde el clima frio
y la umedad favorecen el desarrollo de la enfermedad. Tizén tardio como se le conoce
también es muy destructivo para tomate y varias otras plantas de la familia solanaceae
(Agrios 1988).

En cultivos de papa el patdégeno sobrevive en el tubérculo, luego cuando éste es usado
como semilla el patégeno desarrolla un micelio que produce esporangiéforos ramificados
de crecimiento indeterminado, los cuales producen en los extremos, esporangios que
tienen forma semejante a un fruto de limén. Los esporangios liberan zoosporas a
temperaturas entre 12 y 15 °C, mientras que a mas de 15 °C los esporangios pueden
germinar directamente produciendo un tubo germinativo. Este patégeno requiere dos tipos
compafieros para la reproduccion sexual, y cuando los dos tipos estan presentes y crecen
juntos la hifa femenina crece hacia el anteridio y produce un oogonio que es fertilizado por
éste, lo cual da origen a una oospora. Luego la oospora germina por medio de un tubo, el
cual produce un esporangio, aunque algunas veces el tubo crece directamente desde el
micelio (Agrios 1988). Estas oosporas son importantes en zonas templadas porque
permiten al patdbgeno permanecer latente incluso por varios afios y causar infeccién
cuando el terreno es cultivado de nuevo (Turkensteen et al. 2000).



En plantaciones de tomate la infeccion puede iniciarse por la introduccion de plantas de
almacigo infectadas, aunque en Costa Rica el indculo esta presente en todas las zonas
productoras, por lo que la infeccion puede iniciarse en cualesquiera de las etapas
fenologicas del tomate. Las oosporas producidas durante la fase sexual pueden
transportarse a largas distancias y también permanecer latentes como una estructura de
sobrevivencia importante (Sherf y MacNab 1986). La produccion de esporangios es
favorecida por temperaturas entre 18 y 21 °C y una humedad relativa cercana al 100%;
condiciones que permiten que el esporangio pueda madurar en un periodo de 3 a 10
horas. Los esporangios son liberados de los esporangiéforos y diseminados por el viento
a grandes distancias o a cortas distancias por la lluvia. Sin embargo, pueden perder
rapidamente su viabilidad cuando la humedad relativa se encuentra por debajo de 95%, y
sobreviven solamente cinco horas cuando la humedad relativa es del 80% (Agrios 1988;
Sherf y MacNab 1986). Cuando los esporangios estan en contacto con el tejido foliar es
necesaria la presencia de una pelicula de agua para que se produzca la infecciéon (Sherfy
MacNab 1986).

2.3 Opciones no quimicas para el manejo de enfermedades

2.3.1 Manejo de condiciones meteoroldgicas

Varios autores consideran que es posible manejar las condiciones microclimaticas en los
invernaderos dentro de ciertos rangos y con ello prevenir el desarrollo y controlar en cierta

medida las plagas y enfermedades (van Lenteren 2000).

Pérez (1998) cit6 entre las principales condiciones meteorolégicas a tomar en cuenta para
el manejo de enfermedades en invernadero, la luminosidad, temperatura, ventilacion y
humedad relativa. Esta Ultima es muy importante en el manejo de enfermedades fungosas
como la producida por B. cinerea. La humedad relativa 6ptima para la produccion dentro
del invernadero debe ser entre 50 % y 60% debido a que a humedades superiores el
cultivo es mas susceptible al ataque de éste y otros patdgenos.

En muchos invernaderos la excesiva humedad relativa es consecuencia principalmente de
la pobre ventilacion. Los agricultores deben prestar atencion a este y otros factores que
afectan esta condicion, tales como usar distancias de siembra adecuadas y no usar riego
por aspersion entre otras medidas (Averre 2002). Se debe tener suficiente ventilacion



lateral que facilite la circulacion del aire y permita su flujo constante para reducir la
enfermedad (Pérez 1998; Morgan 1984).

Abreu et al. (2001) evaluaron diferentes estructuras de invernadero, su relacion con
condiciones meteoroldgicas y el desarrollo de moho gris. El experimento se realizé en la
region Noroeste de Portugal con invierno templado, baja temperatura y alta humedad.
Ellos observaron que un bitunel con ventanas laterales y un monitor en la parte superior
permite una mejor ventilacion y por tanto reduccion de la temperatura del aire. Esta
condicién a su vez favorecié una reduccién en la humedad relativa entre el 5y el 10%
respecto al invernadero cuya estructura consistia de un solo tdnel. Lo anterior permitié
disminuir el nimero de aplicaciones de fungicidas de manera significativa con relacion a la
utilizada en un invernadero comercial, sin que los niveles de infeccion aumentaran.
Salazar y Castro (1994) sugirieron la utilizacion de cortinas plasticas que pueden

levantarse para permitir el paso del viento, y controlar la temperatura y humedad relativa.

El conocimiento de las condiciones meteorolégicas en los invernaderos también permite
tomar decisiones en aanto a la aplicacion de productos. Un sistema de advertencia
permite predecir el desarrollo de las enfermedades, utilizando el pronéstico del tiempo,
generalmente de los cuatro dias siguientes. Este sistema de advertencia se puede
combinar con la utilizacién de fungicidas quimicos y de controladores biol6gicos (Baptista
et al.2000, Moyano et al. 2003; Shtienberg y Elad 1997).

2.3.2 Préacticas agricolas

Las labores culturales son efectivas para reducir el dafio de las enfermedades. Entre
estas, la siembra de barreras vivas como por ejemplo de plantas de maiz sembrado 20
dias antes del trasplante y cada tres surcos de tomate pueden reducir la incidencia y
severidad de P. infestans (Ayala et al. 1991). La planta de maiz funciona como una
barrera viva que impide la diseminacién de esporas de los patdgenos manteniendo baja la

incidencia y severidad de estos en el cultivo de tomate.

Pérez (1998) recomendd para el manejo de P. infestans y otras enfermedades fungosas
dentro de invernaderos, eliminar hojas y brotes bajeros de manera constante, para lograr
buena ventilacion en los doseles inferiores de la planta, asi como establecer densidades



de siembra adecuadas; ademas la eliminacion de tejido enfermo reduce la presion de
indculo. Se recomienda una distancia de sembra de 1 mentre hileras y 0.25 m entre
plantas y podar dejando solamente un tallo, condiciones que favorecen tanto la calidad

de los frutos como el control de enfermedades (Miguel Brenes com. pers. 2002).

El uso de variedades resistentes o tolerantes es otra de las practicas que se recomiendan
para el manejo general de las enfermedades. Sanchez et al. (1999) evaluaron 55
genotipos de tomate del cultivar Pieraline, de los cuales 27 mostraron tolerancia a P.
infestans, ya que menos del 5% del area foliar fue afectada cuando el patdégeno fue
inoculado en plantulas. A pesar de que la mayoria de estos materiales no presentan frutos
con buenas caracteristicas comerciales, se pueden usar como un recurso genético en
programas de fitomejoramiento.

Se ha observado que el uso de la manguera de riego por goteo enterrada evita que el
agua superficial se evapore y promueva humedades relativas altas, lo que disminuye la
incidencia de enfermedades fungosas. Ademas para el control de P. infestans en tomate
se recomienda aplicar aire con una bomba de motor para eliminar la humedad de las
hojas, ya que este patdégeno requiere la presencia de una pelicula de agua sobre la
superficie de la hoja durante 16 horas continuas, para que se desarrolle y penetre el tubo
germinativo, de lo contrario se deseca, muere y no hay infeccion (Vera Sanchez com.
pers. 2002).

2.3.3. Control biolégico

El control biolégico se define como la reduccién de la densidad de inéculo o de sus
estructuras productoras de la enfermedad de un organismo o pardsitos en su estado
activo o de dormancia, por uno 0 mas organismos que ocurren naturalmente, o a través
de la manipulacién del medio ambiente, hospedante o antagonistas, 0 por introduccién
masiva de uno 0 mas antagonistas (Baker y Cook 1982).

Para el control biolégico de moho gris B. cinerea) se han descrito diversos hongos y
bacterias. En un bioensayo utilizando partes de tallo de tomate colocados en camaras
hdimedas Eden et al. (1996) encontraron una reduccién de la infeccion hasta de 100%
utilizando Cladosporium cladosporioides y Trichoderma harzianum. Partes terminales de



tallo de tomate de 40 mm de longitud fueron introducidos en una solucién de esporas del
B. cinerea (2 x 10° esporas / ml) y luego secados con aire durante 1 hora y sumergidos en
una suspension de esporas del antagonista. El mejor nivel de proteccion se obtuvo con
una concentracién de 10 ° unidades formadoras de colonias (cfu) / ml de agua, aplicados
dos horas después de inocular el patdgeno. Similares resultados obtuvieron utilizando
plantas en invernadero, que habian sido podadas y a las que se les aplicé las mismas
concentraciones de patdgeno y antagonistas.

Elad y Zimand (1993) encontraron que B. cinerea en plantas de pepino se redujo por la
aplicacion de T. harzianum, bajo condiciones de invernadero. El antagonista increment6
su capacidad para el control de moho gris cuando la temperatura fue superior a 20 °C y la
humedad relativa alrededor de 80%, mientras que humedad relativa cercana al 100% no
permitid el control de moho gris por parte de T. harzianum. Los antagonistas fueron
asperjados con bomba de motor calculando un volumen de 1000 litros/ ha. Las
aplicaciones variaron en nimero y frecuencia, pero la mayor intensidad fueron 6 veces
distanciadas cada 7 dias, utilizando 0.5 g/l de Trichodex 25WP (c. 10" (cfu) / g). Similares
resultados encontraron Latorre et al. (1997) y van Lenteren (2000) quienes recomendaron
ademas que los tratamientos con este hongo sean complementados con fungicidas
convencionales cuando las condiciones ambientales son altamente favorables para el

desarrollo de la enfermedad.

Sin embargo, Tronsmo (1989) menciond que algunas cepas de T. harzianumy T. viride
mostraron susceptibilidad a algunos fungicidas evaluados, tales como mancozeb y
propineb mientras que tuvieron diferentes grados de tolerancia a fungicidas utilizados en
el control de Botrytis cinerea, por ejemplo Benomyl, Iprodione y Vinclosolin. Estos
hongos ademas mostraron resistencia cruzada ya que también fueron tolerantes a otros
fungicidas de composicién quimica muy diferente.

Mari et al. (1996) identificaron 13 cepas de Bacillus amyloliquefasciens que fueron activas
contra B. cinerea. El experimento se realizé con frutos de tomate en almacenamiento y los
tratamientos asi como B. cinerea (10° esporas por ml) fueron asperjados sobre los frutos
antes de almacenarlos a 20 °C. El nimero de tomates infectados se redujo en mas de

50% y los tratamientos fueron efectivos al menos durante 7 dias.



Dick y Elad, citados por Van Leteren (2000), encontraron 16 aislamientos de levaduras,
hongos filamentosos y bacterias que controlaron B. cinerea en tomate y pepino en
invernaderos. Entre los hongos se mencion6 a Trichoderma harzianum y Aureobasidium
pullulans. El resultado del control fue similar o mejor que el que se obtiene con fungicidas

corrientemente usados.

