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RESUMEN

Cortaderia jubata es una planta invasora conocida por desplazar vegetacion
nativa por ejemplo: matorrales y plantas lefiosas. El control biolégico es una
posible solucién para eliminar esta maleza de plantaciones nativas evitando
efectos secundarios que tienen otros meétodos fisicos, mecanicos o quimicos.
Ustilago quitensis es un hongo Basiodiomyceto que invade las inflorescencias
de la planta C. jubata, por lo cual es considerado como posible agente de
control biologico. Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto
bioldgico que tiene el hongo U. quitensis sobre la maleza C. jubata. A nivel de
laboratorio se evaluaron condiciones de temperatura y composiciéon de medio
liquido para obtener mayor concentracién de biomasa del hongo U. quitensis.
Se establecié un protocolo que permita identificar el porcentaje de incidencia
del fitopatégeno sobre la planta. Se analiz6 la relacién entre la concentracion
de esporas del hongo en inéculos y el porcentaje de incidencia del fitopatdgeno
en la planta utilizando una camara de Neubauer. Asi mismo, se determiné el
porcentaje de incidencia en diferentes partes de las plantas utilizando dos
métodos de infeccién (aspersion y directo). Se obtuvo un mayor crecimiento
micelial a 25 °C in vitro. El tipo de esporas identificadas fueron: telioespora y
basioesporas. El hongo fitopatogeno mostr6 mayor concentracién de biomasa a
los 4 dias de incubacion en medio de cultivo liquido (0.0042 g biomasa/uL).
Existieron diferencias significativas entre los tratamientos con diferentes
concentraciones C1 (818.000 conidios/puL), C2 (360.000 conidios/uL), C3
(122.000 conidios/pL), y C4 (38.000 conidios/uL). Finalmente, se evidencié un
porcentaje de 94% de incidencia del hongo fitopatogeno U.quitensis en la
inflorescencia de la planta y 50% en las hojas por concentracion C1 por el
método de aspersion. Mientras que, con el meétodo directo con una
concentracion de (0.0042 g biomasa/pL), se determiné el porcentaje de
incidencia en la inflorescencia de 44% y en hojas de 18%. El fitopatdgeno
U.quitensis muestra una mayor incidencia utilizando el método de aspersion en
la planta representando mayor efecto en la floracion. Se propone a este hongo

fitopatbgeno como posible control biolégico de la maleza en el Ecuador.
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ABSTRACT

Cortaderia jubata is an invasive plant known to displace native vegetation for
example: shrubbery and woody plants. Biological control is a possible solution
to eliminate this weed from native plantations avoiding secondary effects that
are caused by physic, mechanic or chemical methods. Ustilago quitensis is a
Basidiomyceto type of fungi that invades different parts of the plant C. jubata for
which is it considered as a possible agent of biocontrol. The aim of the
investigation was to evaluate the biological effect that U. quitensis has over the
weed C. jubata. Temperature and media composition conditions were evaluated
in laboratory level to obtain the major biomass concentration of U. quitensis. A
protocol for identifying the percentage of incidence of the phytopathogen over
the plant was established. The relationship between the spores concentration of
the fungi in inoculums and the incidence percentage of the phytopathogen in
the plant was analyzed using Neubauer chamber. As well the incidence
percentage in different parts of the plant were determined using different
methods of infection (direct application or aspersion). It was obtained a major
mycelial growth at 25 °C in vitro. The identified spores type were: teliospore and
basiospore.Phytopathogen fungi showed a major concentration of biomass at 4
days of incubation in liquid media (0.0042 g biomass /pL). Significant
differences were observed between concentrations C1 (818.000 conidios/uL),
C2 (360.000 conidios/uL), and C3 (122.000 conidios/uL), C4 (38.000
conidios/pL). Finally, a 94% incidence of U. quitensis in flower and 50% in leafs
with concentration C1 by aspersion was evidenced, whereas direct application
(0.0042 g biomasa/pL), the incidences was 44% on flowers and 18% on leafs.
U. quitensis showed a major incidence using aspersion on the plant
representing major effect on the flowers. This phytopathogen fungi is proposed

as a possible weed control in Ecuador.
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1. Capitulo I. Introduccion

La presente investigacion se enfoca en un método bioldgico para el control
integrado de malezas a partir de la aplicacion de un hongo fitopatégeno aislado
de zonas ecuatorianas. El control de malezas en Ecuador se ha manejado con
varios mecanismos que a lo largo del tiempo han mostrado efectos adversos

tanto en la salud de las personas como en el medio ambiente.

Para analizar esta problematica es necesario puntualizar las causas. Los
métodos convencionales sean quimicos, manuales, mecénicos o fisicos son
poco efectivos; demandan tiempo y algunos son costosos para ser aplicados
en el control de malezas (DiTomaso, Drewitz, y Kyser, 2008, p.82). Por tal
razon, con los avances de la tecnologia se ha planteado una solucién que
permitira usar microorganismos capaces de atacar la maleza sin el uso de

métodos quimicos u otros métodos desfavorables.

Entre algunos microorganismos utilizados encontramos: hongos fitopatdégenos,
caracterizados por ser organismos causantes de enfermedades en las plantas;
porque producen enzimas, toxinas, entre otras sustancias; las cuales alteran el
metabolismo celular en la planta adhiriéndose las esporas a las superficies y

germinando a través del tubo germinativo (Motta y Ordofiez, 2014).

El estudio se realizdé para encontrar una alternativa al control integrado de
malezas a partir de microorganismos especificos los cuales infectan a la planta
gue se considera maleza. Por lo tanto, los hongos fitopatdgenos utilizados no
dafian el habitat de otros cultivos y son un método amigable con el medio
ambiente (Hokkanen y Lynch, 2003). Ademas, no causan afecciones a los

seres humanos



1.1 Antecedentes

Cortaderia jubata, también llamado sigse, es una planta perenne originaria de
las pampas argentinas y de los Andes de Bolivia, Pert y Ecuador. Tiene hojas
lineales de 2 a 3 cm de ancho y llegan a alcanzar hasta 2 m de alto. Cortaderia
spp. forma inflorescencias terminales en carrizos que llegan a alcanzar hasta 4
m de altura. Las inflorescencias son largas y producen miles de semillas que
logran ser diseminadas por el viento (DiTomaso et al., 2008, p. 85). Esta
herbacea tiene la caracteristica de colonizar generalmente zonas intervenidas,
es decir zonas donde la vegetacion y el suelo han sido alterados.
Investigaciones anteriores demuestran que las plantas del género Cortaderia
causan un impacto en el ecosistema, porque forman una densa colonia que
impiden el establecimiento de especies nativas presente en zonas costeras y

tierras rocosas (Gosling, Shaw, y Beadel, 2000).

Las plantas del género Cortaderia spp. son consideradas hierbas invasivas o
malezas en lugares como bosques, debido a la velocidad en que se propagan y
al efecto que provocan en los habitats naturales de ciertos paises (Vourlitis y
Kroon, 2013). Las principales plantas desplazadas por Cortaderia jubata en el
norte de las costas de Nueva Zelanda son cultivos como: Rimu (Dacrydium
cupressinum), Pingao (Ficinia spiralis), Flor de arroz (Ozothamnus
diosmifolius), Brillantisima (Coprosma repens), Manatu (Plagianthus regius)
(Reid, Sawyer, y Rolfe, 2009, p. 14).

La literatura sefiala que tanto California del Sur y Hawai en Estados Unidos, y
en otros paises como Nueva Zelanda, las comunmente llamadas hierbas jubata
han proliferado sin ser plantas autdctonas (Okada, Lyle, y Jasieniuk, 2009;
Vourlitis y Kroon, 2013). En Estados Unidos se empez6 a considerar como una
maleza desde la década de los 60. Sin embargo, inicialmente, Cortaderia
jubata se introdujo en Estados Unidos, Nueva Zelanda y Africa del Sur como
una planta ornamental y como un pasto de secano (DiTomaso et al., 2008, p.
82). En Ecuador las malezas se localizan en ecosistemas de Matorral

altoandino en zonas de la parte sur y norte del pais principalmente en


https://es.wikipedia.org/wiki/Ozothamnus_diosmifolius
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barrancos o quebradas (Museo Ecuatoriano de Ciencias Naturales (MECN),
2009, p. 34). Las plantas del género Cortaderia se caracterizan por localizarse
junto a plantas lefiosas, matorrales, pastos perennes nativos, asi como: cola
de venado (Andropogon gerardii), conjunto de plantas como: Nachag (Bidens
andicola), Leandra subseriata, Zapatitos (Calceolaria crenata) y arbustos
pequefios como: Baccharis caespitosay Lupinus pubescens, dafiandolos
(Labrada, Caseley, y Parker, 1996).

Durante las Ultimas décadas, el control de Cortaderia spp. se ha realizado
mediante métodos mecanicos, quimicos y térmicos. El método quimico se
divide en dos clases importantes que son de origen vegetal y otros sintéticos.
Los herbicidas normalmente se clasifican en base a su modo de accién e

interfieren de varias maneras en el metabolismo de la planta.

El herbicida que mayormente se ha utilizado para el control de Cortaderia es el
glifosato, basdndose en: la textura del suelo, el tipo de planta, la presencia de
plantas nativas y las condiciones ambientales (Gallastegui y Prieto, 2006, p.
30). Asimismo, se ha realizado ensayos con Imazapyr, Fluazifop-P butyl,
Sethoxydim. Los efectos toxicos generados por el uso de estos productos han
resultado en grandes afecciones de salud a corto y largo plazo. Los herbicidas
tienen gran impacto ambiental y han demostrado ser una alternativa
econémicamente no viable (DiTomaso et al.,, 2008, p. 85). Por ejemplo, el
glifosato inhibe la sintesis de aminodcidos aromaticos capaces de formar
proteinas y es absorbido por particulas del suelo. Por otro lado, se ha
demostrado que la toxicidad es baja para mamiferos, aves y peces; pero,

resulta ser una sustancia letal para anfibios (Beebee y Griffiths, 2005).

