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1. INTRODUCCION

La industria de flores de exportacidn ha pasadc a ocupar un lugar
la

tmoortante en la economia colombiana, generando nuevos emplecs
LUno de los factores 1imitantes en

lores de corte, son los problemas fitosanitarios.

y mayores divisas al pafs.
Por esto se hace necesario el estudio a fondo de algunas enferme-

oroduccidn de f
dades gue afectan la produccidn y la calidad de dichos oroductos,

tales comro las ocasionadas oor el hongo Botrytis cinerea Pers,
que poseen diferentes razas morfolbgicas y tienen diferentes gra—

dos de agresividad; la cual varia segln el clima y la variedad

dentro de una misma especie vegetal.

Las plantas

La enfermadad conocida como "mohe gris" causada por Botrvytis

2s una ce las enferm:zdades mas comunes de mucros

cinerea,
cultives cormro clavel, crisantemo, estatice v rosa
oueden ser atacadas en el camoo, en el transporte o el almacena—

ibn del patdoeno se realiza directamente a

miento. La penetr
través de heridas causadas por irs=ctos o por medios mecinicos,



El objetivo principal de este trabajo fué el estudio de la patocgene-

cidad del hongo Botrytis cinerea, aislado de flores de exportacién,

su agresividad, esporulacién, formacién de esclerocios y periodo
de incubacidn de la enfermedad. Para ello se utilizaron diferentes

variedades de clavel ((Dianthus caryophyllus) y de crisantemo

(Chrysanthemum morifolium).




Botrytis cinerea Pers es un patbgeno de amplia distril

2. REVISION DE LITERATURA

rmundo y que ataca diversas plantas ornamentales y 77 los . e
riodos grolongados de humedad relativa alta (7, 15, 18).

TAXONOMIA

ia forma-génerc Botrytis Pers es ubicada por Hernabe
dentro de los MHiphomycetos, familia Botrmylidiaceae L
Esta forma-génerc se caracteriza por poocoi COnLiiG. o
erguidos, de ramificacibén numsrosa y aiterra. Las co
son uniceldadas, de color gris 0 parde v de forma ghor

ovoide (5, S).

El estado perfecto estd referido al género Botryotini-

dal orden Helictales, familia Sclerotiniaceae Wheize

Teniendo en cuenta recomendaciones de Heninebert (9) oo

3



estados sexual y conidial del género Botrytis estan clasifica—

dos asf:

Divisidn:
Clase:
Orden:
Familia:
Género:

Especie:

De acuerdo

Estado Sexual

Mycota
Discomycetos
Heliotales
Sclerotiniaceae
Botryotinia

Botryotinia convoluta

Estado Conidial

B. porri
B. ricini
B. sgquamosa

Y otras

Myecata
Hinphomycetos
Moniliales
Botrytidiaceae

Botrytis

Botrytis convoluta

B. fabae

8. cinerea

B. globosa

Y otras.

& una reciente clasificacidn, el género Botrytis

cuenta con 22 especies y el género Botrytinia con 13 espe-

cies (13, 14).

Morgan estudid 33 aislamientos de Botrytis cinerea valiéndo-

se de la taxonomia numérica y utilizando 107 caracteristicas;

concluyd gque este patbgeno es un complejo de razas identifi-

4



cables por caracteristicas cuiturales, Lere ninguna distinia

suficientemente de la otra como para ubicarlas =n o oo

taxo (14).

Hennebert afirma que las caracteristicas culturales por po—
derse manejar con cierta amplitud, no tienen mucho valor en

la diferenciacién de razas (9).

VARIABILIDAD

Jarvis (1977) sefiala que el ganero Botiytis an ~ull!

puede ser dividido en tres tipos: Tipo Micelial, tige oo
tarie y tipo Zsclerocial. Trabajos posteriores vy recicntes

(3) confirman la existencia de un tipo intermedio entre lo:

tipos Esporulante  Escilerocial (13).

Ctros investigadores han encontrado caracteristicas -0
lbgicas variables, de zcuerdo ai contenido de nubei

los medios de cultivo donde se desarrolle el patbgenc y 2 Lo

condiciones del madio ambiente; Vanev (1872} encortrf gu

las conidias de B. cinerea, B. paconiae, B. tulipae y B.

gladioloruny variaban en tamafo segln el hospedante origi-

L8]

nat y el medio de cultivo utilizado; las conidias cambiaban

5



nuevamente de tamafio cuando el hongo se reaislaba de hos—

pederos infectados artificialmente (13).

Paul (1929) citado por Jarvis (12), reconocid tres tipos mor-

foldgicos de Botrytis cinerea: micelial, esclerocial y esporu—

lante; encontrd diferencias en el tamafo de las conidias, lo
mismo que un crecimiento mis lento de las razas esporulan-
tes. En cuanto a patogenecidad, encontrd que las razas mi-
celiales tuvieron un crecimiento mas répido y que las razas

esclerociales presentaron menor patogenecidad (13, 18).

Berkeley (1924) caracterizd cuatro razas morfolbgicas de

Botrytis cinerea aislados de geranio, calabaza, girasol y

céfiamo, teniendo er cuenta la forma como metabolizaron el
nitrbgeno; también encontrd-diferencias en patogenecidad so-

bre los diferentes hospedantes (13, 18).

Saponaro (1953) dividid los aislamientos de Botrytis cinerea
2 & J

obtenidos de unva, en siete razas morfoldgicas basandose en

diferencias de tamafo de las conidias (18).

Lauber (1571) halld diferentes razas fisioldgicas de cinco ais-
lamientos distintos. Confirmd que el tamafio de la conidia

]



dependfa del pH, de la relacibdn C:N y de los nutrientes del
medio de cultivo, de la edad del cultivo asi como de 1a hume-
dad relativa del medio. Este autor sugiere !z estandarizacibn
de un meadio de cultivo para los estudios de este hongo, con =i
fin de evitar variaciones en las caracteristicas morfolbgicas

(13, 18).