Pythium radiosum ha sido identificado como un agresivo micoparasito de Botrytis cinerea.
El hongo micoparasito entra en el micelio del hospedero, coagula su protoplasma, vacia
su contenido y finalmente sale produciendo numerosas ramificaciones y estructuras
sexuales. La aplicacion de estructuras reproductivas de P. radiosum aplicado a las hojas
de uva hace que los sintomas caracteristicos del moho gris dejan de aparecer
rapidamente sobre las hojas del cultivo. Ademéas se ha comprobado que este antagonista

no causa dafo a la uva, por lo tanto es una opcién efectiva en el control biolégico de B.
cinerea (Paul 2002).

Una reduccion de la esporulacién de B. cinerea fue observada en fragmentos necroticos
de hojas de fresa cuando Ullocladium atrum fue aplicado en un bioensayo donde las hojas
de fresa habian sido previamente asperjadas con una solucién de B. cinerea a una
concentraciéon de 10" esporas por ml (Berto et al. 2001). Kohl et al. (1998) encontraron
resultado similar al aplicar una suspension de conidios de U. atrum o Gliocladium roseum
(10° y 2 x 10° conidios por ml) respectivamente, para el control de B. cinerea en plantas
de ciclamen (Cyclamen persicum L.). El ensayo fue realizado en condiciones de
invernadero.

Ademas Berto et al. (2001) identificaron nueve clases de enzimas relacionadas con la
degradacion de la pared celular del patdégeno, las cuales fueron encontradas en extractos
homogenizados de tejidos necréticos colonizados por U. atrum. Se sugiere que algunas
de estas enzimas como la B 1,3 glucanasa participan en la degradacion de la pared
celular de B. cinerea. En estos casos existe la posibilidad de aumentar el efecto de control
de los antagonistas adicionando sustancias como carbohidratos (Haissam et al. 1999). Sin
embargo debido a que otros mecanismos como la interferencia en el metabolismo,
competencia por espacio y secrecién de toxinas pueden ser utilizados por los
antagonistas, se debe tener cuidado porque si el modo de accion es competencia por



nutrientes y espacio, el adicionar este tipo de sustancias hace que se pierda el efecto de
competencia y por lo tanto el control es menor (Utkhede y Mathur 2002).

Segun Zimand et al. (1996) T. harzianum T 39 inhibe la germinacion de los conidios y la
elongacion del tubo germinativo de B. cinerea, utilizando como principal mecanismo la
competencia por nutrientes y espacios y en menos proporcion secreciones de enzimas
gue degradan la pared celular. Silva et al. (2001) describieron el efecto de Trichoderma
spp. sobre el moho gris tanto como fungicida como fungistético, ya que en algunos casos
se desarrollaron sintomas tardios de la enfermedad. Ellos determinaron que los
mecanismos responsables por los cuales este hongo ejerce control sobre el patégeno son
enzimas degradadoras de la pared celular de B. cinerea, ademas de antibioticos.
Sugirieron la caracterizacion de tales compuestos.

Otros mecanismos de control pueden ser utilizados por algunos antagonistas. Utkhede y
Mathur (2002) encontraron que kepetidas aplicaciones de Root Shield (T. harzianum) y
Rhodosporidium diobovatum S33 asperjados en post inoculaciéon fueron efectivos para
controlar el chancro del tallo de tomate, causado por B. cinerea. El modo de accién en
este caso ha sido atribuido a competencia por nutrientes y colonizacion de espacios, y
funciona si se aplica cuando la enfermedad ya esta presente similar a como lo hacen los
fungicidas curativos.

En cuanto al control biolégico de P. infestans, Bonilla et al. (1997) evaluaron el efecto de
los extractos de Equisetum giganteum, Papaya (Carica papaya), cebolla Allium cepa), y
un producto botanico a base de diferentes plantas, llamado Fungeli. EI mejor control se
obtuvo con tres aplicaciones semanales del extracto de E. giganteum; en este caso el
porcentaje de severidad fue de 59%, el cual fue mejor que el resto de los productos
botanicos pero inferior al testigo quimico a base de metalaxil y mancoceb, con el que se
tuvo un 40 % de severidad. La enfermedad se manifesté 35 dias después del trasplante,
pero los tratamientos se aplicaron desde la siembra hasta los 75 dias.

Jindal et al. (1988) observaron un efecto antagonista de Penicillium aurantiogiseum y
Fusarium equiseti sobre P. infestans en pruebas in vitro. De la misma forma observaron

una disminucion de la enfermedad al aplicar esporas de dichos hongos en plantas de



papa en invernadero. En este caso el mejor control se obtuvo cuando la aplicacion de
esporas de P. aurantiogiseum se realizd 12 horas antes de la inoculacion con P. infestans.

Sanchez et al. (1998) evaluaron 83 bacterias y 75 hongos de los cuales 32 fueron
eficientes en la reduccién de la severidad del tizén tardio en foliolos desprendidos,
destacaron once aislamientos del género Fusarium, tres del género Penicillium y una
especie de Trichoderma. No se observé una relacion evidente entre el origen del
antagonista y su actividad como tal en la superficie de los foliolos. Por ejemplo Serratia
sp. (054), obtenido de rizosfera de tomate comercial mostré un efecto antagénico sobre P.
infestans cuando fue aplicado tanto endofitica como epifiicamente. Otros buenos
antagonistas fueron obtenidos de la filosfera de tomate comercial, y de la filosfera y
rizosfera de Lycopersicum pimpinellifolium.

Similares resultados encontraron Pérez y Sanchez (2000) quienes utilizaron plantas de
tomate de los cultivares Hayslip y Pieraline sembradas bajo techo para evaluar los
mejores antagonistas de este experimento. Corroboraron que los antagonistas evaluados
disminuyeron la severidad de la enfermedad en mas de un 200% con respecto al testigo,
y concluyeron que Penicillium sp. cepa 067 fue el mejor antagonista. Debido a que
algunos de estos antagonistas tienen la capacidad de hidrolizar celulosa y glucano
(Sanchez et al. 1998), se evaluaron tratamientos donde se aplicaron estos sustratos con
el fin de mejorar la capacidad del hongo de multiplicarse y colonizar la superficie foliar. Sin
embargo solamente celulosa 2 g/l mostré algin efecto positivo principalmente sobre
Penicillium (cepa 071) y Fusarium (cepa 108).

Asimismo, Jongebloed et al. (1993) seleccionaron dos bacterias antagonistas:
Pseudomonas fluorescens (aislamiento C148) y Bacillus sp. (aislamiento C39), los cuales
mostraron ser altamente supresivos contra P. infestans en plantas desarrolladas en una
camara de clima controlado. Sin embargo cuando el aislamiento C148 fue probado en el
campo no fue exitoso, posiblemente debido a que el nimero de células antagonistas
retenidas en la filosfera fue bajo.



2.4 Metodologias desarrolladas para islamiento y evaluacién de hongos
antagonistas

2.4.1 Aislamiento y tamizado de antagonistas

Los micoparasitos son hongos (antagonistas) los cuales parasitan otros hongos
(patégenos); ambos pueden ser facilmente aislados de inéculo en el campo. En el
laboratorio se utilizan pruebas in vitro, entre ellas la técnica de placas precolonizadas
para evaluar la capacidad antagonista de los micoparasitos. Para ello en platos con agar
uniformemente colonizados por el patdgeno, se coloca el in6culo del microorganismo con
potencial antagonista. Este es colocado como suspension de estructuras de reproduccion
0 trozos de medio con el microorganismo creciendo activamente, también se puede
colocar sobre el patdégeno extractos de hojas, suelo, raices, entre otros. Aquellos que
tienen la capacidad de invadir el micelio del patégeno son considerados micoparasitos o

competidores excepcionalmente fuertes (Krauss y Bustamante 1999).

El aislamiento de un gran nimero de biocontroladores potenciales es relativamente facil,
no obstante, es necesario realizar un proceso de tamizado en el laboratorio o invernadero
para las cepas mas promisorias. La importancia del tamizado radica en que reduce el
namero de aislamientos o cepas a evaluar, ya que las evaluaciones de campo son mas
confiables, pero mas caras por lo que deben probarse en el campo solo un ndmero de
antagonistas preseleccionados. Como regla se debe ser muy estricto en la seleccién y
descartar aquellos de baja capacidad, ya que en la naturaleza existen suficientes
antagonistas como para realizar la mejor seleccion (Krauss 1999).

2.4.2. Uso de bioensayos

Los bioensayos son llevados a cabo en el laboratorio o invernadero y por eso
normalmente no toman en cuenta las variaciones climaticas que ocurren en el campo, las
cuales son importantes. Dependiendo del propdsito, los bioensayos pueden usar plantas
producidas a partir de cultivo de tejidos, plantulas o varias partes extraidas de la planta

(frutos desprendidos, hojas, discos de cascara, discos de hojas o raices) (Krauss 1999).

Aungue partes separadas de plantas, plantulas o tejido vegetal producido in vitro difieren
de las condiciones naturales, los bioensayos correctamente empleados e interpretados

son una buena opcidn para el tamizado de agentes de control biologico (Krauss 1999).



2.4.3 Pruebas de campo

Las pruebas de campo reproducen las condiciones mas similares al ambiente donde el
antagonista debe realizar su labor. Con frecuencia el desempefio de Trichoderma spp.
como agente de biocontrol de patégenos es deficiente, debido auna pobre sobrevivencia
en la filosfera bajo condiciones de campo. Mckenzie et al (1991) observaron que esta
capacidad de sobrevivencia de Trichoderma spp. medida en unidades formadoras de
colonias por cm?, disminuy6 con el paso del tiempo. Aunque cada cepa mostré una tasa
de sobrevivencia constante para cada repeticién, hubo una gran diferencia entre cepas,
siendo generalmente mejores aquellos que fueron colectados en el campo y no los que se
tuvieron por mucho tiempo en medio de cultivo. También los patégenos experimentan
este comportamiento. Por ejemplo Phytophthora spp. tiende a perder su patogenicidad en
el laboratorio cuando es subcultivado repetidas veces, lo cual es un efecto del crecimiento
del hongo en un medio artificial. Se recomienda no realizar mas de 10 subcultivos
(Bharath et al. 1999).
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3. METODOLOGIA

3.1 Localizacion de las diferentes etapas del estudio
El presente estudio incluyé cinco etapas:

1) Aislamiento y multiplicacion de B. cinerea.

2) Aislamiento y evaluacion de antagonistas.

3) Evaluacion de antagonistas en invernadero experimental.

4) Evaluacion de antagonistas en invernadero comercial.

5) Caracterizacion de manejo de enfermedades de tomate en una finca de produccién
organica

Las etapas 1, 2 y 3se realizaron en el laboratorio e invernadero de Fitopatologia de la

Unidad de Fitoproteccion, en el Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza

(CATIE), en Turrialba, Costa Rica, localizado a 9° 52' Latitud Norte y 83° 38" Longitud

Oeste y 602 msnm. La cuarta etapa se realizd en un invernadero comercial ubicado en

San Antonio de Santa Cruz de Turrialba, propiedad del sefior Gerardo Arias, a 9° 58'

Latitud Norte y 83° 43' Longitud Oeste y 1400 msnm. La quinta etapa en una finca

organica, localizada en San Juan Sur de Turrialba, propiedad del sefior Guillermo

Campos, a 9° 53' Latitud Norte y 83° 42' Longitud Oeste y 960 msnm. La investigacion se

realizo entre diciembre de 2002 y agosto de 2003.