El otro método de control mencionado es el fisico que consiste en la
eliminacibn manual (Sanz, Sanchez, y Vesperinas, 2004). La eliminacién
mecanica consiste en el uso de maquinaria especializada para arrancar la raiz,
es un trabajo arduo, largo y costoso que hay que repetir durante varios afos

para que no existan nuevos brotes. Es poco recomendable realizar la



eliminacién mecénica utilizando maquinaria pesada ya que elimina también a

las plantas autoctonas (Gosling et al., 2000).

El método térmico, consiste en la quema controlada, bajo la supervision de
personal capacitado, mediante lanzallamas. Este es un método de control
desfavorable ya que, al igual que el método fisico puede generar nichos

capaces de formar nuevas invasiones (Gallastegui y Prieto, 2006).

Los métodos quimicos, fisicos y térmicos han sido tradicionalmente empleados
en el control de malezas, siendo técnicas perjudiciales. En consecuencia, se ha
considerado buscar métodos de control ecolégicamente factibles y con
métodos biolégicos seguros debido a que tienen una estricta especificidad del
hospedero por lo que son cotizados tanto los carbones y royas como una
alternativa de control biolégico en el Ecuador. Con este fin se emplea el hongo
fitopatogeno Ustilago quitensis ya que logra ingresar a la planta por presion
mecanica, debido a que las esporas secas de los hongos trasladan
compuestos que al momento de hidratarse pueden unirse a la parte externa de
la planta, ademas liberan enzimas tales como cutinasas y celulasas,
degradando la pared celular y facilitando el proceso de penetracién del hongo
(Pineda, 2011).

Existen otras investigaciones acerca del género Ustilago que han permitido
obtener mas informacion, la especie Ustilago bullata es considerado un
potencial agente biocontrol de Bromus tectorum que es una herbacea perenne
perteneciente a la familia de las gramineas. Las esporas de U. bullata germinan
y se desarrollan en esporidios en el suelo, y se fusionan para crear hifas que
infectan a los pastos durante la etapa de plantula. ElI patdégeno crece
sistémicamente dentro del huésped hasta la floracion, cuando finaliza el
proceso de produccion de semillas en la planta, provoca generacion de esporas

del hongo en lugar de semillas viables (Prevéy y Seastedt, 2015).

Ademas, en el Ecuador no se han realizado investigaciones relacionadas al

hongo fitopatdgeno sobre la planta Cortaderia jubata, pero se conoce de ciertos



problemas que causa la maleza, como el actuar como hospedero de plagas,
enfermedades de cultivos y en la interferencia de ciertas labores culturales.
Conjuntamente, se ha determinado que muchas de las especies dafiinas de
maleza se encuentran al norte y sur del Ecuador (Labrada et al., 1996). Por
esta razon, se desea profundizar los estudios sobre el efecto biologico que
causa Ustilago quitensis sobre su huésped. Para poder proponer a estos
hongos fitopatbgenos como posibles controles bioldégicos de la maleza

Cortaderia jubata en el Ecuador.

1.2 Formulacion del problema

Cortaderia jubata es una planta invasora que se caracteriza por desplazar a la
vegetacion nativa en Ecuador por ejemplo: matorrales y plantas lefiosas, que
en el ecosistema tienen como principal funcion evitar el cambio de curso
natural de los rios, la apertura de pastizales para la crianza de ganado vacuno
y la quema excesiva (MECN, 2009, p. 35). Ademés, suprime el crecimiento de
los arboles jévenes perennes que oscilan entre 0.5 y 1.5 metros de altura en
sus primeros dos afios (Barnes y Ordofiez, 2012, p.11). Puede generar 100.000
semillas que pueden ser propagadas con el viento. Al mismo tiempo, se
reproducen mediante fragmentos vegetales desglosados de la planta, por lo
tanto sus raices logran expandirse brevemente, cambiando la disponibilidad del
agua en el suelo (Caballer, 2012). Actualmente, los métodos empleados para el
control de esta maleza causan efectos secundarios como el deterioro del
habitat y pérdida de ciertas especies como anfibios y reptiles en la naturaleza.
La composicién microbiana del suelo se ve alterada por el uso desordenado de
herbicidas, utilizados en el control de esta maleza, ya que estos quimicos son
productos que se acumulan en el suelo disminuyendo los nutrientes presentes

en el mismo (Bortoli, Verdenelli, Conforto, Vargas Gil, y Meriles, 2012, p. 33).

1.3 Justificacion

Las plantas del género Cortaderia spp. son consideradas hierbas invasivas o

malezas en lugares como bosques debido a la velocidad en que se propagany



al efecto que provocan en los habitats naturales de ciertos paises (Vourlitis y
Kroon, 2013). Este tipo de planta es considerada altamente competitiva con
otras especies propias de la zona ya que se extiende rapidamente y a su vez
alteran la composicidén de nutrientes que se encuentran en el suelo, requeridos
por otras especies de plantas (Peterson, Russo, y Invasive Species Team,
2014). Se propone el control biolégico de esta maleza mediante el empleo de
un hongo fitopatdogeno (Ustilago quitensis) como un tema relevante de estudio;
ya que es un método natural que forma parte del ecosistema y que no causa
efectos secundarios, debido a que investigaciones anteriores muestran una
estricta especificidad de los hongos carbones en el hospedero (Hokkanen y
Lynch, 2003). Por ejemplo: Ustilago nuda (carbon especifico de la cebada),
Ustilago maydis (carbon especifico del maiz), Ustilago avenae (carbdn
especifico de la avena), Ustilago tritici (carbon especifico del trigo) (Villamizar y
Caycedo, 2013). Asi es posible comparar el efecto sobre el medio ambiente
que tiene método natural con respecto a los métodos fisicos, mecéanicos y
quimicos. Por ejemplo, en el método quimico se distinguen herbicidas que
alteran la composicion microbiana del suelo y disminuyen los nutrientes

presentes en el mismo (Bértoli et al., 2012, p. 34).

Existen alrededor de 1200 especies de hongos fitopatégenos que afectan a las
semillas y se alimentan de los nutrientes de la planta (Mufioz, Galdames y
Andrade, 2010, p. 51). El hongo fitopatdgeno crece rapidamente causando la
enfermedad del carb6n que consiste en producir manchas necroticas, tizones,
podredumbre, agallas y marchitamientos. Por ende, es perjudicial para la planta
huésped. El tema se vuelve importante por la complejidad del ciclo de vida que
se da en los hongos, los cuales se consideran parasitos y, dependen de las

condiciones ambientales adecuadas para germinar.
1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto biolégico de Ustilago quitensis sobre la maleza

Cortaderia (Cortaderia jubata).



1.4.2

Objetivos especificos

Determinar la concentracion y tipo de esporas para la incidencia del
hongo Ustilago quitensis.

Determinar la acumulacién de biomasa del hongo Ustilago quitensis en
el ciclo de vida in vitro.

Determinar la incidencia del hongo fitopatdbgeno Ustilago quitensis en
diferentes estructuras de la planta Cortaderia jubata.

Establecer un protocolo para la determinacién de la incidencia del hongo

Ustilago quitensis como potencial agente de biocontrol.



2. Capitulo Il. Marco Teoérico

2.1 Maleza Generalidades

Las malezas son plantas que se desarrollan fuera de su sitio causando un dafio
a plantas nativas y hasta procesos industriales (Gomez, 1995). Muestran una
gran capacidad de resistir periodos sin agua, también compiten en forma
agresiva con los cultivos por factores como luz, espacio y nutrientes. Asimismo,
producen una gran cantidad de semillas que se dispersan con ayuda del viento
y de la lluvia; ademas de tener la capacidad de adaptarse a cambios de climay
temperatura. Estas son varias de las causas que dificultan el control del

crecimiento de estas plantas.

El término maleza se puede aplicar a toda planta que provoca cambio
perjudicial de la vegetacién. Normalmente el crecimiento de maleza es inducido
por el cambio de habitat alterando la ecologia de un sitio determinado (Labrada
et al., 1996). Puede llegar inclusive a causar grandes dafios como la extincién
total de una o varias especies perdiendo su identidad genética y hasta pueden

llegar a desaparecer.

Para el control de malezas se han empleado varios métodos que deben
aplicarse previa investigacion de varios factores que puedan afectar como
condiciones de cultivo, tipo de suelo, eficiencia, dafio causado y economia
(Labrada et al., 1996).

2.1.1 Cortaderia jubata

El género Cortaderia comprende 24 especies gramineas cespitosas vivaces
distribuidas por Nueva Zelanda, Nueva Guinea y América del Sur (Gallastegui y
Prieto, 2006, p. 31). Este género es considerado como especie exotica
invasora en diferentes paises, se caracteriza por poseer una atrayente y

espesa inflorescencia llamada plumero, principalmente se distingue por un



color blanco amarillento y en ciertas ocasiones hasta rojizo que determina su
estado de madurez. Su nombre Cortaderia deriva por la forma que presentan

sus hojas ya que son largas y sus bordes son cortantes.

Figura 1. Cortaderia Jubata ubicada en la granja experimental de Nong
UDLA).

2

2%

Figura 2. Inflorescencia enferma extraida del Parque lineal al sur de Quito.
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2.2 Hongos fitopatdogenos: Generalidades

Los hongos fitopatdgenos son microorganismos que conforman el grupo mas
grande e importante a nivel mundial. Existen alrededor de 8000 especies de
hongos catalogados por causar enfermedades en las plantas (Pefia y Paéz,
2011).