Chaves y Henao (1981) encontraron diferentes razas morfold-
gicas de B. cinerea, afectando cultives de flores en la Sabana

de Bogotd (3).

Stakman y Pienmeisel (1217) reconocieron difcrentes razas
fisiolbgicas en royas, capaces de iri1e

vos homogéneos desde el punto de vista genético; encorTr
que la identificacidn de las razas fisioldgicas se basa en =
patogenecidad a clertas variedades de la planta hospedante.
Ademés confirmaron gque alguncs patbgenos que crecen bien
en madics diferentes, pusden producir innumzrables razas
morfolégicas de acuerdo al medio de cultive , pero ésta ca=-
racter{stica raramente esti correlacionada con 12

dad o virulencia (186).

~J



PATOGENECIDAD

Botrytis cinerea tiene nospedaintes en Monocotiledbineas, Di-

cotileddneas y ocasionalmente en Pteridéfitos. Las cemias
esoecies de Botrynis atacan Monocotileddrneas de las farilias
iridaceae, Amarylidaceac, Liliaceae y Ranunculaceas con

alguna especificidad (14).

Pwelson v Jarvis demostraron qgue Botrytis cinerea puede

afectar las vartes florales de fresas y frambuesas en ios
orimeros estadios de desarrollo y que las infecciones pueden

permanecer latentes para finalmente destruir los frutos (13).

Chastagner y Oazawa (1973) encontraron dafios en tormate cau-

sadcs por Botrytis cinerea, observandose infecciones laten—

tes en los frutos jbvenes,

FOR N ] s T § s s B i b e AL
Rohbach (198%9-72) relzciond la infeccibn con hoias de MNaca~

demia, con periodos de fuertes lluvias, indicande gque en

zstas condiciones no s produce la enfermedad debldo a la
nérdida de conidias por lavado a consecuencia de las lluvias;
como también por pérdida de coni'ias a causa del viento.

Temperaturas superiores a los 22°C también redujeron la



incidencia de la enfermedad (11, 14, 15).

Jarvis (1981) confirma que Botrytis cinerea es un patdgeno

comin durante la floracién; las partes florales aportan un ex—
celente sitio de infeccibn y una vez colonizadas éstas por el
micelio, se convierten en indculo potencial listo para atacar

frutos y otras partes de la planta (14).

M

n Colombia Botrytis cinerea a menudo ocasiona pérdidas

considerables en cultivos de uva, fresa, morea v ornarments-

les, especialmente en perfodos de alta precipitacién (20).
CONDICIONES QUE PREDISPONEN LA PLANTA A LA
INFECCION

Se ha confirmado que el etileno predispone flores vy frutos da

algunas plantas al ataque por Botrytis cinerea (15), Wiliiar

son (1850) encontrd un incremento de etileno en los tejidos de

crisantemo y clavel, atacados por Botrytis cinere=, =i =i

leno dafa las flores v facilita el ataque por el patdgenc 713).

Los tejidos senescentes de las plantas hospedantes se con-
vierten en un sustrato adecuado para el hongo (10, 13).

Q



El incremento de agua y el intercambio gaseoso en los tejidos
conducen al aumento de la nermeabilidad celular, predispo-
niendo asf los tejidos a la infeccidn. Mishra experimentd

con tubérculos de papa y comorobd que éstos se hicieron sus-

v

ceptibles al patdgenoc con un mayor contenido de agua (13).

El contenido de carbohidratos en los tejidos es un factor im—
portante de la predisposicidén a la enfermadad. Kamoen {1972)
encontrd que un alto contenido de azlcar en hojas de Begonia

raclan susceptible la planta a la infeccidén por Botrytis cine—

rea (13).

Las deficiencias nutricionales de la planta juegan un papel de
predisposicibn, pues conducen a ésta a una senescencia pre—
matura facilitando asi el ataque del patdgeno. El exceso de
algunos elementos también pueden predisponer a la planta.
Un exceso de Nitrdgeno en fresas, naranja, uva y crisante-
mo predisponen los frutes y flores al ataque por Botrytis i

nerea (13).

Hay otros factores gue predisponen los cultivos a la infeccidn

tales como las heladas, las guemaduras por el sol v el viento
3 q ¥
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polucidn atmosférica, insectos, neméatodos y bacterias (13,
15).

COMPUESTOS IMPLICADCS EN EL PROCESO DE

INFECCION

Muchas especies de Botrytis secretan enzimas pectinol iticas

13
[N i BN

v otras enzimas que degradan las paredes celulares, faciii—
kS

tandole al patdgeno la invasién a los tejidos de la planta

s

[lieva (197 1) encontrd gue las toxinas producidas por Botrytis

cinerea fueron responsablés de la abscisidn de peciclos

oy TR ooy | e
Artiricial

frutos de tomate cuando éstos fueron inoculados

mente (13),

Uvecarov (1937) considera que la acumulacidn de ticurea ¢

los tejidos parasitados por Botrytis cinerea podria ser
J
consable de amarillamiento de las hojas y por ende

reduccibn en la actividad fotosintética (13).

Otras toxinas como acidos citrico y oxalico han sido consi-

=

i}

deradas por algunos investigadores ruscs en la patogénesis

»
1
13

{

El efecto bicguimico de 1a

de Botrytis cinerea en repollo.

11



toxinas producidas por este hongo en los tejidos de repollo

interfieren los procesos fotosintéticos (13).