3.2 Aislamiento y multiplicacion del patégeno

Se recolectaron tallos infectados con B. cinerea en invernaderos comerciales de chile y
tomate y se llevaron al laboratorio de Fitopatologia. Las muestras se lavaron con agua
para eliminar las posibles impurezas tales como microorganismos, suciedad y otros.
Luego se coloco el tejido vegetal en una camara himeda para estimular el crecimiento del
hongo. Cuando se observé esporulacion del patégeno, se trasladd a platos petri con
medio de cultivo papa- dextrosa- agar (PDA), a 4, 20y 15 g, respectivamente por litro. Los
platos petri con el medio de cultivo e inéculo del hongo fueron colocados en incubacion a
22 °C y luz fluorescente alterna cada 12 horas, para estimular el desarrollo del patégeno.

Se probd primero el crecimiento en PDA y posteriormente en un medio de cultivo mas

nutritivo que contiene caldo Czapec- dox, recomendado para la esporulacién de B.



cinerea. Sin embargo este Ultimo no fue mas eficiente que el primero, por lo que se opto
por cultivar B. cinerea en PDA.

3.3 Recoleccién y aislamiento de microorganismos con potencial hiperparasito

Para obtener los antagonistas se tomaron muestras de plantas sanas que se encontraban
creciendo en cultivos donde la enfermedad estaba presente, para garantizar una alta
presion de in6culo y la presencia de enemigos naturales. Este procedimiento, ademas
garantiza una buena adaptacion al habitat de los antagonistas, y por ende, su
supervivencia y actividad fisiolégica requerida para el control biolégico (Krauss y
Bustamante 1999).

El método utilizado es una madificacién del propuesto por Krauss y Bustamante (1999) ya
gue en este experimento se realizd una preseleccién de antagonistas cultivando los
microorganismos en medio de cultivo PDA. Para obtener organismos epifiticos de hojas y
raices, se colocaron fragmentos de tejido en agua destilada y se agitaron durante 20
minutos. El extracto obtenido se cultivé a 22 °C en papa- dextrosa agar (PDA). Cada
crecimiento microbial se cultivd hasta obtener cultivos puros de hongos, los cuales fueron
utilizados en la investigacion. Se seleccionaron principalmente hongos que la literatura
reporta con potencial antagonista, la mayoria del género Trichoderma sp., los cuales junto
con algunos aislamientos de la coleccion del CATIE fueron evaluados en el bioensayo de

placas precolonizadas.

3.4 Seleccidn de antagonistas en placas precolonizadas

Se realizaron cultivos puros del patdgeno, los cuales se incubaron hasta que cubrieron
totalmente el medio artificial. Sobre el crecimiento del patégeno se coloc6 una gota de 25
microlitros de suspension de esporas de cada uno de los hongos previamente
seleccionados. Esta gota fue lo suficientemente pequefia para evitar que las esporas
bajaran hasta el medio de cultivo y se alimentaran de él, de tal forma que la metodologia
pretendié seleccionar Unicamente los hongos capaces de alimentarse de patégeno y por
lo tanto asegurar su actividad como hiperparasito. De todos los aislamientos de
antagonistas evaluados se prepararon cultivos en viales con papa, dextrosa, agar (PDA) y
aceite mineral para su conservacion a largo plazo.



Debido a la cantidad de potenciales antagonistas y a que el crecimiento de B. cinerea no
siempre fue totalmente uniforme sobre los platos, se opt6é por aplicar un antagonista por
plato y hacer una seleccion visual utilizando como criterio su crecimiento y uniformidad

sobre el patdégeno. Se seleccionaron los que mostraron mayor crecimiento y uniformidad.

3.5 Bioensayos con hojas desprendidas

Las 16 cepas que mostraron efecto como hiperparasitos, obtenidos en la etapa anterior
fueron evaluadas en hojas desprendidas de tomate. Se colocé una hoja de tomate, cada
hoja con cinco foliolos en una cadmara hiumeda que consistié en una caja plastica donde
se colocod papel absorbente que permanecié mojado. La caja se tapd con plastico
transparente para conservar una alta humedad relativa y al mismo tiempo permitir la
entrada de luz y asegurar que las hojas continuaran la fotosintesis y asi permanecieran
vivas. En cada uno de los foliolos se coloc6é una gota de suspension de esporas de B.
cinerea, con una concentracion de 1 x 10° conidios por ml. A las 24 horas se inocularon
las hojas con la suspensién de esporas del antagonista (1 x 10° conidios por ml) que se
evaluaria, y un control (agua). Cada camara fue una repeticién y se realizaron cuatro

repeticiones para cada tratamiento.

3.5.1 Disefio experimental

Los 16 aislamientos se evaluaron en cuatro bioensayos con cuatro aislamientos cada uno.
En cada bioensayo el disefio estadistico utilizado fue irrestricto al azar, con cinco
tratamientos (cuatro aislamientos y un testigo) y cuatro repeticiones. Las unidades
experimentales fueron las camaras que se colocaron en el laboratorio, de forma que todas
las unidades experimentales se evaluaron en condiciones homogéneas de temperatura,
luminosidad y humedad.
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El modelo estadistico contempl6 como fuente de variacion a los tratamientos.

Yij:U+ti+€ij

Donde;

Y; - variable de respuesta del iésimo tratamiento en la jésima repeticion

u = media general

t; - efecto del iésimo tratamiento desde i= 1 hasta 0

€ ij = error experimental asociado a en el iésimo tratamiento en la jésima repeticion
desde i=1 hasta 20

Como variable de respuesta se evaluaron los sintomas caracteristicos de la enfermedad y
se evalud el porcentaje de foliolos que desarrollaron la enfermedad en el punto donde se
colocé la gota con la suspension de esporas del patégeno, a 12 dias de la inoculacion. El
analisis estadistico se realizé a través de un ANDEVA y agrupacion de medias mediante
una prueba Duncan al 5%, para escoger los mejores antagonistas de cada uno de los

cuatro experimentos.

3.6 Evaluacién de antagonistas en invernadero experimental

Con los hongos mas promisorios obtenidos en los cuatro bioensayos de hojas
desprendidas, se realizaron pruebas en el invernadero experimental del CATIE. En un
primer intento se inoculd el patégeno en plantas de tomate, pero el ataque de otras
enfermedades como Oidium sp. y de Pseudomonas solanacearum interfirid en la
evaluacion de B. cinerea, ya que varias plantas se dafiaron cuando apenas iniciaba la
recoleccion de datos. Por tanto se sustituyeron las plantas de tomate por plantas de chile
de la variedad Trépico Irazu.

A cada planta de 12 semanas de edad se le doblé una rama para favorecer el inicio de la
infeccién y se asperjé una suspension de esporas del antagonista a toda la planta, a una
concentracién de 1 x 10° conidios por ml. Alas 48 horas se le asperjé una suspension de
esporas del patdgeno a toda la planta a la misma concentracion. La infeccion se
desarroll6 en ramas, frutos y flores, siendo este Ultimo 6rgano el que presentd mayor
incidencia, y sobre el que se realizaron las mediciones.



Se utilizaron cuatro tratamientos que fueron suspensiones de los aislamientos
seleccionados, un testigo al que solo se le aplicd agua y otro al que solo se le aplico B.
cinerea. Se evaluaron cuatro plantas por tratamiento en un disefio irrestricto al azar y se
midié como variable de respuesta el nimero de flores enfermas por semana, a partir de
los 10 dias del momento de la inoculacion del patdégeno. Esta etapa, también incluyo la
recoleccién de datos de temperatura y humedad relativa dentro del invernadero

3.6.1 Disefio experimental

El disefio estadistico utilizado fue un irrestricto al azar, con cuatro tratamientos
(aislamientos), un testigo absoluto (solamente agua) y uno relativo (solamente B. cinerea)

y cuatro repeticiones.

El modelo estadistico contemplé como fuente de variacion a los tratamientos.

Yij=u+t;+€j
Donde;

Y; - variable de respuesta del iésimo tratamiento en la jésima repeticion

u = media general

ti - efecto del iésimo tratamiento desde i= 1 hasta O

€ ij = error experimental asociado a en el iésimo tratamiento en la jésima repeticion
desde i=1 hasta 20

3.6.2 Analisis de los datos

Se realiz6 un andlisis multivariado (prueba de esfericidad) para comprobar la
independencia de las unidades experimentales. Luego se realizé un andlisis de varianza
como parcelas dividas en el tiempo, para comprobar la diferencia entre tratamientos y la
diferencia entre las mediciones en el tiempo.

Se realizaron pruebas de correlacion con datos meteoroldgicos de la misma semana, una
semana antes, y dos semanas antes de la medicion. Esto para establecer la relacion entre

el desarrollo de la enfermedad y cada una de estas variables meteorologicas.



3.7 Evaluacion de antagonistas en invernadero comercial (San Antonio)

Los mismos tratamientos evaluados en el acdpite 3.3 fueron evaluados en un invernadero
comercial. El disefio experimental y andlisis fueron los mismos que en el experimento en
invernadero experimental, excepto la prueba de correlacion ya que no se tomaron datos

de temperatura y humedad relativa.

3.8 Caracterizacion y documentacion de la experiencia de manejo de enfermedades
de tomate en una finca de produccién organica

Se document6 el manejo de enfermedades en una plantacion comercial de tomate
organico, segun las etapas fenoldgicas del cultivo, y su relacion con algunas condiciones
meteorolégicas. Se evaluaron practicas promisorias para el manejo de enfermedades
tales como la eliminaciéon de tejido enfermo. Ademas antagonistas que ya han sido
probados en el laboratorio fueron evaluados en el campo como alternativa para el manejo

de P. infestans.

Aungue también se present6 infeccion por Alternaria solani, solamente se evalué sobre P.
infestans debido a que fue la de mayor incidencia y severidad. La incidencia se evalué
sobre el nimero de plantas infectadas, mientras la severidad se hizo sobre el porcentaje
de area foliar infectada. Ambas se evaluaron utilizando una escala libre que registra el
porcentaje total observado.

Las variedades de tomate comercial son muy susceptibles a las principales enfermedades
gue afectan este cultivo, sin embargo se han identificado algunas que son tolerantes pero
gue no presentan las caracteristicas que el mercado convencional exige (Sanchez et al.
1999). Por este motivo se evalud la tolerancia de los cultivares Roma y Pieraline al ataque
de P. infestans. No se evalud la aceptacién de estos frutos en el mercado de productos

organicos.