Los hongos fitopatdgenos actian como control bioldgico, es asi que deben
abarcar investigaciones para determinar el nivel de interaccion del hongo con
su hospedero y con el medio ambiente. Sin embargo, los hongos carbones
muestran una estricta especificidad en el hospedero y por lo que se cotizan
como agentes de control biolégico (Hokkanen y Lynch, 2003). El nivel
adecuado de la concentracion de esporas y el método de formulacion para
regular la maleza dentro del agroecosistema (Motta y Ordofiez, 2014). La
seguridad del uso de hongos fitopatbgenos se basa principalmente en la
especificidad y estabilidad del enfoque de los diferentes tipos de control
bioldgico (Sanchez, 1999).

Los hongos fitopatdgenos presentan dos tipos de reproducciones: asexual y
sexual basicamente por medio de esporas, que con ayuda del viento se
esparcen para continuar con el ciclo debido a que estos carecen de
movimiento. Se encuentran encargados en el ecosistema de reciclar carbono,
nitrégeno y minerales esenciales para la nutricion. Los hongos se consideran
organismos heter6trofos porque se alimentan de materia organica sintetizada
mediante toxinas y enzimas degradadoras de la planta, causandole dafio. Sin
embargo, existen hongos biétrofos que establecen intimo contacto celular con
el hospedero, pero muestra un minimo dafo en la planta (Pefia y Paéz, 2011).
Finalmente, existen hongos hemibiotrofos que muestran una fase inicial donde
mantienen un tejido vivo y en la fase final existe una destruccion del tejido de la

planta (Zamora, Martinez, y Guerrero, 2009).

Entre los grupos de hongos mas sobresalientes encontramos al grupo de

Basidiomycotina, los cuales se caracterizan por presentar: micelio con un septo
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doliporo complejo ademas ciertas especies se desarrollan a manera de

esporas.
Sombrero
Velo parcial
Lami 0
minas Primera division
Médula del pie
Segunda division
o
Volva
Formacion de
524\ basidiosporas
Velo parcial ATy @
A g SN
i % Basidio liberando
Micelio monocariético basidiosporas
Micelio aicariético
Figura 3. Ciclo de vida de un Basidiomycete.
Tomado de (Asturnatura, s.f.).

Adicionalmente, este grupo de hongos son haploides y poseen pared celular
formada por quitina y glucanos. También, se reproducen de forma asexual y
sexual. La reproduccion asexual se atribuye a pequefias estructuras conocidos
como conidios, los cuales no se hallan presentes en todas las especies. Por
otro lado, la reproduccion sexual es el resultado de la accién de la fusion de
hifas vegetativas a partir de dos cepas con un solo nucleo. Una vez las paredes
se desintegren, los nucleos empiezan el ciclo de apareamiento, en
consecuencia, se obtiene cada seccion hifal con dos nucleos distintos. Al
finalizar el proceso de reproduccién se desarrolla un organismo nuevo o
posiblemente una seta donde se despliega una serie de estructuras llamados
basidios. Internamente en los basidios se localizan los nucleos fusionados,
donde ocurre el proceso de meiosis. Posteriormente, se obtienen nucleos
haploides que se trasladan hacia las basidiosporas en proceso. En efecto a
partir de una fusibn de nulcleos se obtiene millones de esporas en

esparcimiento genéticamente distintas (Alexopoulos y Constantine, 1979).
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2.2.1 Desarrollo de infeccidén de hongos fitopatdégenos

Los hongos patdgenos se ensamblan de varias formas a la superficie de la
planta, algunos colonizan &areas superiores, otros infectan partes localizadas
debajo del suelo. En todo caso, la penetracion del hongo en la planta necesita
del contacto y adherencia de las esporas. Un mecanismo hipotético es la
segregacion de enzimas que alteran la contextura de la planta. Como segundo
paso de la infeccion esté la penetracion del hongo en la planta que se da de
forma mecénica, ya sea por la digestion causada por enzimas o por heridas
naturales. Finalmente, esta la colonizacion del tejido huésped que ocurre en
cuatro mecanismos: liberacion de enzimas degradativas, produccion de toxinas
que detienen el metabolismo de la planta, produccibn de compuestos
hormonales que afectan el crecimiento de la planta y por ultimo la interferencia

gue provoca el crecimiento del hongo (Rivera y Codina, 2010) .

Taxonomia

En la Tabla 1 se aprecia la division taxonémica del hongo Ustilago quitensis.

Tabla 1. Taxonomia Ustilago quitensis

Reino Fungi
Clase Basiodiomycotina
Subclase: Teliomycetes
Orden Ustilaginales
Género Ustilago
Especie U. quitensis

Adaptado de: Alexopoulos y Constantine, 1979.
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2.2.1.1 Clase: Basiodiomycotina

Los grupos de hongos introducidos a los Basiodiomycotina son: Teliomycetes,
Hymenomycetes y Gasteromycetes. Las royas y carbones o también conocidos
como tizones, son provenientes del grupo de hongos correspondientes a los

Teliomycetes (Alexopoulos y Constantine, 1979).

2.2.1.1.1 Caracteristicas generales de Teliomycetes

Principalmente a este grupo de hongos pertenecen: hongos parasitos de
vegetaciones conocidos como royas y carbones. Estos hongos fitopatdgenos
se destacan por la obtencion de esporas, llamadas teliosporas, muy resistentes
debido a que cuentan con pared gruesa. En las estructuras distinguidas como
teliosporas se da el proceso de germinacion donde se da lugar a un promicelio,
el cual transciende a un nuacleo dipliode. Por lo tanto, el resultado de la
germinacion a partir de basidiosporas son las hifas que dan lugar a la aparicién

de esporas indirectas o de conidios. (Alexopoulos y Constantine, 1979).

2.2.1.1.2 Orden: Ustilaginales

En esta seccién se distinguen los hongos causantes de la aparicion de
carbones, denominados asi por la presencia de esporas en las inflorescencias
de las plantas, los cuales dan a las terminaciones de las inflorescencias florales
de la planta un aspecto negro y pulverulento. Habitualmente, encontramos a
estos hongos fitopatdgenos como hospederos de plantas vasculares existiendo
una alta tendencia de infeccion en las gramineas de la familia Poaceae y
Cyperaceae. Por ejemplo: pastos forrajeros. Los carbones son frecuentemente
especificos a un hospedero por lo que son cotizados como agentes biocontrol
para pastos forrajeros (Hokkanen y Lynch, 2003). Ademas, se caracterizan por
no contar con cuerpo fructiferos y por ser parasitos intercelulares. Este grupo
de Ustilaginales esta separado de los Uredinales por poseer un micelio
monocariotico el cual sobrevive como sapréfito, por lo tanto se considera un

parasito solo el micelio dicaridtico (Asturnatura, s.f.).
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El hongo Ustilago quitensis pertenece a la clase de Basiodiomycetes. Estos
hongos, se caracterizan por poseer una etapa dicariética que es
obligatoriamente parasitaria para la planta. El proceso de germinacion de las
esporas es rapido, se produce aproximadamente entre 7 a 10 dias
considerando que las temperaturas no se encuentren a menos de 20 °C ya que
si no, la esporulacion seria mas lenta. Producen en primer lugar telioesporas
gue se localizan en la epidermis y basiodiosporas que son lanzadas al medio
externo cuando existe humedad. (Alexopoulos y Constantine, 1979).

2.3 Cinética de crecimiento

El crecimiento microbiano es el incremento del nimero de microorganismos en
un determinado tiempo. Los microorganismos crecen individualmente y se da
lugar a la division celular para obtener aumento en la poblacion (Salvucci,
2010).

2.3.1 Fases de Crecimiento

2.3.2 Fase de latencia

Es conocida también como fase de adaptacion porque los microorganismos
acoplan su metabolismo a la presencia de diferentes factores ambientales. En
esta fase no existe un aumento en el nimero de células, debido a que los
microorganismos estan en proceso de adaptacion y consumen los nutrientes
lentamente, pero presentan accion metabdlica en el desarrollo del tamafio
individual de las células, como en el material genético y peso seco de las

células (Salvucci, 2010).

2.3.3 Fase logaritmica o exponencial

En esta fase la velocidad de crecimiento de los microorganismos llega a ser

maxima y el tiempo de reproduccion es minimo. Los microorganismos durante
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esta fase se nutren de todos los alimentos que se encuentran en el medio

enriquecido, acelerando el crecimiento de la masa celular (Salvucci, 2010).

2.3.4 Fase estacionaria

La fase estacionaria muestra una velocidad de crecimiento igual a cero. Se
puede considerar que los microorganismos entran a esta fase por ausencia de
algunos nutrientes indispensables para mantener su desarrollo y crecimiento
(Salvucci, 2010).

FASES DE CRECIMIENTO

ESTACIONARIA

9.0

8.0 Viables

Log,, organismos
viables /ml

0.50 Densidad
optica

7.0

6.0

50 0.1

Tiempo

Figura 4. Curva cinética de crecimiento celular
Adaptado de (Madigan, Martinko, y Parker, 2008, p. 177)

a) fase de latencia; b) fase exponencial; c) fase estacionaria; d) fase de

muerte.