La resistencia de algunas plantas a Botrytis cinerea ha sido

atribuida a sustancias especiales en el hospedante, las cua-—
les interfieren con el desarrollo y la multiplicacién del paté—

geno. La resistencia quimica del tulipdn a Botrytis cinerea

y _B. tulipae se debe a la presencia de tulipbsidos {l—acylgli-
cdsidos) gue son liberados por los pistilos. Bajo la influen—

cia de Botrytis cinerea los tulipbsidos pueden degradar las

lactonas con una alta actividad antifingica (12).

Jarvis (1975) confirma que hasta el momento ne se han en—

contrado genes mayores de resistencia a Botrytis spp. en

plantas ornamentales (12).

12



3. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron flores cortadas tino

exportacidn, cultivadas bajo invernaderos, pertenecientes a las =i-

guientes esvecies y variedades: Clavel (Dianthus_g_aryophylius), va-

riedades Improved White, Lenna, CSU Red; Crisanterno (Chrvsan—

themun morifolium), variedades Red Flamenco, Firebrand, Blue

Marble, Starsbursty Deep Telstar.

OBTENCION DE LOS CULTIVOS PUROS

Las flores con los sintomas tipicos de la enfermedad, pesue-
Aas manchas pardas y acuosas, se colectaron en cultivos ubi~-
cados en los mrunicipios de Madrid v Mesguera., Estos mate-
riales se colocaron por separado en camaras hGarmeadas con el

fin de induci» la esporulacidn,

Se realizaron siembras de! "oNngo en cajes de petri con papa—
dextrosa—agar (PDA) como medio de cultivo hasta obtener ais—

lamientos puros.

13
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OBSERVACIONES MACROSCOPRPICAS

Los aislamientos se caracterizaron de acuerdo a la forma,
elevacidén y color de la coleonia, tipo de crecimiento y forma-

cién de esclerocios.

El estudio del crecimiento micelial consistid en siembras del
hongo en tubos de ensayo de 20 cm de longitud, usande PD A
como medio de cultivo los cuales se incubaron a una tempera—

tura de 24°C & 2°C.

OBSERVACIONES MICROSCOPICAS

= Con el fin de comprobar si todos los aislamientos obtenidos

ertenecian a la especie Botrytis cinerea, se hizo estudio de
2

tamafio y forma de conidias. En una lamina porta—objeto se
tiferon las conidias con azul de metileno, observando 50 co-

nidias por aislamiento.

PRUEEBAS DE PATOGENECIDAD

=1 propdsito de esta prueba fué determinar la agresividad de
los tipos morfoldégicos del patbgeno, mediante la observacién
de los sintomas sobre cada variedad de clavel y crisantemo.

14



Ademés de conocer el tiempo de incubacidén del hongo en cada
hospedante, se determind la velocidad de avance de la enfer—

medad y la especificidad del hongo.

Para la realizacidn de las pruebas de patogenecidad se selec—

cionaron de clavel las variedades Lenna de flores colcor rosa—

do, Improved White de color blanco y CSU Red de color rojo.

En las pruebas de patogenecidad con crisantemos las varieda-—

des inoculadas fueron Deep Telstar de flores color morado,

Fire Brand de cclor amarillo y Red Flamanco de color rojo.

En esta prueba se trabajd con flores en grado comercial de

abertura, inoculando los pétalos externos de cada flor con el

fin de facilitar las observaciones posteriores.

Disenc Experimzantal

Se utilizd un disefio experimantal de blogues completos al azar
con tres repeticiones; la unidad experimental consistid en 9
erlermeyers de un litro de capacidad con tres (3) flores cada
uno, previamente desinfestados con hipoclorito de sodio al
1%, enjuagados y llenados con 600 ml de agua destilada esté-

ril.



3.4.2

Los erlenmeyers con las flores se colocaron dentro de céa-
maras himedas de madera de 1 metro de altura, 1.280 me-
tros de large, cubiertas en polietileno. Con el fin de medir
la humadad y la temperatura dentro de las camaras se uti-

lizd un higrotermbarafo.

Cada 24 horas se realizaron meadidas repetidas del nGmero
de pétalos afectados, tomando como base doce pétalos ex—
ternos; sobre esta misma unidad se midid en solo tres péta~
los, el area de los pétalos afectados. Las variables de res—
nuesta fueron: Nimero de pétalos afectados (n = 12) y por—

centaje de area floral afectada (3 pétalos).

Inoculaciones

De cada uno de los aislamientos obtenidos se prepard una
suspensibn con una concentracidn de 80,000 =sporas por

mililitro con ayuda de un hermacitémetro.

Una buena esporulaciébn de los aislarmrientos se obtuvo en

2l m=zdio de peptona—agar.

La inoculacibn se hizo con atomizadores plasticos, asper—

janco solo las partes externas del botdn floral.

16



3.4.3 Evaluacidn de especificidad, tiempo de incubacidn vy

agresividad

Se disefd una escala de patogenecidad para todos los hos-
pedantes, con cinco grades de afeccidn, porcentaje de area
afectada (0-100%) y presencia o ausencia de esporulacibn
(Tabla 1); estas observaciones se realizaron diariamente

durante 9 dias.

La agresividad del patbdgeno se determind mediante la varia—
cibn de los sintomas sobre cada hospedante, el tiempo de
incubacién de la enfermedad, el porcentaje de afeccién de

los pétalos de clavel y del involucro del crisantemo.

Al término de 9 dias y teniendo en cuenta el momento en
que los testigos comenzaron a presentar la enfermedad por
contaminacién con los tratamientos inoculados, se reaisld
el patdgeno con el fin de comprobar al final si tenfa carac-
teri{sticas iguales a los aislamientos utilizados en las prue—

bas iniciales.
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TABLA 1 Escala de dafo, porcentaje de Area floral afectada Y
esporulacidn para la prueba de patogenecidad de Botry-

tis cinerea sobre varicdades de Clavel y Crisantemo.