Lo anterior como parte del establecimiento de una serie de medidas para facilitar la
produccion de tomate y chile organico en la region de Turrialba, donde las condiciones

meteorolégicas generalmente favorecen el desarrollo de estas enfermedades.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento del patégeno

La investigacion se realiz6 para encontrar antagonistas de Botrytis cinerea, debido a que
mediante una encuesta se determiné que este es el patdbgeno que provoca la enfermedad
mas importante en los viveros de la region. La encuesta se realizd entre los productores
de chile y tomate dentro de invernaderos en la region de Cervantes y Turrialba.

El patbgeno B. cinerea) fue aislado a partir de tallos de chile y tomate infectados, los
cuales fueron recolectados en las localidades de Cervantes, La Urieta y San Antonio.
Posteriormente fue cultivado en PDA durante un periodo de 10 dias, donde su
comportamiento fue erratico y muchas veces el crecimiento fue principalmente micelial.
También se prob6 un medio que contiene caldo Czapec- dox, el cual no dio buenos
resultados vy por lo tanto se continué con PDA, medio de cultivo que aunque fue poco
eficiente, debido a que en algunos platos solamente crecié micelio y debieron ser
desechados, permitié realizar la investigacion. Se obtuvo una cepa de cada localidad
mencionada, las cuales se mezclaron y con esta mezcla se evaluaron los potenciales

antagonistas.

4.2 Recoleccidn y aislamiento de microorganismos con potencial antagonista

La recoleccién de microorganismos para ser evaluados como antagonistas realizada en
las hojas de chile y tomate indic6 una poblacion muy grande, principalmente de
Trichoderma sp.. Muchas investigaciones de control bioldgico se han realizado con
antagonistas de este género debido a su abundancia, rapido crecimiento y a su color
oscuro, que proporciona resistencia a la luz solar. De las diferentes especies de
Trichoderma spp., Leiner (2003); van Lenteren (2000) mencionaron a T. harzianum como
el hongo que ha mostrado mayor potencial para el control de B. cinerea e indicaron que
es efectivo si se aplica de manera preventiva, utilizando una solucion de esporas en agua,
la cual es asperjada sobre los tejidos de la planta para que el antagonista se establezca
antes que el patégeno.



De méas de 200 microorganismos aislados se seleccionaron 60 (anexo 1), todos ellos
recolectados en diferentes fincas del canton de Turrialba y de la coleccion del CATIE. Se
seleccionaron principalmente hongos que la literatura reporta con potencial como
hiperparasitos, que crecieron bien en PDA, y se rechazaron bacterias y otros
microorganismos de manejo mas dificil.



4.3 Bioensayos en placas precolonizadas por el patégeno

La seleccion de antagonistas potenciales se realiz6 de acuerdo a su crecimiento sobre el
patégeno, asi como la uniformidad de su cobertura sobre el crecimiento del mismo. Se
consideraron mejores los de mayor crecimiento y uniformidad de la cobertura.

De los 60 que se evaluaron en el bioensayo de placas precolonizadas, se obtuvieron 16
gue mostraron mejor crecimiento (hiperparasitos) sobre B. cinerea. Los géneros, asi como
su origen y procedencia se muestran en el cuadro 1. Se observa que al menos un 37.5 %
de los aislamientos provienen de suelo, del cual es posible aislar una gran cantidad de
microorganismos, especialmente del género Trichoderma sp., entre los cuales es posible
encontrar organismos con potencial antagonista hacia B. cinerea (Haissam et al. 1999).

Cuadro 1: Principales antagonistas de B. cinerea obtenidos en el bioensayo de placas
precolonizadas.

Antagonista Género Origen Procedencia *
1414 Trichoderma sp Hoja de tomate Torito

1413 Trichoderma sp. Tallo de tomate CATIE

1411 Trichoderma sp. Suelo CATIE

1119 Fusarium sp. Tallo de tomate La Urieta
2602 Trichoderma sp. Suelo Colorado
0408 Trichoderma sp. Suelo San Antonio
0412 Trichoderma sp. Tallo de chile San Ramon
0403 Trichoderma sp. Tallo de tomate Torito
APP160 Trichoderma sp. No disponible CATIE

1107 Trichoderma sp. Hoja de Chile CATIE

0411 Trichoderma sp. Tallo de Chile San Antonio
1411 Trichoderma sp. Suelo CATIE

1407 Trichoderma sp. Suelo Torito

0406 Trichoderma sp. Suelo San Ramon
1102 Trichoderma sp. Tallo de chile Urieta

1105 Trichoderma sp. No disponible CATIE

*CATIE = Coleccién, todos los demas sitios estan dentro del cantén de Turrialba




4.4 Bioensayos en hojas desprendidas

Los bioensayos en hojas desprendidas se realizaron en grupos de cuatro antagonistas
para facilitar su evaluacion. Los primeros sintomas de moho gris se observaron cuatro
dias después que los foliolos fueron inoculados con el patdégeno, y la evaluacion se hizo a
los 12 dias de la inoculacién. En el primer grupo, de cuatro antagonistas (1119, 1411,
1413 y 1414) evaluados, solamente el aislamiento 1411 fue significativamente mejor que
el testigo con un 40% de infeccion (p < F 0.05) (Figura 1, Anexo 2). Mientras que los otros
tres aislamientos aln cuando presentaron porcentajes de infeccibn menores que el
testigo; no mostraron diferencias significativas. Se observa que el Unico Fusarium sp.
(1119) evaluado no presentdé un buen control sobre B. cinerea, aunque al inicio se
considerd en el estudio porque han sido citados miembros de este género con potencial
antagonista sobre B. cinerea (Haissam et al. 1999; Paulitz y Bélanger 2001; Sanchez et
al. 1998).
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Fgural. Bioensayo de hojas desprendidas utilizando cuetro antagonistas de B. cinerea.

La figura 2 muestra el segundo grupo de cuatro antagonistas (todos Trichoderma sp.)
evaluados en hojas desprendidas, asi como los porcentajes de infeccién. Se observa que
los aislamientos APP160, 1107 y 0411 presentaron porcentajes de infeccion muy bajos
con relacion al testigo que no tuvo aplicacion de antagonistas. El aislamiento 0411
solamente permiti®6 un 10% de infeccion, siendo el mejor antagonista de todos los

bioensayos de hojas desprendidas (Pr < F 0.05) (Anexo 3).
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Figura 2. Bioensayo de hojas desprendidas utilizando cuatro antagonistas de B. cinerea.

Los resultados del tercer bioensayo se muestran en la figura 3 (anexo 4), ninguno de los
antagonistas evaluados en este experimento presentd diferencias significativas con el
testigo (Pr < F 0.05). Los mejores de ellos fueron los aislamientos 2602 y (403, sin
embargo tuvieron un 65% de infeccion cada uno y por lo tanto no se consideraron con
efecto potencial en el control biol6gico de B. cinerea en este estudio.
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Figura3. Bioensayo de hojas desprendidas utilizando cuatro antagonistas de B. cinerea.



En la figura 4 se presentan los porcentajes de infeccidbn de los cuatro antagonistas
evaluados en el Ultimo bioensayo con hojas desprendidas. Se observa que el mejor
aislamiento fue 1102, y no present6 diferencias significativas Pr < F 0.05) (Anexo 5),
permiti6 50% de infeccién lo cual es muy alto para el manejo de la enfermedad,
principalmente porque tal nivel de infeccion produce una cantidad muy alta de inoculo
disponible para la infeccién de otras plantas u 6rganos de la planta. Debido a esto no se le
considerd con potencial para el control de B. cinerea y por lo tanto, no se evalué en la

siguiente prueba de invernadero.
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Figura4. Bioensayo de hojas desprendidas utilizando cuatro antagonistas de B. cinerea.

El cuadro 2 resume los resultados de los mejores antagonistas obtenidos en las cuatro
pruebas de hojas desprendidas, los cuales fueron: 0411, 1411, APP160, 1107, 1102 y
0407. De éstos seis (todos del género Trichoderma sp.), se escogieron los aatro
primeros y fueron evaluados tanto en las pruebas en invernadero experimental, como en
invernadero comercial. La seleccion se hizo tomando en cuenta los menores porcentajes
de infeccion observados.



Cuadro 2. Mejores antagonistas de B. cinerea obtenidos en el bioensayo con hojas
desprendidas

Antagonista Género Incidencia (%) *
0411 Trichoderma sp. 10
APP 160 Trichoderma sp. 15
1107 Trichoderma sp. 25
1411 Trichoderma sp. 40
1102 Trichoderma sp. 50
0407 Trichoderma sp. 55

*9% de foliolos que presentan infeccién

4.5 Biensayo en invernadero experimental (CATIE)

Durante el periodo seco no hubo desarrollo de la infeccion cuando B. cinerea fue
inoculada artificialmente en las plantas de tomate cultivado en invernadero. Después de
multiples aplicaciones con inéculo del patdgeno se observd que el moho gris se desarrollo
y esporulé muy bien en ramas dobladas que presentan lesion pero donde parte del tejido
aun esta adherido, resultado que coincide con lo observado por (Kohl et al. 1998).

Segun Utkhede y Mathur (2002); Leiner (2003) B. cinerea se desarrolla como saprdfito en
hojas y flores senescentes de las plantas de tomate y chile, y en condiciones adecuadas
de nutrientes produce el micelio que invade partes sanas de la planta. Este es un aspecto
de manejo que los productores deben tomar en cuenta, ya que durante las labores de
cultivo dentro del invernadero se producen heridas a las plantas, principalmente tallos
doblados, que posteriormente son atacados por el hongo, ocasionando incluso la pérdida
de frutos en toda rama y se convierte en tejido ideal para la esporulacién del hongo que
se dispersa e infecta otras plantas.

Como se observa en la figura 5, la cual presenta los resultados del experimento en el
invernadero del CATIE, la menor cantidad de flores enfermas correspondi6 al tratamiento
donde se aplicod Unicamente agua (testigo absoluto); lo cual refleja cantidades muy bajas
de inoculo natural; y a los tratamientos 0411 y 1411. El hecho que plantas testigo
desarrollaron la enfermedad se debi6é al movimiento de esporas por efecto del viento y de



la cercania de las plantas tal como sucede e las plantaciones comerciales, donde
plantas con inoculo inicial infectan otras plantas. Las diferencias observadas con los
tratamientos 0411 y 1411 fueron estadisticamente significativas con el testigo de B.
cinerea, mientras tanto los otros dos antagonistas aunque también fueron menores que el
testigo de B. cinerea no mostraron diferencias significativas con éste (Pr < F 0.05), (Anexo
8).

La diferencia que muestran los dos mejores antagonistas (1411 y 0411) con el testigo del
patdgeno es de 37 y 38%, respectivamente. El aislamiento 0411 fue a su vez uno de los
tratamientos que mostré un porcentaje de incidencia menor en el bioensayo con hojas

desprendidas.
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TB. Testigo (Se aplic6é unicamente el patégeno)
TA. Testigo (Se aplicé Gnicamente agua)

Figura 5. Numero de flores enfermas (B. cinerea) por tratamiento en experimento
realizado en el invernadero del CATIE.