2.3.5 Fase de muerte

En esta ultima fase los microorganismos tienden paulatinamente a disminuir el
namero de células viables y algunas células se mantienen metabolizando, pero
ya no existe incremento de células. Es por eso, que entran a la denominada

fase de muerte (Salvucci, 2010).
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2.4 Condiciones de crecimiento de microorganismos

2.4.1 Factores fisicos y quimicos

Los microorganismos son agentes que se encuentran influenciados por
factores fisicos y quimicos que son:. temperatura, actividad de agua y pH
(Alarcén y Oliva, 2001)

2.4.1.1 Temperatura

Los microorganismos estan expuestos a diferentes temperaturas, pero crecen
en una temperatura especifica. Por lo tanto, la temperatura es un factor
importante para el desarrollo del microorganismo es por eso que se busca la
temperatura Optima. Los hongos Ustilagos necesitan de una temperatura
adecuada para crecer y desenvolverse en el ambiente que va entra entre los 25
°Cy 30 °C (Alarcén y Oliva, 2001).

2.4.1.2 Actividad de agua (aw)

La actividad de agua es otro requisito influyente en la velocidad de crecimiento
de los microorganismos. Se denomina como actividad de agua ya que
intervienen conjuntamente la presion de agua de substrato de cultivo y la
presion de vapor de agua del agua pura. Por ende, el valor de la actividad del
agua esta estrechamente relacionado con la humedad relativa.

El resultado de conocer la actividad de agua ayudara a obtener la cantidad de
agua necesaria metabolicamente para cada microorganismo. Es asi que los
hongos filamentosos, como los Ustilagos, se ven afectados por la actividad del

agua en el crecimiento y en la formacién de productos (Toledo, 2008).
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2.5 Métodos de control de maleza

En los dltimos afios se han utilizado métodos tradicionales para el control
integrado de malezas como método quimico y método mecénico (Barberi,
2001). Mientras tanto el método biolégico esta siendo empleado en el control
integrado de malezas debido a que este método emplea agentes, por ejemplo:
hongos, bacterias, neméatodos y 4caros, los cuales no son perjudiciales para el
medio ambiente y atacan a la planta parasitandolas, depredandolas u

ocasionando molestias a los insectos plaga (Sarayasi, 2012).

2.5.1 Control biolégico

El control biolégico es la accion de parasitos, depredadores o patégenos que
mediante su actividad reducen los efectos adversos de otra especie (Alston,
2011, p. 1). La formulacién de esporas y micelio que infecta especificamente a
una maleza se conoce como control biolégico, que busca reducir las
densidades de malezas a niveles aceptables mediante microorganismos

especificos, que se aplican en 3 tipos de métodos:

El primer método usa enemigos especificos que atacan una o varias especies
en particular. Después tenemos el uso de microorganismos no especificos que
atacan a todas o algunas de las especies. Finalmente, esta el método que
aplica especies de plantas competitivas, las cuales disputan con la maleza por
varios factores de crecimiento como luz y agua (Gioanetto y Cerna, 1996).

Ademas, se distingue dos enfoques principales, guiandose en el objetivo y el

origen de la maleza:

Enfoque clasico: analiza los enemigos naturales de una plaga especifica,
habitualmente se los encuentra en la zona de origen, el objetivo es autorregular
constantemente la poblacién de malezas y aprovechar la habilidad innata del

organismo (Vifiuela y Jacas, 1993, p. 24).
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Enfoque inundativo: aumento de microorganismos de forma artificial por medio
de tecnologia, por ejemplo, en un laboratorio utilizando medios de cultivos
(Gioanetto y Cerna, 1996).

2.5.2 Método quimico.

Este método consiste en el uso de sustancias quimicas o herbicidas que sean
capaces de inhibir la germinacion y el crecimiento de las malezas, ya sea de

forma total o parcial.

Los herbicidas necesitan tener un adecuado manejo y conocimiento acerca de
la aplicacion y los efectos en el medio ambiente. Algunos herbicidas se aplican
en preseimbra (controla el barbecho), preemergencia (controlan que las
semillas germinen) o postemergencia (controla plantas que ya han brotado). La
desventaja de usar repetitivamente un herbicida es que algunas especies de
maleza adquieren resistencia (Labrada y Parker, 1994, p. 16). Otra desventaja
de los herbicidas son los factores ambientales consecuencia de la fijacion de
los herbicidas en el suelo, entre estos se encuentra: descomposicion quimica,
lixiviacién, volatilizacion y adsorcion por particulas del suelo. Los herbicidas se
clasifican de acuerdo al proceso fisiol6gico sobre el que actia por lo que se
dividen en seis grupos: inhibicion de la fotosintesis, inhibicion de sintesis de
ADN, inhibicién de la respiracién, la inhibicibn de la formulacion de ATP,
inhibicion de la germinacién y la inhibicion de la formacion de raices,

membranas y proteinas (Villanueva, 2002).

El glifosato es un ingrediente activo en los herbicidas no selectivos, su
principal funcion es inhibir la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa
(EPSPS) clave en la ruta metabdlica de produccion de aminoacidos aromaticos
gue son esenciales para el crecimiento y supervivencia de la planta (ArgenBio,
s.f.). El glifosato muestra varias desventajas tanto en el medio ambiente como
en la salud de los seres humanos, por ejemplo: la contaminacion de aguas,
depreciacion en la supervivencia de algunos artrépodos, anfibios y peces

afectando la cadena trofica. Ademas de afectar la salud de las personas como
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la capacidad de reproduccion, cancer y hasta problemas neurolégicos por la
exposicion directa al producto de agricultores y habitantes de la zona
(ArgenBio, s.f.). Sin embargo, el tema de la toxicologia del glifosato es un
debate sin resolver hasta el dia de hoy que necesita obtener mas informacién
porque existen diferentes criterios. La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA)
clasifica a los plaguicidas con glifosato como Clase Il siendo altamente toxico,
mientras que la Organizacion Mundial de la Salud lo clasifica como Clase |
siendo extremadamente toxico. Finalmente, los investigadores independientes
a través de investigaciones demostraron que no es toxico (liiguez y Gallo,
2010).

2.5.3 Método mecanico.

En este método son empleados la limpieza manual y manejo de herramientas
manuales que facilitan cortar la maleza. Entre las herramientas utilizadas estan
el rodillo de cuchillas, el machete y un mecanismo més sofisticado como el uso
de una maquina motorizada manual. Otra forma de aplicar el método mecanico
es realizar una supervision cada cierto tiempo para ir eliminando la maleza de

forma manual (Labrada, 2008, p. 61).

Existen también los métodos culturales que se basan en la preparacion del
suelo mediante la labranza, tomando en cuenta técnicas para preservar la
fertilidad del suelo y no afectar el mismo conjuntamente con el método
mecanico. Sin embargo, esta técnica aumenta los problemas con la maleza
(Labrada, 2008, p. 61).

2.5.4 Método térmico.

El método térmico es uno de los métodos mas usados en la antigiedad, se
basa en el uso de quemadores a base de gas, propano o butano. Usa una
temperatura de alrededor de 90 a 100 °C. Existen ciertas desventajas con el

uso de este método como el incremento del pH del suelo, la destruccion por el
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fuego sin control de otras plantas y el gran costo econdmico y energético
(Béarberi, 2001).

2.6 Técnica paraidentificacion de esporas

2.6.1 Determinacion de la concentracion de conidios

Es una técnica cuantitativa que establece la cantidad de conidios del hongo en
la muestra. Se realiza con ayuda de la cAmara de Neubauer y del microscopio
optico.

2.6.2 Cémara de Neubauer

Es una técnica de recuento de conidios se basa en el conteo de particulas en
los 5 cuadros grandes de la cdmara de Neubauer Improved y se aplica la

formula para el célculo de la concentracion celular (MARIENFELD, s.f.)

ndmero de células
Volumen (en mL)

Concentracion (cel /mL) = (Ecuacion 1)

2.6.3 Diluciones seriadas

La diluciébn es una disolucién de menor concentracién de aquella de la que
partimos (Jara, Jimenez, y Gomez Pefa, 2013). Es el método mas usado para
el aislamiento de hongos, iniciando de una solucion madre que consiste en
tomar 5 g de la muestra y diluirlo en 100 mL de medio PDB. A partir de esta se
prepara diluciones en serie (107, 102, 10, 10, 107). Inicia con la dilucién 10*
se toma 1 mL de la solucion madre transfiriendo a un tubo que contiene 5 mL
de medio PDB y asi sucesivamente hasta obtener una dilucién de 10, para el
conteo de esporas se toma una cantidad de 10 pL para la camara de Neubauer
(Granda, 2008, p. 26).
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2.6.4 Peso seco

La biomasa hace referencia a los microorganismos presentes en un sistema.
Se puede usar para determinar la cantidad de masa de seres vivos usados
principalmente en bioprocesos. El peso seco permite establecer el nimero de
células en una muestra siendo Utiles para enumerar organismos COMO
bacterias o levaduras, asi como también hongos filamentosos que son dificiles

cuantificar (Arnaiz, Isac, y Lebrato, 2000, p. 45).

Para medir el peso seco se utiliza el término de peso seco por unidad de
volumen, bien sea como sélidos en suspension totales (SST) o sélidos en
suspensién volatiles (SSV). La centrifugacion es el método mas usado para
separar el liquido del solido expresandose en g.m.s/mL (Arndiz et al., 2000, p.
45). Esta técnica muestra ciertas desventajas porque ademas de la
determinacién de organismos vivos, también toma en cuenta el peso de
organismos muertos y materia organica. Ademas, se debe tener sumo cuidado

al momento del pesaje porque puede recobrar humedad dependiendo del sitio.
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2.7 Detalle de experimentos

Se realiz6 el andlisis de experimentos mediante el empleo de estadistica
descriptiva basada en los promedios de las variables. Las variables cualitativas
evaluadas fueron la forma y el color del hongo fitopatégeno. Adicionalmente,
las variables cuantitativas analizadas fueron: el crecimiento micelial
determinado mediante la longitud del didmetro (cm) en los medios nutritivos.
Concentracion de esporas y la acumulacion de biomasa del hongo Ustilago
quitensis en medio liquido. En cuanto a la virulencia del hongo en diferentes
estructuras de la planta, se propuso un disefio factorial completamente al azar
22 de dos factores: dos niveles de temperatura de 25 °C y 30 °C y dos niveles
con presencia de fungicida Benomil y el control en ausencia de Benomil, donde
se evaluo el crecimiento de la cepa extraida del Parque Lineal, Cantén Quito.
Se utilizaron dos métodos, el primero por aspersion de esporas y el otro
meétodo directo. Se aplicé andlisis estadistico con ANOVA para determinar si
existen diferencias significativas entre los tratamientos empleados en las
plantas y se representd en porcentajes la incidencia del hongo Ustilago

quitensis.sobre la planta Cortaderia jubata.