% de Area floral

Escala Sintomatologia SFEctads

o = Sin sfntomas visibles 0

1 = Aparicibn de lasiones pequefias 0 - 20

2 = Desarrollo de lesiones y aparicibn 21 = 40
de lesiones nuevas

3 = Coalescencia y aparicién de lesio- 41 - 80

nes nuevas

4 = Necrosis parcial vy desarrollo 61 - B8O
de lesicnes nuevas

5 = Afeccién total 81 - 100




4. RESULTADOS Y DISCUSION

ESTUDIO MACROSCOPRPICO DE LOS AISLAMIENTLS

|Los diecisiete aislamientos obtenidos dz diferentzs varicda~
des de clavel y crisantemo se agruparon & res tinpns s
¥

acuerdo a la elevacibn y la coloracibn de ia ~oionia, la ror

macidn de esclerocios v la intensidad de espor-uicsiin ast:

Tipo Esporulante : Aislado de las variedades de ciawel (i

Red, Exquisite, Pallas y Nhora. De variedades de crizco
temo Starsburst, Jambori, Golden Polaris, White Marble,

Don Lbpez vy Super Yellow,

Tipo Esclerocial : Aizlado de la variedad de clavel Impro-

ved White y de la variedad de crisantema Red Flarmeno

Tipo Intermedic entre los tipos Esporulante y Esclerccial

Aislado de las variedades de clavel Lernna, Manon vy cg as

19



variedades de crisantemo Blue Marble, Florida Marble WY

Deep Telstar.

Sin embargo los aislamientos mostraron una gran variabi-
lidad morfoldgica cuando fueron somstidos a condiciones si—
milares de temperatura, luz y medios de cultivo. La varia-
bilidad consistibd principalmante en la elevacién, forma vy
coler de la colonia, lo mismo que en la formacidn de escle-—

rocios.

Los aislamientos pertenecientes al tipo Esporulante presen—
taron colonias algodonosas, altas y de color griséceo; des—
pués de 20 dfas de incubacibn, las colonias formaron en los

bordes del msdio de cultivo esclerocios peguefios Y redon-—-

2 X

eados.,

—
0
W
0

aislamientos correspondientes al tipo Esclerocial pre—
sentaron colonias de poca elevacibn, deprimidas y de colo-
racidn crema. A los cuatro dias de incubacidn las colonias
formaron en todo el medio de cultivo esclerocios de color
olanco gue poc a Poco se tornaron O0scuros hasta tener un
color negro; a los diez dias todo el medio de cultivo estaba
llenc de esclerocios grandes y pequefios, de forma irregular,

20



FOTOGRAFIA 1

Colonias de los tipos Esporulante (abajo derecha),
Esclerocial (arriba) e Interm=zdia (abajo izqu ierda),

aisladas de diferentes variedades de clavel.

21



FOTOGRAFIA 2

Colonias de los tipos Esporulante (arriba derecha),
Esclerocial (arriba izquierda) e Intermadia (abajo),

aisladas de diferentes variedades de crisantemo.
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En el Tipo Intermadio se incluyeron los aislamientos que pre-
sentaron dos zonas de crecimiento: una algodonosa con abun-
dante esvorulacibn y otra deprimida con formacibn de escle~
rocios. Los esclerocios formados por las colonias de este

tioo fueron grandes y pequefios de forma irregular.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Ademés de estudiar las caracteristicas macroscbdpicas de los
aislarrientos, se hizo un estudio micrbscéplco dei hongo, cri-
terioc para la clasiﬁcacién_de las especies del géneroc Botrytis,
Una de las bases para la clasificacidn de estas espacies es 12

forma v el tamanc de las conidias.

La variacidn del tamafio de las conidias de los diferentes ais—

lamientos fué muy pequefia (Tabla 2).

El aislamiento Tipo Esclerocial de clavel presentd esporas
de dimensiones mas pequefias (2.8 micras de largo x 6.8 mi-
cras de ancho), mientras que el aislamiento tipo Intermsadic
de Crisantemo presentd las conidias de mayores dimensio-
nes (11.0 micras de largo x 2.2 micras de ancho).

De los resultados se concluye que las variaciones en tamafo

de las conidias dependen posiblemente de la genética de cada

23



hospedero, pues se utilizaron condiciones similares de luz,

temperatura v madio de cultivo,

Messinger, segin Chaves v Henao (1982) considerd la dimen-
sibn y la forma de la conidia como valores dudosos en la taxo—
nomia de Botrytis por las variaciones que pueden presentar

las conidias debido al madio de cultivo (3).

PRUEBAS DE PATOGENECIDAD

En la Tabla 4 se observa que el perfodo de incubacidn fué mais
corto cuando las variedades de clavel se inocularon con el ais—
lamiento Tipo Esporulante, siendo la variedad Lenna en donde
se presentd el perfodo de incubacién méas corto (45 horas).
Cuando las variedades de clavel se inocularcn con el tipo Es-
clerocial, las variedades Lenna, CSU Red e Improved White

mostraron los primeros sintormas a las 158 horas.

Cuanrdo las variedades de clavel se lnocularon con el aisla—

mignto Tipo Intermadio, el perfiodo de incubacidn en la varie—

"y

dad Lenna fué de 96 horas, mientras que en la variedad Im-

o

oroved White y CSU Red, el perifodo de incubacidn fué de 159
noras,

De acuerdo al tamafio de las conidias (Tabla 2), todos ios ais—

larnientos obtenidos pertenecen a la especie Botrytis cinerea (8).
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En la Tabla 3 se observa que el Tipo Esporulante aisiado de
Clavel presentd el crecimiento micelial mas répido que el
Tipo Esporulante aislado de Crisantemo, puss misntras ese
aislamiento de Clavel crecié 16.0 cm en 214 horas el da
Crisantemo necesitd 2388 horas para los 16.0 cm.