La figura 6 muestra el nimero promedio de flores enfermas por planta, por semana,
obtenido al sumar todos los tratamientos evaluados. Se observa que la enfermedad
aumentd a partir de la primer semana de medicion (que correspondio a los 10 dias de
haber aplicado el patdgeno), continué aumentando durante la segunda y tercera semana,

a partir de la cual disminuyd y permanecié estable en la cuarta y quinta semana de



medicion. Ademas hubo diferencias estadisticamente significativas de la cuarta y quinta
semana respecto a las otras tres (figura 6, anexo 6). Esto muestra un comportamiento que
estd relacionado con las condiciones meteoroldégicas dentro del invernadero,

principalmente con la temperatura y la humedad relativa, tal como se muestra y discute en

la figura 11.
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Figura 6. Namero de flores enfermas ([B. cinerea) por semana en experimento realizado
en el invernadero del CATIE (promedio de todos los tratamientos).

4.6 Bioensayo en invernadero comercial (San Antonio)

En este ensayo al igual que en el anterior el desarrollo de la enfermedad fue bajo, a pesar
gue se hizo inoculacion artificial lo que conduce a suponer que las condiciones
meteoroldgicas no favorecieron al patégeno. Se observa que el mayor dafio fue de 1.5
flores por planta de 13 flores que la planta tenia en total, lo que representa un 11%. Es
posible que la humedad relativa fue inferior a 95% Yy la temperatura superior a 20 °C, en
periodos largos. EI menor nimero de flores enfermas observadas en el experimento en
invernadero de San Antonio se obtuvo con el testigo de agua y con los tratamientos 0411
y 1411 (figura 7), diferencias que fueron significativas con el testigo donde se aplico
Unicamente B. cinerea (anexo 7). Mientras tanto los otros dos antagonistas evaluados
aunque también presentaron menor cantidad de flores enfermas que el testigo donde solo
se aplicé el patdégeno (TB) no mostraron diferencias significativas con éste. En este



experimento el mejor antagonista fue el 1411, con el cual se redujo la cantidad de flores
enfermas en 29%, seguido de 0411 que mostré 23% de reduccién de la enfermedad.

Al igual que en el experimento realizado en el invernadero del CATIE el porcentaje de
reduccion de la enfermedad fue inferior a 40%, utilizando como antagonistas hongos del
género Trichoderma sp.. Elad y Zimand (1993) encontraron que cuando Trichoderma
harzianum se mezcl6 con carbendacina proporcion6 hasta un 90% de reduccién del moho
gris en tallos y frutos en plantas de pepino cultivadas en invernadero. Mientras Elad
(1994) reporté una reduccién de 68% en la infeccién del mismo patégeno en plantas de

uva cultivadas en invernadero en un experimento desarrollado en Israel.

Estos resultados sugieren que aunque los porcentajes de reduccién encontrados en este
bioensayo fueron bajos, (lo mismo que la incidencia de B. cinerea en flores), podrian
aumentar incluso con niveles de incidencia altos, si el Trichoderma sp. es aplicado junto
con un tratamiento quimico. Se cree que el control bioldégico por si solo es insuficiente
para el combate de B. cinereay que debe ser usado junto con otras practicas como parte
de un manejo integrado de plagas (Eden et al. 1996; Latorre 1997). Aunque B. cinerea ha
sido muy estudiado no se sabe con exactitud cual es el nivel critico de infeccién para chile

y tomate, posiblemente porque es dificil cuantificar el dafio de la enfermedad.
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Figura 7. Numero de flores enfermas . cinerea) por tratamiento en un experimento
realizado en el invernadero en San Antonio.



En la figura 8 se muestra el desarrollo de la enfermedad durante cinco semanas al sumar
las flores enfermas de todos los tratamientos. Se observa que la enfermedad crecié a
partir de la primer semana de medicion, que correspondio a los 10 dias de aplicado el
patdgeno, aumentd durante la segunda semana y se estabilizé durante las siguientes. Se
observa que hay diferencias estadisticamente significativas entre la primera semana y el
resto. A diferencia del experimento en el invernadero del CATIE, aqui la enfermedad se
mantuvo a partir de la segunda semana; esto obedece a mejores condiciones de
humedad y temperatura para el desarrollo del patdgeno, ya que las plantas en ambos

invernaderos tenian las mismas condiciones de edad, manejo y tratamientos.
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Figura 8. Namero de flores enfermas ([B. cinerea) por semana en experimento realizado
en el invernadero en San Antonio.

Segun la figura 9 el tratamiento de mayor dafio de flores fue el testigo de B. cinerea,
mientras que el menor dafio lo presentd el testigo con agua, lo cual confirma que el
indculo natural fue muy bajo. Los antagonistas 1411 y 0411 presentaron un nivel de dafio
intermedio. Sin embargo la diferencia se mantuvo durante tres semanas, a partir de la
cual ya no hubo diferencias entre tratamientos. Ademas se observa que la enfermedad
bajo completamente, lo cual estd directamente correlacionado con la reduccion de la

humedad relativa de 97% a 91% (anexo 8).

Si se comparan estos resultados con los obtenidos en los bioensayos de hojas

desprendidas se puede observar que el aislamiento 0411 que presentd las incidencias



mas bajas en las hojas (cuadro 2), también presentd los nimeros mas bajos de flores
enfermas en las pruebas de invernadero. Este resultado permite suponer que tiene
potencial como antagonista (posiblemente hiperparasito). Ademas demuestra que es

factible encontrar antagonistas de B. cinerea por el método propuesto.

No. de flores enfermas

Semanas
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Figura 9. Nomero promedio de flores enfermas por B. cinerea en seis tratamientos
experimentales realizados en invernadero del CATIE.

En el experimento en San Antonio, la enfermedad aumenté a partir de la primera semana
y se mantuvo estable en las semanas finales de evaluacion (figura 10). H antagonista
1411 fue el mejor, con menor cantidad de flores enfermas. El efecto fue mas marcado
durante las primeras dos semanas Yy se redujo a partir de la tercera. El tratamiento 0411

solamente mostré diferencia en la cuarta semana.

La persistencia del efecto antagonista por tres semanas en el invernadero experimental
del CATIE y por dos semanas en el invernadero comercial en San Antonio sugiere que
estos controladores deben ser aplicados repetidas veces tal como ocurre con los
fungicidas comerciales. Su sobrevivencia en la superficie de las hojas depende de su
capacidad y de las condiciones ambientales y de manejo. Moyano et al. (2003) hicieron
aplicaciones de un producto a base de T. harzianum T 39 en hojas de tomate, y
encontraron que la poblacién fue alta en los primeros dias después de cada aplicacion,
pero luego decrecié a tal punto que 20 dias después de la aplicacion solamente quedd un
6%. Se sabe que hongos endofiticos pueden permanecer por mayor tiempo pero el modo



de aislarlos, asi como su mecanismo de accion son diferentes. Sutton et al. (2002)
observaron que Clonostachys rosea persiste y suprime la esporulacion de B. cinerea en
tallos deshojados de tomate por al menos 11 semanas después de la aplicacion.

En este contexto es importante considerar el modo de accion del antagonista, dado que
no todos utlizan los mismos mecanismos. Por ejemplo algunas levaduras como
Rhodosporidium diobovatum utilizada para combatir a B.cinerea son efectivas aplicadas
incluso cuando la enfermedad esta establecida, debido a que son buenos competidores
por nutrientes y colonizadores de espacios (Utkhede y Mathur 2002). Alguno de los
antagonistas evaluados, como el 0411 podria presentar tales caracteristicas.
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Fig 10. Numero promedio de flores enfermas por B. cinerea en los tratamientos evaluados
en el experimento realizado en invernadero de San Antonio.

Debido a que la enfermedad fue mayor en el invernadero en San Antonio que en el
CATIE, especialmente en las semanas finales (figuras 9 y 10), es posible que la mayor
presion de inéculo también redujo el efecto de los antagonistas a dos semanas, en
comparacion con las tres semanas que tuvieron en el CATIE. Aunque la mayoria de los
experimentos con antagonistas para B. cinerea se han realizado utilizando concentracion
de 1 x 10° esporas por ml, que fue la que dio mejor control en las pruebas preliminares, es
posible que a una mayor concentracion de los antagonistas el efecto contra el patégeno
podria haber aumentado, y el periodo de control podria haber sido mayor.



Kohl et al. (1998) encontraron que utilizando Ullocladium atrum a una concentracion de 1
x 10° conidios por ml, aplicado cada dos o tres semanas durante el periodo de produccién
fue efectivo en la reduccion de infecciones naturales en hojas de Cyclamen sp. Aplicando
una concentracion e 1 x 10" conidios por ml en el programa regular de control de la
enfermedad en este cultivo, colonizé hojas senescentes y evitd el desarrollo de la
enfermedad en estos tejidos que son los puntos de entrada del patdgeno.

Sutton et al. (2002) también encontraron una correlacion negativa entre la concentracion
de Clonostachys rosea y la esporulacion de B. cinerea en tallos de tomate en cultivo
hidropénico en invernadero. Aln cuando esta opinibn de aumentar la dosis del
antagonista a nivel experimental contrasta con lo propuesto por algunos autores, quienes
consideran que los experimentos para seleccién de antagonistas deben ser muy rigurosos
en favor del patdgeno, para que los antagonistas seleccionados sean los mejores. Krauss
el al. (1999) consideran que los buenos antagonistas deben dar una proteccion
significativa a niveles de in6culo similares a los del patdgeno (50:50), lo cual es una
prueba suficiente de seleccién como para eliminar candidatos mediocres.

Se observa de las figuras 9 y 10 que el grado de control de algunos antagonistas
evaluados varia de una semana a otra y no se mantienen los rangos de diferencia entre
ellos. BEsto puede atribuirse a que cada antagonista posee requerimientos ecoldgicos
diferentes, y permite suponer que algunos antagonistas evaluados tienen requerimientos
ecoldgicos similares a los del patégeno en estudio. Shtienberg y Elad (1997) encontraron
gue T. harzianum sobrevive mejor y realiza un buen control cuando la temperatura es alta
y la humedad relativa entre 80 y 97% (condiciones desfavorables para B. cinerea). Pero el
control no es bueno cuando la temperatura es baja y existe rocio que se deposita sobre el
follaje. Mientras que Ulocladium atrum es mas efectivo a temperaturas bajo 20 °C,
similares a las 6ptimas para B. cinerea (Moyano et al 2003). Los antagonistas 1411 y
0411 presentaron menor nimero de flores dafiadas que el testigo de B. cinerea en cada
una de las evaluaciones en los dos invernaderos, lo cual podria indicar que sobreviven
mejor en un un rango mas amplio de condiciones meteorolégicas y por eso tienen mayor
potencial para el control de la enfermedad.



4.7 Andlisis del efecto de factores climaticos sobre el desarrollo de la enfermedad

Se midié la temperatura y la humedad relativa en el experimento realizado en el
invernadero del CATE, y se observo una correlacion entre la humedad relativa maxima y
minima de la misma semana (corresponde a un promedio de los siete dias anteriores al
dia de la medicion de la enfermedad) con la cantidad de flores enfermas (Pr <1 r | 0.05),
la cual presentd coeficientes de correlacion 0.89 y 0.88 respectivamente (anexo 8), de tal
forma que al aumentar la humedad relativa aumenta el nimero de flores afectadas (figura
11). Esta relacion también se calculé mediante una regresion lineal que se muestra en las
figuras 12 y 13. Latorre (1977) considera que la temperatura y la humedad relativa son los
factores climéticos que mas influyen en el desarrollo de B. cinerea en invernadero. En
trabajos realizados acerca de la pudricion de los racimos de uva (Vitis vinifera) en Chile
observé que la humedad cercana a 100% junto con la temperatura entre 15y 20 °C fue
Optima para el crecimiento del hongo.