2.8 Aislamiento y cultivo del hongo
2.8.1 Recoleccion de muestras

Las muestras fueron recolectadas en el Parque Lineal en la Provincia de

Pichincha Canton Quito ubicado a 2.800 msnm.

2.8.2 Seleccion de muestras y almacenamiento

Las muestras tomadas para el proceso de experimentacion fueron de plantas
con inflorescencias de color verdoso y plantas con inflorescencias no secas. A
continuacion, las muestras extraidas fueron colocadas en tubos de 15 mL y
microtubos de 1.5 mL. Posteriormente, se trasladaron las muestras al
Laboratorio del Centro de Investigacion, Estudios y Desarrollo de Ingenierias,

localizado en la Universidad de las Américas, donde se almacenaron a 4 °C.
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2.8.3 Microorganismos

Se utilizé para el estudio a un hongo fitopatdgeno nativo, extraido de las
inflorescencias de la maleza Cortaderia jubata. Fueron aislamientos nativos

localizados en el Cantén Quito, estos fueron denominados M4.

2.8.4 Activacién de la cepa

Se obtuvo ejemplares de plantas infectadas procedentes de areas
ecuatorianas. A continuacién, en la activacion de la cepa nativa se coloc6 una
pequefia porcion de inflorescencia en 1 mL de agua esterilizada en tubos de
1.5 mL. Posteriormente se tom6 1 mL de la mezcla, se dispenso en cajas Petri
compuestos por PDA (Potato Dextrose Agar) de marca Difco y fueron

incubadas a 25 °C durante tres dias.

2.9 Inoculacion del hongo fitopatdgeno Ustilago quitensis en medio
solido a diferentes temperaturas.

Se inoculé la cepa M4 a distintas temperaturas de 25°C y 30°C durante 3 dias.
Al finalizar el tiempo de incubacion se analiz6 en el estereomicroscopio las
placas inoculadas donde se observé parametros como: crecimiento micelial

(cm) y coloracion.

2.10 Identificacion morfolégica del hongo fitopatégeno Ustilago quitensis

Se prepard una suspension de esporas, a partir de la muestra colectada de la
cepa M4. En un microtubo con 1 mL de la solucion de Tween al 0.1 %, se
colocd una porcion de hongo y se agité ligeramente para separar las esporas.
Inmediatamente se carg6 la cAmara de Neubauer y se conté el nimero de
esporas bajo el microscopio. Se realizé una segunda dilucion, tomando 100 uL
de la solucion anterior y se agregé 900 uL de agua destilada. Posteriormente
se sembré 100 uL de concentracion deseada en una caja Petri con medio PDA
y se esparcio con la espatula de Drigalski. Finalmente se incubd a 25 °C por 5
dias (Ames y Cafiedo, 2004).
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2.10.1 Medicion del crecimiento micelial del hongo fitopatégeno

Se inocul6 la cepa M4 en medios solidos con diferente composicion a 25 °C. A
continuacion, en la Tabla 2 se muestra los compuestos que forman los
diferentes medios solidos. Se midio el crecimiento micelial en cm cada dos dias
durante 8 dias como: to, t, t4, ts Y tg, para la observacion y medicion del

crecimiento micelial de la longitud del diAmetro en cm (Gaitdn y Baez, 2008).

Tabla 2. Composicion de los diferentes medios solidos

Cepa M4

Composicion

Medio 1 Medio 2

PDA+ PDA+

Estreptomicina Estreptomicina+
Benomil

2.10.2 Identificacion de las estructuras reproductoras

Se observé en el microscopio el tipo de esporas que produce la cepa
denominada M4 extraida del Parque Lineal en Quito. Se tomé cinta adhesiva y
se colocé sobre un pedazo de inflorescencia infectada para extraer esporas. Se
procedi6 a colocar una gota de safranina sobre el portaobjeto y la cinta
adhesiva sobre la gota para observar en el microscopio (Caceres, Pumisacho,
Forbes, y Andrade, 2007).

2.10.3 Cuantificacion de la concentracién de esporas mediante el método
de Neubauer.

Se empleo la camara de Neubauer MARIENFELD-SUPERIOR, para determinar

la concentracion especifica del numero de esporas por mililitro.
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2.10.4 Diluciones seriadas

Se colocé 1g de esporas en 1.5 mL de agua estéril, se tomé 1 mL de solucién
de esporas en 9 mL de medio liquido PDB (Potato Dextrose Broth) de marca
Difco en un tubo de ensayo y se homogeniz6 por dos minutos. Luego se
procedi6 a preparar las diluciones seriadas en tres tubos de ensayo con
diferente factor de dilucién (F1=10 ®, F,=10 *° F;=10 ) que contenian 9 mL
de medio liquido cada tubo y se colocé 1 mL de la solucién madre. Se espero
15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se puso 1 mL de medio
inoculado en cajas Petri con medio PDA a 25 °C durante 5 dias y se hizo el

recuento de placas (Solano, 2005, p. 14).

2.11 Determinacion de Biomasa del hongo fitopatégeno Ustilago

qguitensis

2.11.1 Preparacion del medio liquido

Se utiliz6 PDB de marca Difco para la preparacion de medio liquido, se
autoclavé los medios a 125 °C a 1.5 psi por 120 minutos. Consecutivamente, a
los medios autoclavados se adiciond antibiotico (Estreptomicina). Finalmente
se coloco un 1 mL de la cepa M4 por 24 h.

2.11.2 Determinacién de acumulacién de biomasa

2.11.2.1 Preparacion de pocillos para peso seco

Se preparé 21 pocillos con papel aluminio, los cuales fueron previamente
enviados a secar en la estufa a 105 °C por un lapso de 12 horas o hasta
alcanzar peso constante. Inmediatamente, los pocillos fueron rotulados y
pesados en una balanza analitica, se anot6 el peso del recipiente con tres

decimales.
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2.11.2.2 Peso seco

Se prepard 21 tubos de ensayo con un volumen de 9 mL de medio liquido.
Seguidamente, se tom6 1mL de la muestra inoculada anteriormente en matraz
y se ubico en los tubos de ensayo. Se tomo las muestras cada 24 horas por 5
dias, de cada tubo de ensayo se obtuvo 4 mL destinados a centrifugar por 8000
rpm durante 10 minutos, se desecho el sobrenadante, se continu6é con otro
lavado y nuevamente se centrifugé por 10 minutos. Finalmente, el pellet se
resuspendio y fue colocado en un pocillo, para luego ser ubicado en la estufa a
105 °C por 12 h. Luego del periodo de secado, el pocillo fue pesado y se anoto
su peso colaborando a calcular la concentracion final de la muestra (O’toole,
1983, p. 506).

2.12 Determinacién de la incidencia en diferentes partes de la planta

Cortaderia jubata

Se utilizé la cepa identificada M4 como el hongo Ustilago quitensis. Se empled
dos métodos. El primer método por aspersién, consistid6 en colocar esporas
diluidas (conidios/uL) en agua para ser aspergidas en las hojas e
inflorescencias de la planta. EI segundo método es el denominado directo,
consiste en colocar la mayor concentracion obtenida de biomasa del hongo
fitopatdgeno mediante el empleo de una inyeccién, se insertd en el envés de la
hoja y en la inflorescencia de la planta Cortaderia jubata. (Guevara y Estrella,
2008)
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4. Capitulo IV. Resultados y Discusion

3.1 Determinacién de la temperatura en el crecimiento de las cepas

Se observo la influencia de la temperatura en el modo de crecimiento del hongo
fitopatdgeno Tabla 3 y Figura 6, registrado a los 3 dias de haber sido inoculado.
Las temperaturas estudiadas fueron 25 °C y 30 °C, presentando a 25 °C, un
crecimiento micelial (+), con una coloraciobn café oscuro y forma regular,
compuesto por la presencia de hifas y esporas, color café oscuro y negro,

mientras que a 30 °C no se presenté el micelio (-).

Tabla 3. Crecimiento micelial in vitro del hongo Ustilago quitensis a dos

temperaturas en medio PDA.

Cepa M4 Repeticiones
Temp M4 M4R M4R1
T1:30 °C - - -
T2:25°C + + +
Cepa M4 Cepa M4R Cepa M4R1
T:30°C () T:30°C () T: 30 °C(-)
T:25°C (+) T:25°C (+) T:25°C (+)

Figura 6. Crecimiento micelial a temperatura 30 °C y 25 °C

a) crecimiento micelial (+) b) ausencia de crecimiento micelial (-).
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En los medios nutritivos solidos, el crecimiento micelial se observé a los 3 dias,
visualizando crecimiento a 25 °C, mientras a 30 °C no se aprecié nada de
crecimiento. El analisis revela que la temperatura es un factor relevante en la
propagacion de los microorganismos, ya que cada microorganismo crece a una
temperatura definida. Es por eso, que se busca la temperatura especifica del
microorganismo (Alarcon y Oliva, 2001). El estudio realizado logré determinar
que el crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno Ustilago quitensis es a 25

°C, ya que a 30 °C existié ausencia de crecimiento micelial.