Los aislamientos Tipo Esclerccial aisiados de Clavel y Cri=

santena mostraron la misma tasa de crecimiento la cual fué

i

iz 18.0 cm en 190 horas.

Los aislamientus Tipe Intermedio aislados de Clavel v de
Crisantemo preszntaron la misma tasa de crecimiento 16.0

cm a las 214 horas.,

Los aislamientos de tipo Esclerocial fueron los

NSO TOrMaron ssgerorios,
=1 =~ — - - Yan e § — o s d e s L AL (O
=l meriodo g atlia: van las trese variedades de Ceisante

mo fué el mismo cuando se inocularon can los aislamiento:
tipos Esporvlante y Esclerocial, el cual fué de 65 Rorac
Zlaizlamiento tipe Intermeadic ocasiond un paeriodo de incu-

S laryo. La variacidn en el perfodo de incubac . dn

iy
1



fué menor en crisantemo que en clavel .

La Tabla 4 muestra gue todos los aislamientos utilizados
fueron patogénicos para las variedades de clavel Yy crisan—

temo estudiadas.,

Los diferentes aislamientos fueron patogénicos en las tres
variedades de clavel inoculadas; sin embargoc se observaron
variaciones tanto en su morfologia como en su agrestividad.

{Tabla €).

El aislamiento tipo Esporulante fué el méas agresivo en flores
de clavel siendo Lenna la variedad méas afectada con un 93 %
de dafio después de § dias de inoculacibn (Figura 1y Foto-
oraffas 3y 4). Esta misma variedad con el aislamiento tipo

3

Esclerocial resultd afectada en un 77% (Figura 1 y Fotogra-

-

- =N —1 o - o " §: ~ 2 "
ta 5). El aislamiento tipo Intermadio solo afectd esta va-

-

rided en un 18% (Figura 1 y Fotografia 6).

La variedad de clavel Improved White tambidn fud bastante

afectacda por el aislamiento tipo Esporulante presentando un

o~

rza floral afectada. Con el aislamiento tipoc

W

IVIA

87% de

o
w
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TAEBLA 5 Anilisis de varianza para promedios de area floral

afectada por variedad y por aislamientos.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado
variacidn Libertad Cuadrados Medio
Blogues 2 0.500 0.250 NS
Tratamientos 3 23055.623 2.881.952 **
Variedad (V) 2 3.703.418 1.851,709 **
Tipo de Aislante (A) 2 18.612.865 9.306,432 **
Variedad por tipo de -
Alislamiento A x V) 4 739.338 184,834 NS
Error e 1.382.6687

TOTAL 26 24.,438.79
SN:  No sxiste diferencia significativa

Hay diferencia significativa al nivel o= =



Promedio de area floral afectada por variedad y por tipo de

aislamienta.
VARIEDAD
i i Bl

Alslamlento cque Improved White Lenna CSU Red
1 68.3 96.5 41.6

Tipo Esporulante 2 50.0 88.2 2.5
3 70.0 @S.7 80.0
1 50.0 758 45,83

Tipo Esclerocial z 42.5 90.8 45.¢
3 855.0 86.6 51.8
1 3.4 13.8 17.3

Tipo Intermsadio 2 4.7 2c.8 C.0
3 4.4 6.6 6.6
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TABLA 6 Prueba de Duncan para promedio de &rea floral

afectada por variedad y por tipo de aislamiento.

Tipo de Grado Area floral

Variedad Bislaniants de y Afectada
Afeccidn (%)

LLenna X Esporulante 5 93.48 a
Lenna b4 Esclerocial 4 77.73 ab
Improved White x Esporulante 4 67.76 bc
CSU Red. X Esporulante 3 54.70 be
Improved White x Esclerocial 3 49,16 c
CSU Red X Esclerocial 3 48.30 &
Lenna x Intermedic 1 16.73 d
improved White x intermedio i 7.96 d
CSU Red b Intermedio 1 4,18 d
Promedios con igual letra son iguales al nivel de <& = 0.01.
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Esclerocial se presentd una afeccibn del 49% del Area floral.
El aislamiento tipo Intermadio fué el menos agresivo de los

tres (Figura 1 y Fotografia 7).

La variedad de clavel CSU Red fué la variedad menos afecta~
da por los tres tipos de aislamientos; sin embargo el tipo Es-
porulante logrd afectarla en un 54%. Con el aislamiento tipo

Esclerocial, esta variedad mostrd un porcentaje de area flo—

L

ral afectada de 48.30%, mientras que con el aislamiento tipc

Intermedic fué de 4% (Figura 1, Fotografias 4, 5y 8).

El aislamiento menos agresivo para las tres variedades de

clavel fué el tipo Intermsadio (Tabla 8).

A nivel estadistico el anilisis de varianza (Tabla 3) no se re—
gistraron diferencias significativas para las interacciones
Alislamiento por Variedad (A x V), aunque si se presentaron
para las principales fuentes de variacidn: Aislamiento (A)

y Variedad (V).

lLas pruebas de Duncan (Tablas 8 y 7) confirmaron que Lennz

fué la variedad méas afectada, encontrandose diferencias
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TABLA 7 Prueba de Duncan para efecto de variedades de clavel

sobre el porcentaje de &rea floral afectada.

Promadio de &area floral

Variedad

afectada (%)
Lenna 62.642 a
Improved White 38.699 b
CSU Red 36.988 b

Prueba de Duncan para efecto de tipos de aislamier—

tos sobre el porcentaje de area floral afectada.