Se observa que fue mayor la disminucion de la enfermedad que la disminucion en la
humedad relativa maxima y minima. Sin embargo debido a que las condiciones éptimas
para B. cinerea son entre 96 y 100% de humedad relativa, cambios en ese rango
provocan reducciones grandes en la severidad de la enfermedad. Moyano et al. 2002
consideran que la humedad relativa inferior a 96% y temperatura superior a 26 °C son
condiciones subdptimas para B. cinerea y mencionaron que en estos casos, el progreso
de la enfermedad es lento o totalmente nulo. Por eso se observa una caida drastica de la

enfermedad en las Ultimas dos semanas.

Si se compara el ndmero total de flores dafiadas en los invernaderos evaluados, se
observa que la enfermedad fue proporcionalmente mas alta en las semanas finales en el
invernadero de San Antonio que el del CATIE, lo cual puede ser un efecto de la
temperatura en ambos sitios. En el invernadero en CATIE la temperatura nunca baj6é de
17 °C, mientras que en el invernadero de San Antonio por efecto de la altitud la
temperatura es mas baja (alrededor de 15 °C) y seguramente estuvo en el rango descrito
en mas ocasiones, en periodos mas prolongados, favoreciendo una mayor incidencia de
la enfermedad. Es posible que la temperatura alta en el invernadero del CATIE
desfavorece al mismo tiempo la produccion de flores y la enfermedad. Segun Santiago et
al. (1998) la temperatura y la luz son los factores que mas afectan la floracion, se ha visto



gue la temperatura entre 15 y 20 °C la produccién de flores es mayor comparado con
plantas que se desarrollan entre 25y 30 °C.
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Figura 11. Namero de flores enfermas por B. cinerea (donde solo se usé el patdégeno) y

datos de humedad relativa maxima y minima en el experimento realizado en el
invernadero experimental (CATIE).
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Figura 12. Relacion entre la humedad relativa maxima de la misma semana y la cantidad
de flores enfermas por B. cinerea en plantas de chile en invernadero experimental
(CATIE).
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Figura 13. Relacion entre la humedad relativa minima de la misma semana y la cantidad
de flores enfermas por B. cinerea en plantas de chile en invernadero del CATIE.

Aunque se encontrd correlacién entre la temperatura minima de la misma semana
(corresponde a un promedio de los siete dias anteriores al dia de la medicion de la
enfermedad), y el nimero de flores enfermas, (Pr < | r | 0.05), con coeficiente de
correlacion 0.92 (anexo 8, figura 14), en los rangos en que varié la temperatura los
cambios no son importantes para el desarrollo de la enfermedad. El resultado obtenido es
contrario a lo observado por Moyano et al. (2003) quienes mencionaron que en los rangos
entre 15 y 30 °C la relacion entre temperatura e incidencia de la enfermedad deberia ser
inversa. Esta relacion también se calculé mediante una regresion lineal que se muestra en

la figura 15.

La humedad relativa y la temperatura tienen una relacién inversa de manera que en
aguellas semanas en que la severidad de la enfermedad es alta, al igual que la humedad
relativa, la temperatura es baja aunque la correlacion no fue significativa. Segun Jarvis
(1992) la baja humedad relativa durante el dia se explica por el rapido aumento de la
temperatura en la mafiana sin que el aire absorba humedad con la misma velocidad. Por

la noche ocurre lo contrario.

Jarvis (1992) encontré6 que la temperatura de las hojas, flores y frutos, puede diferir
significativamente de la temperatura del aire ambiental, y cuando la temperatura de estas

partes de la planta es baja pueden ser afectadas por los patégenos. Los cambios de



temperatura también juegan un papel importante en la condensacion sobre flores y frutos
y por lo tanto en el desarrollo de enfermedades como las provocadas por B. cinerea. De
Vis (1999) menciond que los botones florales y los frutos de chile y tomate son cuerpos
frios sobre los cuales se condensa agua cuando baja la temperatura, condicién que es
Optima para la germinaciéon de esporas de B. cinerea. Ninguno de estos factores fue
medido en este experimento.

Tanto la temperatura como la humedad relativa variaron siguiendo un patrén durante las
cinco semanas de evaluacion. La temperatura fue maxima en el dia y bajo durante la
tarde, la noche y hasta las primeras horas de la mafiana, pero su promedio fue 25 °C, lo
cual no favorece el desarrollo de la enfermedad. Mientras que d promedio de humedad
relativa fue de 70%, obteniendo el minimo en un solo momento alrededor de medio dia, y
las maximas abarcaron periodos largos durante la noche hasta las primeras horas de la
mafiana y variaron entre 91 y 97%. Por eso se considera que la variacion en la

enfermedad fue consecuencia principalmente de la humedad relativa.

1,20
1,00
0,80
0,60

0,40

Temperatura °C

0,20

No. de flores enfermas

0,00 -

Semanas

|—0— No. de flores enfermas ——Temp max —&— Temp min

Figura 14. Namero de flores enfermas por B. cinerea (donde solo se usé el patdgeno) y
datos de temperatura maxima y minima en el experimento realizado en el invernadero
experimental (CATIE).
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Figura 15. Relacion entre la temperatura minima de la misma semana y la cantidad de
flores enfermas por B. cinerea en plantas de chile en invernadero experimental (CATIE).

4.8 Caracterizaciéon del manejo de enfermedades en una finca organica

Como se describe en la metodologia (acapite 3.8) se dio seguimiento al cultivo de tomate
organico, el cual se llevd a cabo de diciembre del 2002 a agosto del 2003. Durante este
periodo se realizaron tres siembras de tomate del hibrido Montafia Fresca, todas ellas en
el sistema de techo en bandas de plastico de 1.2 m de ancho, a una altura de 1.8 m. Las
dos enfermedades mas importantes que se presentaron fueron tizon temprano (Alternaria
solani) y tizén tardio (Phytophthora infestans), siendo esta Ultima la mas perjudicial para el
cultivo, con niveles de infeccién hasta de 100%, mientras que el dafio por tizon temprano
fue menor y se controlé con poda de las hojas bajeras de las plantas afectadas. No se
observé B. cinerea dado que es una enfermedad que se desarrolla principalmente en
invernadero.

Para el manejo de estas enfermedades el productor utilizé las siguientes medidas:
#esAplicacion de antagonistas

#eEvaluacion de variedades resistentes

#&Uso de mezclas

esesRecuperacion de suelo y fertilizacion

&&l.abores culturales



4.8.1 Aplicaciéon de antagonistas

Durante el seguimiento se aplicé el antagonista Trichoderma sp. 069, que ya habia sido
evaluado a nivel de laboratorio para el control de P. infestans (Sanchez et al. 1999). Sin
embargo no hubo un efecto cuando se utilizé el antagonista debido probablemente a que
siempre se utilizé cuando ya la enfermedad estaba presente y éste debe aplicarse de
manera preventiva. Ademas la experiencia fue en cultivo bajo bandas plasticas, pero es

necesario probarlo en invernadero donde las condiciones son mas controladas.

4.8.2 Evaluacion de variedades resistentes

Ademas se evaluaron dos cultivares que mostraron resistencia a la enfermedad, pero
produjeron frutos muy pequefios. Segun la figura 15 la variedad Roma presentd un 42%
de infeccion frente a un 56 % del testigo que fue la variedad HaySlip. Mientras tanto el
Pieraline mostr6 solamente un 5% de dafio por P. infestans, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas entre éste y el control (figura 15, anexo 9). Sin embargo los
frutos de esta Ultima fueron de acuerdo a su tamafio (5 cm de diametro) como los de
tercera de variedades comerciales, mientras que los de Roma son pequefios, alargados y
con cascara de consistencia dura semejante a la del chile dulce. También se observé que
la cosecha promedio en Pieraline fue de 1lkg y la de Roma fue de 0.5 kg. Por lo tanto

estas variedades son de potencial limitado para la produccién comercial organica.



60 -
50 ~
ab
40 A
30 -~

20 T

% de infeccién

10 1

Hayslip Roma Pieraline

Tratamientos

Figura 15. Prueba de variedades resistentes a Phytophthora infestans bajo condiciones de

campo.

4.8.3 Uso de mezclas

Por las regulaciones existentes en produccién organica, el productor solamente utiliza
productos provenientes de mineria, en mezcla con diferentes extractos de plantas. La
utilizacién de estas mezclas, junto con las otras practicas descritas permiten un buen
control de las enfermedades y tienen un costo aproximado de un 25% del valor de los
productos comerciales sintéticos que se utilizan en agricultura no organica. Se realiz6 una
aplicacion por semana, alternando cada una de las siguientes mezclas:

##Se mezclaron 250 g de ceniza mas 80 g de carbonato de calcio diluidos en 18 litros de
agua. También se puede usar hidroxido de calcio en lugar de carbonato de calcio.
Esta mezcla se hace el dia anterior y se filtra.

#&#Se aplicaron 240g de caldo bordelés por bomba de 18 litros, el cual se logré
mezclando partes iguales de sulfato de cobre y cal viva.

#sesCaldo sulfocalcico que se prepard mezclando 30 g de azufre mas 30 g de cal vivay se
hirvié durante 1 hora hasta que el caldo tom6 una coloracion de teja (este caldo se

puede almacenar).

4



#eTambién se utilizd6 una mezcla de azufre y Biocto, o Quilol en partes iguales por 18
litros de agua.
4.8.4 Recuperacion de suelo y fertilizacion

Para el cultivo organico el productor inici6 un proceso de recuperacion del suelo, el cual
inicid con aplicaciones de abono organico desde que la finca adopt6 este sistema. Sin
embargo ya para la siembra de tomate se aplicé compost en cada hueco de siembra, dos

semanas antes del trasplante.

La aplicacion de materiales organicos tiene una serie de ventajas para el cultivo. Desde el
punto de vista del manejo de enfermedades estimula el crecimiento de las plantas, mejora
la textura y la estructura del suelo, ayuda a la actividad biolégica del suelo y a su vez
incrementa la fertilidad natural del mismo y por lo tanto mejora la tolerancia a las
enfermedades. Se ha visto por ejemplo que el dafio de bacterias que afectan la raiz
disminuye por la aplicacion de diferentes materiales organicos como la broza de café y el
compost. Las plantas bien nutridas soportan mejor el atague de enfermedades (Elzakker
1995).

Para el cultivo de tomate la fertilizacion utilizada fue:

eSe aplicd 0.5 kg de bocashi enriquecido con roca fosférica (un kg de roca por 46 kg de
bocashi) por planta, para la siembra. Este se colocé al fondo del surco.