3.2 Descripcion morfolégica del hongo fitopatégeno Ustilago quitensis

En la morfologia de los micelios de la cepa M4 de Ustilago quitensis, fue similar
entre ellos. Por lo que, en el micelio se observé un color café oscuro en la parte
interna mientras que la parte externa era un color blanco, colores
caracteristicos de los hongos fitopatogenos del género Ustilago como se
representa en la Figura 7. La apreciacion se llevdé a cabo empleando medio
sélido PDA con antibiotico (Estreptomicina) donde el hongo se desarrollo

facilmente (Menéndez, 2007).

Figura 7. Placas PDA con antibiético (Estreptomicina) distinguiendo

caracteristicas como: Color y crecimiento del hongo Ustilago quitensis.
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3.2.1 Descripcion de las estructuras reproductivas del hongo
fitopatdogeno Ustilago quitensis

Ustilago quitensis esta formado por telioesporas y basidioesporas las cuales
fueron identificadas y medidas en el microscopio como se observa en la Figura
8. Estas estructuras presentan una coloracion en la parte central café oscuro

rodeada por un café més oscuro.

-

Basidioesporas

Promicelio

Telioespora

Figura 8. Representacion de Basiodiesporas y Teliospora.
Adaptado de (Barnes y Ordéfiez, 2012).

En el proceso de germinacion es posible apreciar estructuras tales como:
teliosporas las mismas que dan lugar a un promicelio, el cual transciende a un
nacleo dipliode. Por lo tanto, el efecto de la germinaciébn a partir de
basidiosporas son las hifas que dan lugar a la aparicion de conidios.
(Alexopoulos y Constantine, 1979). Los resultados muestran cada una de las
partes que trascienden en el proceso de germinacion, identificando a las
telioesporas por su forma redonda y coloracion café oscura. Por otro lado, las
basidiosporas poseen una forma ovalada y de color café claro.
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Se observd la presencia de una gran cantidad de teliosporas presentadas en la

Figura 9 y Figura 10.

Figura 9. Telioesporas utilizando tincion de esporas con safranina.

Figura 10.Telioesporas apreciadas en el microscopio marca Olympus con el
lente 10X.




32

En primer lugar, las telioesporas son estructuras situadas en la epidermis. En
segundo lugar, se producen basidioesporas que son esparcidas al medio
externo cuando existe humedad, disminuyendo su alcance (Alexopoulos y
Constantine, 1979). En consecuencia, los resultados indican la gran cantidad
de telioesporas formadas en el proceso de germinacion después de 24 horas

de haber sido inoculadas.

3.2.1.1 Determinacion del area de propagacion

Se trabajo una cepa M4 recolectada en el Parque Lineal. Para cada analisis se
realizaron tres repeticiones por cada tratamiento en 8 dias. En la Tabla 4 se
detalla la longitud del didmetro (cm) del crecimiento micelial en los tratamientos
y en la Figura 11 se distingue el crecimiento micelial en cm aplicando el gréafico

de barras.

Tabla 4. Representacion del crecimiento micelial de la cepa M4 en cm durante
8 dias

Tratamientos Ck Media | Desv. Fungicida Media | Desv.
Est Est
Tiempo Repeticiones Repeticiones

to 1.3 | 1.3 |13 1.30 0.00 1.2 |1 13|13 | 1.26 0.06

t, 2 21 | 22| 210 0.10 1.8 18|19 | 1.83 0.06

ty 3 32 |34 3.19 0.20 27 | 28 |29 | 2.80 0.10

ts 35 | 36 | 36| 357 0.06 33|34 |36 | 343 0.15

tg 4 42 | 41| 4.10 0.10 39| 3.8 4 3.90 0.10

Nota: to: Dia inicial, t,. Dia dos, t;: Dia cuatro, ts: Dia seis tg: Dia ocho). Se simboliza con las

siglas: ck: Muestra control, Fungicida: Muestra con Benomil.
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Crecimiento micelial del hongo Ustilago quitensis

mCk
- W Fungicida
t0o t2 4 t6 t8

Tiempo (dias)

(em)
MW s
W =0

: = !
e v in

o
o

Figura 11. Resultados del crecimiento micelial (cm) del hongo fitopatégeno
Ustilago quitensis en los diferentes dias, t,= Dia inicial, t,= Dia dos, t4;= Dia
cuatro, te= Dia seis, tg= Dia ocho.

a) Al analizar los resultados se observé mayor crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno

Ustilago quitensis en la muestra control (ck) a comparaciéon con la muestra con Benomil

(Fungicida).

3.2.1.1.1 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial

En las muestras inoculadas se utiliz6 al fangico Benomil como agente
inhibitorio micelial. Afos atrds el Benomil era nombrado por su aplicacién a los
grupos taxondémicos del Reino Fungi. Es decir, el fungico se ha recomendado
para disminuir la propagacion de ciertas familias de hongo. Es asi el caso que
inhibe el crecimiento de hongos pertenecientes al grupo de Ascomycetes,
mientras que en el grupo de Basyomicetes es minima la inhibicion que se
genera en el crecimiento micelial. Por lo cual, este tipo de fungicida es aplicado
en medios selectivos de hongos (Summerbell, 1993, p. 572). En la Figura 12
refleja que con el uso del fungico Benomil efectivamente el porcentaje de
inhibicion es minimo en el crecimiento micelial de este tipo de hongo
fitopatdgeno. En la Tabla 5 se observa el crecimiento micelial de la cepa M4
midiendo la longitud del diametro en cm durante 8 dias (to: Dia inicial, t,. Dia
dos t4: Dia cuatro ts: Dia seis tg: Dia ocho), los tratamientos se simbolizan con

las siglas: ck: Muestra control, Fungicida: Muestra con Benomil. El porcentaje
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de inhibicion de crecimiento micelial se obtuvo mediante la aplicacién de la
ecuacion 2. En la Figura 12 se detalla el porcentaje de inhibicién, es decir el
fungicida Benomil no actia como un agente inhibitorio sobre el grupo de

Basyomicetes.

Ecuacion de inhibicién de crecimiento micelial

Mlz[M}dOO (Ecuacién 2)
Mb

M1: Inhibicién del crecimiento micelial
Ma: Crecimiento micelial influenciado (Fungicida)

Mb: Crecimiento micelial libre (CKk)

Tabla 5. Representacion del crecimiento micelial midiendo la longitud del

diametro en cm durante 8 dias.

Tiempo (Dias) Mb: Ck (cm) Ma: Fungicida
(cm)
to 1.30 1.26
tp 2.10 1.83
ty 3.19 2.80
te 3.57 3.43
tg 4.10 3.90

% de inhibicion de crecimiento micelial
del hongo Ustilago quitensis

12.86 1993
4.88
3.92
3.i8
10 1) t4 16 18

Figura 12. Representacion gréfica del porcentaje de inhibicion del

crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno Ustilago quitensis durante 8
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Analisis estadistico

Tabla 6. Andlisis estadistico T<=t del crecimiento micelial durante 8 dias con

los tratamientos: (ck: Muestra control) y (fungicida: Muestra con Benomil).

Tiempo Ck (cm) Fungicida ValorP(T<=t) Resultados estadisticos
Media (cm) dos colas
Media

No hubo diferencias significativas
t0 1.3 1.26 0.422 en el crecimiento micelial de
Ustilago  quitensis  entre  los
tratamientos: (ck: Muestra control) y
(fungicida: Muestra con Benomil) al
tiempo inicial.
Existe diferencias significativas en
t2 2.1 1.83 0.028 el crecimiento micelial de Ustilago
quitensis en los tratamientos a los 2
dias.
No hubo diferencias significativas
t4 3 2.8 0.053 en el crecimiento micelial de
Ustilago quitensis en los dos

tratamientos a los 4 dias.

No hubo diferencias significativas

en el crecimiento micelial de
t6 35 3.43 0.252 Ustilago quitensis en los

tratamientos a los 6 dias.

No hubo diferencias significativas
t8 4 3.9 0.070 en el crecimiento micelial de

Ustilago quitensis en los

tratamientos a los 8 dias.

Nota: El andlisis estadistico demuestra que si el p<0.05 no existe diferencia significativa entre

los tratamientos aplicados, mientras que si p>0.05 existe diferencia significativa entre ellos.

En la Tabla 7 se detalla si existe diferencias significativas entre los dias: t,= Dia
inicial, t,= Dia dos, t,;= Dia cuatro, te= Dia seis, tg= Dia ocho aplicando un
andlisis de varianza. En la Tabla 8, se realiza un analisis de varianza con

factor.
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Tabla 7.Representacion del crecimiento micelial del hongo Ustilago quitensis en

diferentes dias.

to to ts te ts
1.3 2 3 3.5 4
1.3 2.1 3.2 3.6 4.2
1.3 2.2 3.4 3.6 4.1

Analisis de varianza

Tabla 8. Analisis de varianza del crecimiento micelial (cm) en muestra control

(ck) durante un periodo de tiempo de 8 dias.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 15.49066 4 3.8726 | 305.7368 2.0916E-10 3.478049691
Dentro de los 0.126666 10 0.0126

grupos

Total 15.617333 14

En efecto, el andlisis de varianza muestra que el valor de p es menor. Por lo

tanto, si existe estadisticamente diferencia significativa entre los dias en la

muestra control (ck).
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Crecimiento micelial del hongo Ustilago
quitensis con el tratamiento ck: Muestra control

10 t2 4 t6 8

Tiempo (dias)

w =
W o e LN

(cm)
= = [oe]
[ TNV BN T T R

Figura 13. Grafica de barras de la desviacion estandar con el tratamiento ck

Muestra control durante un periodo de 8 dias.
a) Al examinar los resultados se observé mayor crecimiento micelial del hongo fitopatégend
Ustilago quitensis en la muestra control (ck) al sexto dia (t6) y octavo (t8), estadisticamente s¢

reflejan menor dispersién entre sus datos en comparacion al resto de dias.