Promeadio de area floral

Ti d isl iento
ipo de aislamien sfectads (%)

Esporulante 70.31 a
sclerocial 58.39 a
Intermedio 9.62 b

Promedios con igual letra no tienen diferencia significativa al
nivel de « = 0.01,
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TABLA B Anilisis de varianza para promedios de nimeros de

pétaios afectados por variedad y por aislamiento.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado

Variacibn Libertad Cuadrados Medio
Blogues 2 3.138 1.569
Tratamientos 8 361,883 45,235 xx
Variedad (V) 2 88.800 44,400 xx
Tipo de Aislamiento (&) 2 241.460 120.730 xx
VvV ox A 4 31.622 7.805 xx
Error 16 7.280 0.455

TOTAL 26 372.30C2

xx : Hay diferencia significativa al nivel de L = 0.01.
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significativas entre esta variedad y las variedades Improved
White y CSU Red cuando se inocularon con los aislamientos
tipo Esporulante y Esclerocial; sin embargo no hubo diferen—
cias significativas entre la variedad Improved White y CSU

Red.

Las pruebas de Duncan (Tabla 7 v Figuras 2 y 3) demostraron
gque el aislamiento tipo Esporulante fué el mas agresivo de las

tres y gue la variedad Lenna fué la méas susceptible.

Las variedades con mayor nimero de pétalos afectados fue—
ron Improved White y Lenna 9 dfas después de inoculacién
con el aislamiento tipo Esporulante (Tabla 9 vy Figura 4); de
la misma manera cuando se inocularon con el aislamiento

tipo Esclerocial, fueron las variedades méas afectadas.

La variedad de clavel con menor nlimero de pétalos afacta—

dos fué CSU Red con el aislamiento tipo Intermedio.

A nivel estadistico los anélisis de varianza (Tabla 8) regis-
traron diferencias significativas para las interacciones Ais—

lamiento por Variedad (A x V), como para las principales
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fuentes de variacibén: Aislamiento (A) y Variedad (V).

L.as pruebas de Duncan (Tablas 9 y 10) demostraron gue no
se presentaron diferencias significativas entre el nlmero de
pétalos afectados de la variedad Lenna y la variedad Impro-
ved White cuando se inocularon con los aislamientos tipo Es—
porulante y Esclerocial, pero sf se presentaron diferencias
significativas entre éstas dos variedades y la variedad CSU

Red, menos afectada por estos aislamientos.

Cuando las variedades fueron inoculadas por el aislamiento
Tipo Intermedio, el anilisis estadistico demostrd que no se
presentaron diferencias significativas entre las variedades
Improved White y CSU Red, pero si entre estas dos varie—

dades vy la variedad Lenna (Tabla 9).

Las pruebas de Duncan para efecto de variedades y aisia—

- ientos sobre promadios de niGmero de pétalos afectados
(Tabla 10, Figuras 5y 8) confirmaron que la variedad méas
afectada fué Lenna y que el aislamiento tipo Esporulante fué
el més agresivo, aungque No se presentaron diferencias sig-

nificativas entre &ste y el tipo esclerocial.
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TAEBLA S

Prueba de Duncan para promedios de nlmeros de

pétalos afectados por variedad y por aislamiento.

Variedad

Tipos de

Alislamiento

Promedios de nGmeros
de pétalos afectados

Improved White
Lenna
Immproved White
- Lenna

CSU Red
Lenna

CsSU Red
Improved White

CSU Red

Esporulante
Esporulante
Esclerocial
Esclerocial
Esporulante
Intermedio
Esclerocial
Intermedio

Intermeadio

ab

be

becd

de

Fromedios con igual letra no tienen diferencia significativa al

nivel de < =
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TABLA 10 Prueba de Duncan para efecto de variedades sobre

el promedio del nGmero de pétalos afectados.

Promedio de nGmero de pétalos

aread afectados
Lenna 9.27 a
Improved White 7.93 a
CSU Red 4,93 b

Prueba de Duncan para efecto de tipos de aislamien—
tos sobre 2l promadio del nGmero de pétalos afec—

tados.

_ _ Promedio del nimeroc de pétalos
Tipos de Aislamiento

afectados
- Esporulante 10.42 a
Esclerccial 8.40 a
Intermadic 3.31 b

FPromedios con igual letra no tienen diferencia significativa al

nivel de <« = 0,05.
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Se presentaron diferencias significativas entre el nGmero
de pétalos afectados de la variedad CSU Red y las varieda-

des Lenna e Improved White.

La afeccibn en crisantemo se midid en el ciliz (involucro),
pues la enfermedad no se presentd en los pétalos sino ape-

nas en el involucro (Tabla 11y Figura 7).

El aislamiento tipo Esporulante fué el més agresivo en flo-
res de crisantemo, como ocurrid en flores de clavel. La
variedad Red Flarmenco fué la variedad més afectada con un
80% de afeccién, presentédndose ademés el cabeceo de la flor
después de 9 dias de inoculacién (Fotografia 8). Esta misma
variedad inoculada con el aislamiento tipo Esclerocial resul-
t6 afectada en un 70% presentandose tanr-wbién cabeceo de la
flor. El tipo Intermedio fué el aislamiento menos agresive
causando un cabeceo moderado de la flor con porcentaje de

~

afeccidn de 50% a los 2 dias de inoculacibn (Fotografia 9).