#esAlos 15 dias se fertilizé de nuevo con bocashi, enterrado o espolvoreado y tapado, y a
los 22 dias se aplicé K- Mg a razdn de 40 g por planta 'y 250 g de harina de sangre.
#ezCada semana se aplicé foliarmente el biofertilizante Super Magro que contiene todas
las sales minerales, melaza y leche. Ademas se fumigd con boro y zinc organicos en

dosis de 90 g por bomba de 18 litros, cada 15 dias.

4.8.5 Labores culturales

Se realizaron varias labores de cultivo como medida para reducir la incidencia de
enfermedades en el cultivo de tomate:



4.8.5.1 Poda deshijay formacidn de plantas

Inmediatamente después de que la planta inici6 la produccion de hijos se seleccionaron
los dos o tres mejores tallos de cada planta y se cortd el resto de los hijos. También se
eliminaron las hojas que estaban en contacto con el suelo, lo cual permiti6 manejar el
tizén temprano. También se eliminé tejido enfermo y frutos dafiados, con cuidado de no
dejar la planta sin el follaje necesario para el llenado de frutos, (se dejaron al menos tres
hojas completas por racimo de frutos). La deshija se hizo varias veces hasta que la planta
con suficientes frutos en desarrollo detuvo parcialmente el crecimiento vegetativo. Pérez
(1998) consideraron estas practicas muy Utles ya que evitan que se genere un
microambiente de alta humedad en el dosel inferior de las plantas, que por un lado
propicia un ambiente favorable para el desarrollo de algunos patégenos y por otro

disminuye la penetracion de luz, y por lo tanto la calidad de los frutos.

4.85.2 Amarre

Esto evitd que las ramas tocaran el suelo o que se rompieran por el viento o exceso de
carga, con lo cual propiciaria la entrada de algunos organismos que producen
enfermedades.

4.8.5.3 Alomillado

Las plantas se sembraron sobre lomillos de altura variable, segun fue el riesgo de agua
estancada en el suelo. Los més altos de alrededor de 35 cm permitieron evacuar mayor
cantidad de agua. Los lomillos permiten que el exceso de humedad drene hacia afuera del
cultivo y desfavorecen el desarrollo de enfermedades. Estos se hicieron antes del
trasplante para no cortar raices de las plantas.

4.8.5.4 Rotacion de cultivos

El tomate pertenece a la familia de las solanaceas por eso es conveniente que al terminar
un ciclo de cultivo de estas plantas, se siembre en el mismo terreno plantas de otra familia
muy diferente, tal es el caso de las leguminosas, por ejemplo frijol o vainica ya que estas
no son afectadas por los mismos hongos que el tomate (CATIE 1990). La rotacién con
frijol y pepino ayudé a disminuir la cantidad de microorganismos que pueden causar
enfermedad en futuras siembras.



4.8.5.5 Manejo del riego

El riego por aspersion favorece el desarrollo de enfermedades del cultivo ya que el
salpique del agua en el suelo lleva los microorganismos patdgenos hasta las hojas,
ademas el agua en exceso puede favorecer el ataque de enfermedades.

Por eso se realiz6 un riego controlado mediante una manguera con boquillas en donde el
agua se deposité por goteo en la raiz de cada planta. La manguera se enterr6 10 cm para
gue no quedara agua superficial que por evaporacion iba a favorecer humedades relativas

altas.

4.8.5.6 Cultivo bajo techo plastico

En sistemas de produccion a cielo abierto las condiciones meteorolégicas no pueden
manejarse, mientras que en invernaderos es posible manejar algunas de estas
condiciones hasta cierto rango. Entre los aspectos que es posible manejar y que inciden
sobre las enfermedades estan la fertilizacién, temperatura, luz y humedad principalmente.
En estructuras totalmente techadas es importante la ubicacion con relacion a la direccion
del viento. El techo debe estar colocado de forma que permita el ingreso del viento sin
ofrecer resistencia y que este pase por la plantacion y salga por el otro extremo,

llevandose humedad del cultivo.

Este es un sistema que es efectivo en tanto protege a la planta de la humedad en el
follaje. Durante la segunda siembra una fila quedo sin techar y cuando hubo lluvia
continua durante cinco dias las plantas se dafiaron completamente por efecto de tizén

tardio, mientras que las estaban techadas sobrevivieron y produjeron cosecha.

En esta finca se utilizaron bandas de plastico de 1.2 m de ancho a 1.8 m de altura sobre
la fila de siembra de tomate. Este sistema aunque permiti6 menos control que un
invernadero total, resulté muy barato. El costo para proteger cada planta es de $0.36

mientras que en el invernadero es de $3.95.



4.8.5.7 Secado de hojas

Se utilizd una bomba de motor para aplicar una corriente de aire sobre el follaje. Esta
labor se realizé por la mafiana y se repitid en la tarde, de esta manera se interrumpe la
continuidad de la pelicula de agua sobre el follaje y por lo tanto no se da el alargamiento y
penetracion del tubo germinativo de P. infestans. El costo de realizar dos aplicaciones
para 100 plantas fue de $0.25.

4.8.6 Principales observaciones realizadas

#esla aplicacion de aire con la bomba de motor ayud6é a disminuir el dafio por P.
infestans debido a que se elimina la pelicula de agua necesaria para que las esporas
del hongo germinen y extiendan el tubo germinativo, que penetra el tejido de la planta
y causa la infeccion.

##Se observd que cuando habia mucho inéculo en el campo, después de haber
realizado tres siembras en la finca, las lesiones se produjeron directamente en los
tallos de plantas jévenes lo cual es todavia mas destructivo.

#sesContrario a lo que ocurre en plantaciones comerciales convencionales, en las cuales
la severidad de mas de 10% es motivo de abandono del cultivo, en este caso la
severidad siempre alcanzd niveles mas altos y alin asi se recolecté hasta 4 kg por
planta en uno de los cultivos.

=esla enfermedad se mantuvo en niveles bajos mientras hubo poca lluvia, pero cuando
se presentaron periodos de varios dias con precipitacion y nubosidad, la severidad
aumento rapidamente. En este caso se elimind y se retird parte del tejido afectado
para disminuir la cantidad de inéculo, practica que fue muy efectiva cuando siguieron
condiciones mas secas después de realizarla.

#zSe notd que la planta es muy susceptible durante las primeras 8 semanas, pero luego
se vuelve tolerante y produce cosecha incluso con infeccién de 20%.

#&sAln dentro del invernadero se presento infeccion por P. infestans pero la temperaturas
superiores a 30 °C durante el dia favorecieron que muchas de las esporas se
murieran, por eso la infeccién se mantuvo alrededor de 20%.

#zsDebido a que el suministro de agua es por gravedad se observé que en el invernadero
la mayor severidad es en las partes bajas donde la manguera deposita la mayor

cantidad de agua.



4.8.7 Recomendaciones al productor

#esPreparar el sitio de cultivo aplicando materia organica y haciendo drenajes adecuados.

eUtilizar algan tipo de techo ya sea bandas plasticas o invernadero.

#ePreparar su propio almacigo para evitar la introduccion de enfermedades como
Pseudomonas solanasearum o P. infestans.

#esSeleccionar dentro de la plantacion aquellas plantas que muestren resistencia a las
principales enfermedades, con el fin de reproducirlas para futuras siembras, esto no
se puede hacer con hibridos porque no conservan las caracteristicas.

esesUtilizar y evaluar los extractos de plantas y minerales para el control de enfermedades.

#2No aplicar durante la floracion mezclas que contengan cobre ya que provoca aborto de
flores.

#sesAplicar cuidadosamente el riego de tal forma que no se produzcan derrames de agua
gue aumentan la humedad relativa y favorecen el desarrollo de las enfermedades.

esesPracticas agricolas que tiendan a favorecer la sanidad de la planta. Por ejemplo

deshija, deshoja, eliminacion de tejido enfermo, manejo de malezas entre otros.



5. CONCLUSIONES

1. La metodologia utilizada en este experimento es efectiva para la seleccién y evaluacion
de antagonistas de B. cinerea, principalmente hiperparasitos aislados de las hojas de la
planta.

2. El aislamiento 1411 fue el mas consistente en su efecto sobre B. cinerea tanto en el
bioensayo con hojas desprendidas como en los experimentos en invernaderos, por lo
tanto tiene potencial en el control biol6gico del patégeno bajo condiciones de invernadero.

3. Bajo condiciones de invernadero el efecto de los antagonistas evaluados fue de tres
semanas, lo cual sugiere que se deben repetir las aplicaciones para mantener el control

bioldgico.

4. La severidad de B. cinerea esta correlacionada con la humedad relativa en los dias
anteriores a la medicién. Humedad relativa cercana a 100% favorece el desarrollo de la
enfermedad, mientras que humedad relativa menor de 80% la desfavorece. Esto da una
pauta sobre lo que debe ser el manejo del agua dentro del invernadero como una de las

formas mas importantes de control de la enfermedad.

5. Una forma de infeccion de B. cinerea es a través de lesiones en la planta. Este es un
aspecto de manejo muy importante, ya que durante las labores de cultivo se producen
esas lesiones.

6. En cultivo de tomate organico la enfermedad que mayor dafio causoé fue P. infestans,
mientras que en cultivos convencionales en invernadero fue B. cinerea. Esto esta
relacionado con el tipo de estructura utilizado en cada caso, asi como con los productos
utilizados y las practicas de cultivo.

7. La utilizacién de invernaderos y practicas de cultivo permiten un control aceptable de P.

infestans en cultivo de tomate y facilitan la produccion organica de este cultivo en

regiones de alta precipitacion, como Turrialba.
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6. RECOMENDACIONES

1. Evaluar diferentes concentraciones y mezclas, asi como aplicaciones sucesivas de los
mejores antagonistas encontrados (0411 y 1411). Asi como investigar sobre formulacion,
diferentes sustratos y otros aspectos que conduzcan a la utilizacibn de estos

antagonistas.

2. En produccién convencional a veces es conveniente integrar el control biolégico con
otros métodos de manejo, incluyendo la utilizacién de productos quimicos. Por eso se
recomienda probar la resistencia de los antagonistas 0411 y 1411 frente a fungicidas
guimicos de uso frecuente en el combate de B. cinerea.

3. Repetir los bioensayos en invernadero en diferentes épocas del afio para evaluar la
eficacia de los antagonistas bajo condiciones 6ptimas para el patdbgeno tanto en chile
como en tomate.

4. Dado que el efecto de la enfermedad es sobre flores y por lo tanto incide directamente

sobre la produccion se recomienda en futuras evaluaciones incluir datos de produccion.

5. Continuar las investigaciones en invernaderos para conocer mas acerca de las
condiciones meteoroldgicas que favorecen el desarrollo de B. cinerea y del efecto de los

antagonistas 0411y 1411 en el control del patégeno.

6. Valorar de manera cientifica el efecto de los diferentes extractos de plantas y mezclas
de productos que se utilizan para el control de P. infestans en cultivo de tomate organico.