3.2.2 Concentraciéon de esporas

En primer lugar, se utiliz6 andlisis de datos en Excel, reflejado en la Tabla 9
muestra las concentraciones utilizadas en la investigacion. Ademas, en la Tabla
10 se puntualiza el analisis de varianza, considerando el nimero de conidios/uL
en los cuatro tratamientos utilizados Concentraciéon 1 (C1), Concentracion 2
(C2), Concentracion 3 (C3) y Concentracion 4 (C4) para el método de

aspersion.
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Tabla 9. Concentraciones de esporas utilizadas en la inoculacién para método

de aspersion

TRATAMIENTOS

(Conidios/uL)

Concentracién 1 | Concentracion 2 Concentracién 3 Concentracién 4
818,000 464,000 68,000 28,000
838,000 296,000 200,000 34,000
800,000 320,000 100,000 52,000

Anélisis de varianza

Tabla 10. Analisis de varianza de los diferentes tratamientos (cuatro concentraciones)

empleados en el método de aspersion.

Origen de las Sumade Grados Promedio de F Probabilidad Valor critico

variaciones cuadrados de los cuadrados para F
libertad

Entre grupos 1103558.33 3 367852.77 108.87 7.96E-07 4.06

Dentro de los 27029.33 8 3378.66

grupos

Total 1130587.66 11

A partir del andlisis de varianza se observé que el valor de p es menor. Es
decir, si existe estadisticamente diferencia significativa entre los tratamientos
utilizando diferentes concentraciones de esporas para ser empleados en

diferentes partes de las plantas.

3.2.3 Biomasa

En general, el hongo fitopatdogeno Ustilago quitensis fue inoculado en cultivo
liqguido por 24 horas a 25 °C. La produccion de biomasa fue tomada cada 24
horas durante 5 dias. A continuacion, se observa en la Tabla 11 las diferentes
concentraciones obtenidas en el tiempo subrayando la mayor concentracion de
0.0042 g/uL de biomasa a las 72 h de haber sido inoculado. En la Figura 14 se

observa las curva cinética de crecimiento celular a) fase de latencia; b) fase
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exponencial; d) fase estacionaria; e) fase de muerte del hongo fitopatogeno

Ustilago quitensis.

Tabla 11. Promedio de crecimiento en cinco dias del hongo fitopatégeno

Ustilago quitensis.

Tiempo (h) Promedio (g) Desv. Est

0 0.0003 0.0001

24 0.0016 0.0005

48 0.0020 0.0004

72 0.0008

96 0.004 0.0003

108 0.003 0.0013

120 0.0024 0.0010

Biomasa (g)

0.005

0.0045

0.004

0.0035

0.003

0.0025

0.002

0.0015

0.001

0.0005

Curva cinética de crecimiento del hongo Ustilago

20

40

quitensis

60 80 100 120
Tiempo (h)

140

Figura 14. Curva cinética de crecimiento del hongo Ustilago quitensis durante 120

horas

Se utilizé el método directo o gravimétrico donde se evalla la cantidad de

biomasa producida en 120 h, diferenciando las fases de crecimiento en

microorganismos (Latencia, exponencial, estacionaria y muerte) de crecimiento
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del hongo fitopatogeno Ustilago quitensis (Gaitan y Baez, 2008, p. 41). En la
Figura 15 se representa la curva de crecimiento desde la fase de latencia a la

fase exponencial.

Curva de crecimiento de Ustilago quitensis

0,0045
0,004
0,0035
0,003
0,0025

0,002

Biomasa(g)

0,0015
0,001

0,0005

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (h)

Figura 15. Representacion de la curva de crecimiento del hongo fitopatogeno,

donde se mide cantidad de biomasa (g) producida en el tiempo (h).

a) Se tomo los puntos representativos de la curva de crecimiento del hongo fitopatdégeno

Ustilago quitensis para realizar la grafica de la regresion lineal.

Ecuacién de biomasa

E-S+G-C=A (Ecuacion 3)
ux =dx/dt
_[dx/x=judt
X Ecuacion 4
In—=ut ( )
X0

Inx=ut + Inxo
y=mx+ b (Ecuacioén 5)
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D 20 40 60 80 100 120

In(x)

y=0.0351x-7.8566
8 4 R*=0.948

Tiempo (h)

Figura 16. Grafica de regresion lineal de In(x) con respecto al tiempo del hongo

Ustilago quitensis

La Figura 16 representa la velocidad de crecimiento donde m= p. El hongo
alcanz6 su mayor concentracién a las 72 horas porque se beneficié de las
condiciones favorables que se le suministr6. La velocidad especifica de
crecimiento fue de p= 0,0351 h™* (Arnaiz et al., 2000, p. 45).

3.2.4 Métodos de inoculacién del hongo fitopatégeno en diferentes
partes de la planta.

En las muestras inoculadas a nivel de campo se usé dos métodos: uno de
aspersion donde se manejo cuatro concentraciones diferentes y el método
directo el cual consiste en la aplicacion de una inyeccion con la concentracion
mas alta de biomasa. El porcentaje de incidencia se realiz6 mediante la

aplicacién de la ecuacion 6.
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Ecuacion de incidencia:

0% — No.hojas/ inflorescencia enfermas
Total de hojas/ inflorescencia infectadas (Ecuacion 6)

El hongo Ustilago quitensis en las plantas Cortaderia Jubata mostré6 un
porcentaje de incidencia del 94% con el método de aspersion aplicado en la
inflorescencia, mientras que en hojas se obtuvo un 50%. Por otro lado, el
meétodo directo empleando una inyeccion se logré un porcentaje de 44% de
incidencia mayor en las inflorescencias y un 18% en las hojas de las plantas.

En la Tabla 12 y 13 se muestra el porcentaje de incidencia que se obtuvo
mediante la proporcidbn de individuos u Organos como: hojas y las
inflorescencias enfermas del hospedero con relacion a los sanos y la Figura 17
se expone en el grafico de barras el porcentaje de incidencia con los dos
métodos (aspersion y directo). Segun estudios anteriores la infeccion del hongo
Ustilago quitensis penetra las plantulas y se desarrolla en las plantas sin que
estas muestren sintomas a manera de una masa de color negro-verdoso, hasta
que lleguen a floracion (Agrios, 2005). La floracion estuvo en estado de
desarrollo por lo que se pudo evidenciar que las teliosporas estuvieron
presentes en el 6rgano reproductor del hospedante, mostrando una coloracién
negra y revelando un porcentaje de incendia mayor. En las hojas la incidencia
fue menor porque presentaban una forma lineal, es decir no eran jévenes y
tienen menor cantidad de estomas y muestran un sistema vascular menos
activo. Los estomas, son los encargados de realizar la fotosintesis, se
encuentran en los tallos jovenes y en mayor cantidad en las hojas jovenes

(Banrepcultural, s.f.).
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Tabla 12. Método de aspersion del hongo fitopatdogeno en diferentes partes de

la planta: # de hojas enfermas (H) y # de inflorescencias enfermas (I).

Método
Aspersion H % de incidencia I % de incidencia
C1 8 50% 15 94%
C2 6 37% 10 62%
C3 4 25% 5 31%
C4 1 6% 3 18%

Nota: Se tomé 4 plantas y el tamafio de la muestra fue de 16 hojas y 16 inflorescencias.

Tabla 13. Método directo del hongo fitopatdgeno en diferentes partes de la

planta: # de hojas enfermas (H) y # de Inflorescencias enfermas (I).

Directo H % de incidencia I % de incidencia
Biomasa 3 18% 7 44%
(g/uL)

Nota: Se tomd 4 plantas y el tamafio de la muestra fue de 16 hojas y 16 inflorescencias.

Porcentaje de incidencia del hongo fitopatogeno
Ustilago quitensis

100%
90%
o 80%
s 70%
2 60%
g 50%
. 40%
© 30%
®O20%
o
0% || -
iomasa
C1 Cc2 c3 Cc4
(8/uL)
Aspersion (Conidios/pl) Directo(g/pL)
EH 50% 37% 25% 6% 18%
[ ]| 94% 62% 31% 18% 44%

Figura 17. Grafica con el porcentaje de incidencia del hongo fitopatogeno
Ustilago quitensis en diferentes partes de la planta H= Hojas, I=

Inflorescencia, empleando dos métodos por aspersion y directo.
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Se pudo observar que existi6 mayor incidencia del hongo con el método de
aspersion a los 30 dias con la concentracion C1 (818.000 conidios/uL); sin
embargo, la parroquia Nono tiene una temperatura de 19 °C y bosques muy
himedos. Algunas investigaciones sefalan ciertos factores que influyen en el
desarrollo del carbon, asi como la temperatura menor a 23 °C y humedad alta
del suelo (Matheron, Student, Mircetich, y Leb, 1985, p. 1042). Ademas,
influyen ciertos tipos de suelo como los arcillosos que reducen la incidencia del
hongo segun Lubberstedt (2013, p.20 ). En la Tabla 14 se identifica los

porcentajes de incidencia con los dos métodos.

Tabla 14. Porcentaje de incidencia entre los métodos de aspersion y método
directo.