La variedad Deep Telstar cuandc se inoculd con el aislamien-
to tipo Esporulante presentd un 65% del involucro afectado

ocasionando cabeceo de la flor, pero cuando se inoculd con
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FOTOGRAFIA 3

Sintomas en flores de clavel de la variedad Lenna

inoculadas con el aislamiento Tipo Esporulante.
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FOTOGRAFIA 4

Sfntomas en las variedades Lenna (izquierda), Impro—
ved White (centro)y CSU Red (Derecha) a los 9 dfas de

inoculacién con el aislamiento Tipo Esporulante.
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FOTOGRAFIA 5

Sintomas en las variedades Lenna (izquierda), Impro-
ved White (centro)y CSU (derecha) a los 9 dias de ino-

culacién con el aislamiento Tipo Esclerocial.
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FOTOGRAFIA 6

Sintomas en las variedades Lenna (izquierda), Impro-
ved White (centro) y CSU Red (derecha) a los 9 dfas

de inoculacién con el aislamiento Tipo Intermedio.
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FOTOGRAFIA 7

Sintomas en flores de clavel de la variedad Improved
White inoculadas con los Tipos Esporulante (izquierda)

Esclerocial (centro) e Intermedio (derecha). .
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el aislamiento tipo Esclerocial solo alcanzd un 28% de afec—
cidn en el involucro y solamente ocasiond una distorsién leve
de la flor. EIl aislamiento tipo Intermedio no logrd distorsio—

nar la flor (Fotografia 10).

La variedad Fire Brand fué la variedad de crisantems msnos
afectada por el patbgeno, aungue el tipo Esporulante la afectd
ocasionando un cabecec moderado y el tipo Esclerocial dis—

torsiond la flor (Figura 7, Fotografias 11, 12 y 13).

Los resultados demostraron gue la variedad de crisantemo
méas afectada fué la Red Flamenco. Las variedades Deep
Telstar y Fire Brand fueron las menos afectadas. El aisla-
miento tipo Esporulante fué el méas agresivo y el aislamiento
tipo Intermedio el menos agresivo para las tres variedades

de crisantemo.

La enfermedad no progresd en los pétalos de las flores del
crisantemo, sino que afectd Gnicamente el involucro y el
pedlnculo floral. En las variedades de clavel el patdgeno

solamente afectd los pétalos pero nd el caliz.
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Al respecto se cree que por estar cubierto tanto el ciliz
como el tallo y las hojas del clavel, de una gruesa capa de
cera (Fotografia 14), ésta actle como repelente del agua
impidiendo asi la penetracibén del hongo en estas partes de
la planta; es posible también que esta capa de cera actfie

como protector mecéanico a la penetracidn del hongo.

E1l clavel pertenece a la familia Caryophyllaceae vy el cri-
santemo a las Compositae v por lo tanto sus flores presen—

tan una morfologia, anatomfa y alin una genética diferentes.

En cortes a nivel de pedinculo floral se encontrarcn diferen—
cias en cuanto a las capas de parénquima vy colénguima , sien-
do estas capas méas numercsas en el crisantemo; no se cono—
ce que implicaciébn puedan tenzr estas capas en la coloniza-—
cidn de los tejidos por el hongo; es posible también que sus-
tancias presentes en los pétalos de crisantemo actfien como

inhibidores del desarrollo del patbgeno.
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FOTOGRAFIA 8

Cabeceo de la flor y esporulacidn en el céliz de la
variedad Red Flamenco inoculadas con el aislamrien-—

to Tipo Esporulante.
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FOTOGRAFIA 9

Sintomas en flores de Crisantemo de la varidad Red
Flamenco inoculadas con los Tipos Esporulante (iz-

quierda), Esclerocial (centro) e Intermedio (derecha).
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FOTOGRAFIA 10

S{ntomas en flores de Crisantemo de la variedad Deep
Telstar inoculadas con los Tipos Esporulante (izquier—

da), Esclerocial (centro) e Intermedio (derecha).
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FOTOGRAFIA 11

Sintormas en flores de Crisantemo de la variedad Fire
Brand a los 9 dfas de inoculacidén con el aislamiento

Tipo Esporulante.



FOTOGRAFIA 12

Sintomas en flores de Crisantemo de la variedad Fire
Brand a los 9 dias de inoculaci®n con el aislamiento

Tipo Esclerocial.
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FOTOGRAFIA 138

S{ntomas en flores de Crisantemo de la variedad Fire
Brand a los © dias de inoculacidn con el aislamiento

Tipo Interm=adio.
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FOTOGRAFIA 14

Corte de pedinculo floral de clavel donde se observa

en la epidermis una gruesa capa de cera.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se encontraron tres tipos de aislamientcs de Botryiis cinercn

en variedades de clavel y crisantemo: Tipo Esporulante, Tipo

Esclerocial y Tipo Intermedio entre Esporulante y Esclerocial.

Los tres tipos de aislamientos presentaron variacionsz mor
foldgicas. La variabilidad consisti® principalmente en la ela—
vacibn, forma y color de la colonia, formacién de esclerocios

y tamafic de las conidias.

No se encontrd relacidn entre la tasa de crecimiento micelia!
en el medio de cultivo y la patogenecidad. E! aislamiento tipo
Esclerocial mostrd una tasa de crecimiento méas rapida v n

fuéd =1 de maver agresividad en varisdades de clavel v coisan—

temo.

Se encontrd una relacidn entre el periodo de incubacidn vy 1=
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patogenecidad del hongo. Los aislamientos tipo Esporulante
y Esclerocial fueron m#s agresivos y presentaron el perfodo
de incubacidn méas corto. Por el contrario el aislamiento
tipo Intermedio fué el meros agresivo para las variedades
de clavel y crisantemo y presentd el peri{odo de incubacidén

Fd
mas largo.

Los aislamientos de Botrytis cinerea de variedades de clavel
y crisantemo presentaron diferencias patogénicas, con una
mayor agresividad del aislamiento tipo Esporulante. El ais-
lamiento tipo Esclerocial fué igualmente agresivo; a nivel
estadistico no se encontraron diferencias significativas entre

la agresividad de esos dos aislamientos.