7. Hacer una seleccion de las variedades mas resistentes a P. infestans que reunen
requisitos de mercado y que pueden ser usadas en un manejo integrado de la
enfermedad por parte de productores organicos.
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Anexo 1. Lista de antagonistas de moho gris B. cinerea), recolectados en el canton de

8. ANEXOS

Turrialba

CODIGO SITIO DISTRITO * FINCA

1101 CATIE Primero Montafia

1102 Orieta Santa Cruz Eduardo Castillo
1103 Orieta Santa Cruz Eduardo Castillo
1104 Colorado Primero Francisco Salas
1105 CATIE Primero Montafia

1106 CATIE Primero Coleccién

1107 CATIE Primero Coleccién

1108 CATIE Primero CATIE

1109 San Antonio Santa Cruz Oscar Mazza
1110 San Antonio Santa Cruz Oscar Mazza
1111 San Antonio Santa Cruz Oscar Mazza
1112 San Juan Primero Guillermo Campos
1113 San Juan Primero Guillermo Campos
1114 San Antonio Santa Cruz Oscar Mazza
1115 San Antonio Santa Cruz Oscar Mazza
1116 San Juan Primero Guillermo Campos
1117 CATIE Primero Coleccion

1118 San Juan Primero Guillermo Campos
1119 Orieta Santa Cruz Eduardo Castillo
1401 Santa Cruz El Carmen Mauricio Solano
1402 Santa Cruz El Carmen Mauricio Solano
1403 Santa Cruz El Carmen Mauricio Solano
1404 Santa Cruz El Carmen Mauricio Solano
1405 Santa Cruz El Carmen Mauricio Solano
1406 Santa Cruz El Carmen Mauricio Solano
1407 Torito Santa Cruz Gerardo Arias
1408 Torito Santa Cruz Gerardo Arias
1409 Torito Santa Cruz Gerardo Arias




1410 San Antonio Santa Cruz Gerardo Arias
1411 CATIE Primero Montafia

1412 CATIE Primero Montafia

1413 CATIE Primero Montafia

1414 Torito Santa Cruz Gerardo Arias
1415 CATIE Primero Montafia

2101 San Martin Primero Martin Hernandez
2102 San Martin Primero Martin Hernandez
2103 San Martin Primero Martin Hernandez
2104 San Martin Primero Martin Hernandez
2105 Alto Varas Primero Juan Molina
2106 Alto Varas Primero Juan Molina
2107 Alto Varas Primero Juan Molina
2108 Alto Varas Primero Juan Molina
2601 Colorado Primero Francisco Salas
2602 Colorado Primero Francisco Salas
APP160 CATIE Primero Coleccién

TO4 CATIE Primero Coleccién

0401 San Antonio Santa Cruz Oscar Mazza
0402 San Antonio Santa Cruz Oscar Mazza
0403 Torito Santa Cruz Gerardo Arias
0404 San Antonio Santa Cruz José Arias

0405 San Antonio Santa Cruz José Arias

0406 San Ramon Santa Teresita Carlos Solano
0407 San Ramon Santa Teresita Carlos Solano
0408 San Antonio Santa Cruz Greivin Brenes
0409 San Antonio Santa Cruz Greivin Brenes
0410 San Ramon Santa Teresita Alvaro Calderoén
0411 San Antonio Santa Cruz José Pereira
0412 San Ramoén Santa Teresita Alvaro Calderén

*Todos los lugares estan ubicados en el cantén de Turrialba, provincia de Cartago

Los nombres propios corresponden a los duefios de las fincas




Anexo 2. ANDEVA del
desprendidas

primer

bioensayo en camara

himeda utilizando hojas

Fuente de Grados Suma de Cuadrado Valorde | Pr?F
Variaciéon de cuadrados medio F

libertad
Tratamiento 4 5480 1370 3.54 0.0316
Error 15 5800 386.67
Total 19 11280 1756.67
R CUADRADO 0.48 COEF DE VARIACION 29.7
RAIZ DE CUAD MEDIO DEL ERROR 19.66 MEDIA 66



Anexo 3. ANDEVA del segundo bioensayo en camara humeda utilizando hojas
desprendidas.
Fuente de Grados Suma de Cuadrado Valorde | Pr?F
Variacion de cuadrados medio F

libertad
Tratamiento 4 18680 4670 41.21 ? 0.0001
Error 15 1700 113.33
Total 19 20380 4783.33
R CUADRADO 0.91 COEF DE VARIACION 25.97
RAIZ DE CUAD MEDIO DEL ERROR 10.64 MEDIA 41




Anexo 4. ANDEVA del tercer bioensayo en camara himeda utlizando hojas
desprendidas.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado Valorde | Pr?F
Variaciéon de cuadrados medio F

libertad
Tratamiento 4 1280 320 1.71 0.1991
Error 15 2800 186.67
Total 19 4080 506.67
R CUADRADO 0.31 COEF DE VARIACION 18.4
RAIZ DE CUAD MEDIO DEL ERROR 13.67 MEDIA 74



Anexo 5. ANDEVA del cuarto bhioensayo en camara humeda utlizando hojas
desprendidas.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado Valorde | Pr?F
Variaciéon de cuadrados medio F

libertad
Tratamiento 4 1720 430 1.95 0.1535
Error 15 3300 220
Total 19 5020 650
R CUADRADO 0.34 COEF DE VARIACION 23.54
RAIZ DE CUAD MEDIO DEL ERROR 14.83 MEDIA 63



Anexo 6. ANDEVA del segundo bioensayo

desprendidas.

en camara hdmeda utilizando hojas

Fuente de Grados Suma de Cuadrado Valorde |Pr?F
Variacién de cuadrados medio F

libertad
Tratamiento 5 5.07291667 1.01458333 9.55 <0.0001
Rep (tratam) 18 2.47500000 0.13750000 1.29 0.2179
Medicion 4 6.15312500 1.53828125 14.48 <0.0001
Inter Trat. Med | 20 4.29687500 0.21484375 2.02 0.0159
Error 72 7.65000000 0.10625000
Total 119 25.64791667
R CUADRADO 0.70 COEF DE VARIACION 36
RAIZ DE CUAD MEDIO DEL ERROR 0.32 MEDIA 0.90




Anexo 7. ANDEVA del ensayo con plantas de chile realizado en un invernadero comercial
localizado en San Antonio

Fuente de Grados Suma de Cuadrado Valorde |Pr?F
Variacién de cuadrados medio F

libertad
Tratamiento 5 5.14166667 1.02833333 5.74 0.0002
Rep (tratam) 18 3.13125000 0.17395833 0.97 0.5014
Medicion 4 1.69270833 0.42317708 2.36 0.0611
Inter Trat. Med | 20 4.08229167 0.20411458 1.14 0.3320
Error 72 12.90000000 0.17916667
Total 119 26.94791667
R CUADRADO COEF DE VARIACION 34

RAIZ DE CUAD MEDIO DEL ERROR

MEDIA

123




Anexo 8. Analisis de correlacion entre humedad relativa y temperatura con incidencia de
B. cinerea en cultivo de chile, en experimento realizado en el invernadero del CATIE

Variable Pr2irl Valor de Rho
Temp Max en la semana 0.73 0.21
Temp Min en la semana 0.02 0.92
Temp Max en la semana anterior 0.30 0.58
Temp Min en la semana anterior 0.62 0.30
Temp Max en la semana trasanterior 0.76 -0.19
Temp Min en la semana trasanterior 0.65 0.28
Hum Rel Max en la semana 0.04 0.89
Hum Rel Min en la semana 0.04 0.88
Hum Rel Max en la semana anterior 0.45 0.45
Hum Rel Min en la semana anterior 0.70 -0.24
Hum Rel Max en la semana trasanterior 0.48 -0.42
Hum Rel Min en la semana trasanterior 0.48 -0.42




Anexo 9. Porcentaje de humedad relativa maxima registrada diariamente de 8a.m a 4p.m,
durante las semanas de evaluacion de la severidad de B. cinerea en cultivo de chile.

Experimento realizado en el invernadero de CATIE *

DIAS SEMANA1 SEMANA2 | SEMANA3 | SEMANA4 | SEMANAS
S 93 96 100 95 91

D 96 98 88 96 90

L 96 89 100 96 92

M 100 89 100 91 88

M 94 94 98 91 92

J 94 93 98 90 92

\Y 93 97 94 91 92

TOTAL 666 656 678 650 637
PROMEDIO 95.1 93.8 96.9 92.9 91

* Para el célculo de correlaciones se utilizaron los promedios semanales




Anexo 10. Porcentaje de humedad relativa minima
4p.m, en cada una de las semanas de evaluacion de la severidad de B. cinerea en cultivo

de chile. Experimento realizado en el invernadero de CATIE *

registrada diariamente de 8a.m a

DIAS SEMANA1 SEMANA2 | SEMANA3 | SEMANA4 | SEMANAS
S 57 62 52 83 57

D 58 66 48 52 43

L 60 54 64 52 50

M 54 54 65 54 52

M 71 65 85 51 55

J 48 60 60 52 45

\Y 57 62 64 52 48

TOTAL 405 423 438 396 350
PROMEDIO 57.9 60.4 62.6 56.6 50

* Para el célculo de correlaciones se utilizaron los promedios semanales




Anexo 11. Temperatura maxima (°C) registrada diariamente de 8a.m a 4p.m, en cada una
de las semanas de evaluacion de la severidad de B. cinerea en cultivo de chile.

Experimento realizado en el invernadero de CATIE *

DIAS/ISEMAN | 1 2 3 4 5

A

S 30 28 28 24 27
D 28 27 31 30 27
L 27 31 29 29 26
M 30 29 29 30 30
M 21 28 25 29 29
J 28 28 30 28 30
Y 28 27 28 26 29
TOTAL 192 198 200 196 198
PROMEDIO | 27.4 28.3 28.6 28 28.3

* Para el célculo de correlaciones se utilizaron los promedios semanales



Anexo 12. Temperatura minima (°C) registrada diariamente de 8a.m a4p.m, en cada una
de las semanas de evaluacion de la severidad de B. cinerea en cultivo de chile.

Experimento realizado en el invernadero de CATIE *

DIAS/ISEMAN | 1 2 3 4 5

A

S 18 20 21 21 18
D 19 22 21 18 18
L 21 22 21 20 17
M 21 21 21 19 26
M 22 22 22 20 22
J 21 21 20 19 19
Y; 22 21 21 18 18
TOTAL 144 149 147 135 138
PROMEDIO | 20.6 21.28 21 19.3 19.7

* Para el célculo de correlaciones se utilizaron los promedios semanales



Anexo 13. ANDEVA del experimento de variedades de tomate resistentes a P. Infestans,
realizado en la finca de produccién organica en San Juan Sur de Turrialba

Fuente de Grados de | Suma de Cuadrado Valorde F |Pr?F
Variacién libertad cuadrados | medio

Tratamiento 2 8254.17 4127.08 7.4 0.024

Blogques 3 172.92 57.64 0.1 0.9551
Error 6 3345.83 557.64

Total 11 11772.92

* Para el célculo de correlaciones se utilizaron los promedios semanales

R CUADRADO 0.72 COEF DE VARIACION 47

RAIZ DE CUAD MEDIO DEL ERROR 18 MEDIA 37.9
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