Se comprobd gue el aislamiento menos acresivo para las va-—
riedades de clavel y crisantemo estudiadas fué el tipo Inter-

medio.

La variedad de clavel més susceptible al ataque por Botrytis
cinerea fué la variedad Lenna y la més resistente CSU &~
Asi{ mismo la variedad de Crisantemo més susceptible fui

Red Flamenco y la més resistente Fire Brand.,
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5.9

5.10

11

No se observd especificidad patogénica y los diferentes ais~
lamientos no fueron méas agresivos al ser inoculados en el
hospedero originalmente aislado. Esto demuestra la amplia

patogenecidad de la especie Botrytis cinerea.

A nivel estadistico los analisis de varianza mostraron dife—
rencias en susceptibilidad de las variedades de clavel; esto
confirma que no existe uniformidad genética en las varieda—
des, pues en algunas se observd cierto grado de resistencia

a la enfermedad.

Se concluye que hay razas patogénicas de Botrytis cinerea

en variedades de clavel y crisantemo. Los diferentes aisla-
mientos se probaron en base a la patogenecidad y a los tipos
de reaccidn sobre diferentes hospederos de una misma espe-

cie.

Se comprobd gque la especie Botrytis cinerea en variedades

de clavel ataca los pétalos; sin embargo en variedades de

crisantemo afecta el involucro y ped(nculo floral.
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5.12 Se recomiendan estudios bioquimicos para la determinacién
de las razas fisiolégicas, como la cuantificacidén de la pec—
tinasa y poligalacturonasa existente en cada uno de los tipos

de aislamientos.



6. RESUMEN

Para la realizacibn del estudio sobre la presencia de posibles razas

fisiolégicas del hongo Botrytis cinerea se utilizaron flores cortadas

tipo exportacidn, cultivadas bajo invernaderos, pertenecientes a las
siguientes especies y variedades: Clavel (Dianthus caryophyllus),
variedades Improved White, LLenna, CSU Red; Crisantemo (Chry-
santhemun morifolium), variedades Red Flamenco, Fire Brand vy

Deep Telstar.

Las flores con los sintomas tipicos de la enfermedad se colectaron
en cultivos ubicados en los municipios de Madrid vy Mosquera. Des—
pués de aislado el patbégeno, se hicieron estudios macroscdpicos y
microscdpicos y se determind la tasa de crecimiento micelial. Las
diferencias encontradas en los aislamientos obtenidos permitieron
separarlos en tres tipos: Esporulante, Esclerocial e Intermedio en—

tre Esporulante y Esclerocial.
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De cada uno de los aislamientos se prepard una suspensidn de es—

poras y se inocularcon las variedades de clavel como de crisantemo.

Para las pruebas de patogenecidad se utilizd un disefio de blogues
al azar con tres repeticiones. Cada 24 horas se hicieron lecturas
del néGmero de pétalos afectados tomando sobre estos mismos el
Area afectada. Se mididé perfodo de incubacidn de la enfermedad

en cada variedad.

No se encontrd una relacibn entre el perfodo de incubacion y la pa-
togenecidad del hongo. Los aislamientos tipo Esporulante y Escle-
rocial fueron méis agresivos y presentaron el periodo de incubacidn
mas corto. Por el contrario el aislamiento tipo Intermedio fué el

menos agresivo para las variedades de clavel y crisantemo y pre—

sentd el perfodo de incubacién mas largo.

a variedad de clavel méis susceptible al ataque por Botrytis cinerea

fud la variedad Lenna y la mas resistente CSU Red. As{ mismo la
variedad de crisantemo més susceptible fué Red Flamenco y la mas

resistente Fire Brand.
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No se observd especificidad patogénica. Esto demuestra la amplia

patogenecidad de la especie Botrytis cinerea.

Los aislamientos mostraron diferencias en patogenecidad. Se con-

cluyd que existen razas patogénicas del hongo Botrytis cinerea en

variedades de clavel y crisantemo.
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SUMMARY

To realize the investigation about the presence of possible physiological
races of the fungus Botrytis cinerea, there were utilized cut flowers
(type for exportation) of the following species and varieties: carnation
(Dianthus caryohyllus), varieties improved White, Lenne and CSU Red;
chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium), varieties Red Flamenco,
Fire Brand and Deep Telstar.

Flowers with the typical symptoms of the illness were collected in
plantations situated in the municipzlities Madrid and Mosquera. After
the isolation of the pathogenous fungus, there were made macro- end
microscopic studies and determin=tions of the rate of the mycelic
growth. The differences found in the isolated samples, allowed to
divide them in 3 types: "esporulante'", "esclerocial" and the inter—
meadiate typo between the two,

From each one of the isolated samples there were prepared suspensions
of spores and inoculated into the different varieties of carnation and
chrysanthemum.

To prove the pathogenity, there was utilized a design of blogues at
random, with 3 repetitions. Each 24 hours there were made lectures
of the number of affected petals, observing the affected surface of
each one, It was measured the period of incubation of the illness in
each variety.

A relation between the period of incubation and the pathogenity of the
fungus could not be demostrated. The isolated samples of the type
"esporulante" and "esclerocial" sere more aggressive and needed a
corter period of incubation. By way of contrast, the insolate samples
of the intermediate type were less aggressive for the varieties of
carnation and chrysanthemum and needed a longer period of incubation.

The variety of incarnation more sensitive to be attacked by Botrytis
cinerea was Lenna and the more resistant CSU Red. In chrysanthemum
the more sensitive variety was Red Flamenco and the more resistant
Fire Brand.

Pathogenic specification was not observed. That shows the wide
pathogenity of the species Botrytis cinerea.

The isolated samples showed diferences in pathogenity. It can be
concluded that there exist pathogenic races of the fungus Botrytis
cinerea in varieties of carnation andy chrysanthemum.
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