Aspersién: C1

Método Directo: Biomasa (g/ulL) (conidios/ uL)

% de incidencia en
hojas 18% 50%

% de incidencia en
inflorescencia 44% 94%
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% de incidencia entre los métodos:
Aspersion y directo

94%

100%

80%

60% 50%

44%

40%

18%
20%

~ R

% de incidencia en hojas % de incidencia en
inflorescencia

m Directo: Biomasa (g/ul) m Aspersion: C1 (conidios/ ul)

Figura 18. Representacion grafica del porcentaje de incidencia de los

métodos: Aspersion y directo.

a) En la gréfica se resalta el porcentaje de incidencia, donde se observa el 94% de
incidencia con el método de aspersion en inflorescencia a comparacion con el método
directo que es de 44%. Por otro lado, se refleja en las hojas un porcentaje de 50% con el

método de aspersién y un 18% con el método directo.
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5. Capitulo V. Conclusiones y Recomendaciones

4.1 Conclusiones

El efecto biolégico del hongo Ustilago quitensis sobre la planta se evidencio en
hojas e inflorescencias causando manchas de color café en hojas y una masa
en polvo café en las inflorescencias. Por lo que, se demuestra un mayor

porcentaje de incidencia del 94% en la inflorescencia de la planta.

El hongo fitopatdgeno Ustilago quitensis mediante esta investigacion confirma
que esta compuesto por esporas denominadas telioesporas y a su vez por

basidioesporas.

Las diferentes concentraciones que determiné el porcentaje de incidencia
muestran diferencias estadisticamente significativas entre ellas, ya que el
proceso de infeccidon es mas lento en concentraciones mas bajas C3 (122.000
conidios/pL) y C4 (38.000 conidios/pyL), mientras que a concentraciones altas
C1 (818.000 conidios/uL) y C2 (360.000 conidios/pL) a los 30 dias se evidenci6

incidencia en la planta.

La acumulacion de biomasa fue de 0.0042 g/uL a las 72 h de haber sido
inoculado, determinando la mayor concentracion especifica de biomasa

alcanzada por el hongo fitopatégeno Ustilago quitensis durante 120 horas.

El método de aspersion utilizando concentracion C1 (818.000 conidios/uL)
representd un porcentaje de 94% de incidencia del hongo fitopatégeno Ustilago
quitensis en la inflorescencia de la planta, y un 50% en hojas. Por otro lado, el
método directo mostré un porcentaje de incidencia menor comparado con el
método de aspersion del hongo fitopatbgeno Ustilago quitensis, ya que se

obtuvo porcentajes en la inflorescencia de 44% y en hojas de 18%.
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El protocolo de incidencia desarrollado facilita la determinacion de incidencia
del hongo fitopatégeno Ustilago quitensis como potencial agente de biocontrol,

se presenta en el Anexo 10.

4.2 Recomendaciones

Una de las propuestas, en relacion a la inoculacion del hongo fitopatogeno, es
controlar las condiciones ambientales tales como: luz, temperatura y humedad.

Esto seria posible, incorporando un invernadero en estado cuarentenario.

Se contempla importante, considerar el tipo de suelo para facilitar el desarrollo

de las plantas y propagacion de los hongos fitopatogenos.

Es necesario tomar en cuenta que los medios donde esta colocado el hongo
fitopatogeno Ustilago quitensis debe estar ubicado en cajas de cultivo estéril,
lejos de otros microorganismos que pueden alterar el crecimiento, provocando

contaminacion cruzada entre medios dispensados.

Se recomienda seguir investigando medios de cultivos alternativos y mas

econdémicos para el crecimiento del hongo Ustilago quitensis.

Es necesario comparar en futuras investigaciones el efecto biolégico del hongo
U. quitensis con otro hongo del mismo género utilizado como agente de

biocontrol.
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ANEXO 1. Cortaderia jubata

Plantas de Cortaderia jubata con su inflorescencia en la granja experimental de

la UDLA en Nono, donde se usaron parcelas separadas de los demas cultivos.

Cortaderia jubata localizada en la Granja Experimental Nono
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Preparacion de medios para el aislamiento del hongo Ustilago

quitensis
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ANEXO 3. Inoculacion del hongo fitopatégeno Ustilago quitensis

Inoculacion de medios de cultivo PDA a diferentes temperaturas 30 °C y 25 °C.

Inoculacion del hongo Ustilago quitensis en diferentes medios nutritivos

P - 22,
s

Cajas petri inoculadas en medio PDA
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ANEXO 4. Réplicas del crecimiento micelial: Muestra control (Ck) a 25 °C.

Muestras de la cepa M4 en medio sin fungicida a 25 °C crecimiento micelial a

diferentes tiempos y con sus respectivas replicas: (réplica 1:M4) (réplica 2:
M4R) (réplica 3: M4R1). Se representa: (Dia o: to) (Dia 2: t;) (Dia 4: t4) (Dia 6:
ts) (Dl'a 8: tg).

Dias

M4 (réplical) M4R (réplica 2) M4R1 (réplica 3)

to

Muestras cepa M4 en medio PDA a 25 °C crecimiento micelial dia 0

M4 (réplical) M4R (réplica 2) M4R1 (réplica 3)

t2

Muestras cepa M4 en medio PDA a 25 °C crecimiento micelial dia 2

M4 (réplical) M4R (réplica 2) M4R1 (réplica 3)
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t4

Muestras cepa M4 en medio PDA a 25 °C crecimiento micelial dia 4

M4 (réplical) M4R ( réplica 2) M4R1 (réplica 3)

ts

Muestras cepa M4 en medio PDA a 25 °C crecimiento micelial dia 8
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ANEXO 5. Réplicas del crecimiento micelial: Muestra con fungicida
(Benomil) a 25 °C.

Muestras de la cepa M4 medio Benomil 25 °C a diferentes dias y con sus
respectivas replicas: (réplica 1:M4) (réplica 2: M4R1) (réplica 3: M4R2). Se
representa: (Dia o: to) (Dia 2: t,) (Dia 4: t4) (Dia 6: tg) (Dia 8: tg).

Dias M4 (réplica 1) M4R (réplica 2) M4R1( réplica 3)

to

Muestra cepa M4 medio Benomil 25 °C dia 0

M4 (réplical) M4R (réplica 2) M4R1 (réplica 3)

to

Muestra cepa M4 medio Benomil 25 °C dia 2

M4 (réplical) M4R (réplica 2) M4R1 ( réplica 3)
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t4

Muestra cepa M4 medio Benomil 25 °C dia 4.

M4 (réplical) M4R (réplica 2) M4R1( réplica 3)

ts

Muestra cepa M4 medio Benomil 25 °C dia 8.




63

ANEXO 6. Conteo de esporas en la camara de Neubauer

Datos del conteo de esporas en la camara de Neubauer a través de técnicas de

dilucion para obtener la mejor concentracién de esporas.

Tabla 15. Concentracion de esporas Conidios/pL dilucién 10

Dilucién 10*

M4

A B C D E
95 72 74 63 76
89 79 92 86 92
M4R

100 86 80 75 78
99 89 78 77 77
M4R1

82 74 68 91 90
75 80 74 84 79

Tabla 16. Concentracion de esporas dilucién 10

Dilucién 107

M4

A B C D E
45 52 54 37 42
51 44 49 48 40
M4R

34 21 31 35 42
23 45 21 22 21
M4R1

8 7 3 8 11
28 15 6 5 15




Tabla 17. Concentracion de esporas dilucién 10
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Dilucién 1073

M4

A B C D E

2 11 2 10 10
7 6 11 5 4

M4R

27 18 15 8 23
11 10 18 20 15
M4R1

18 11 12 11 5

6 7 17 8 3

Tabla 18. Concentracion de esporas dilucion 10

Dilucion 10™

M4

A B D E

2 3 3

3 1 5 2 1

M4R

1 4 10 4 4

3 2 2

M4R1

3 4 2 11 10
5 2 7 2 5




Tabla 19. Conteo de esporas con el promedio de cada dilucion.

Conteo De Esporas
Repeticiones
# de
diluciones Diluciones M4 M4R M4R1 | Promedio
1 10 409 |419 399 (409
2 102 232 148 53 145
3 10° 34 100 50 |62
4 10 14 17 26 (19

Formula para calcular factor de dilucion

: vt (Ecuacion 7)
vt + vf

Vf: Volumen final

Vt: volumen de transferencia



ANEXO 7. Biomasa
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Datos obtenidos de la medicion de biomasa (g) en peso seco con Ssus

respectivas repeticiones. Se detalla que se hizo tomo la muestra de biomasa

cada 12 horas durante 120 horas

Tiempo

0
12
24
48
72
96

108
120

M4
0.0002
0.0011
0.0021
0.0022

0.005
0.0051
0.0047
0.0022

Repeticiones
M4R
0.0003
0.0012
0.0014
0.0015
0.0041
0.0039
0.0022
0.0027

M4R1
0.0004
0.0012
0.0014
0.0022
0.0034
0.0032
0.0031
0.0022

Promedio

0.0003
0.0012
0.0016
0.0020
0.0042
0.0041
0.0033
0.0024

Desv Est.

0.0001
0.0001
0.0004
0.0004
0.0008
0.0010
0.0013
0.0003



ANEXO 8. Representacion cinética de crecimiento del hongo Ustilago

guitensis.
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En la siguiente gréfica se observa la curva de crecimiento del hongo

fitopatdogeno Ustilago quitensis durante 120 horas.
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ANEXO 9. Inoculacién del hongo fitopatégeno Ustilago quitensis en

diferentes partes de la planta.

Fotografias de las plantas inoculadas con el hongo fitopatdgeno por dos
diferentes métodos (aspersion y directo). Los hongos carbones muestran una

estricta especificidad en el hospedero.

Figura 19. Inoculacion dia 1 con los diferentes métodos
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Inoculaciéon Método de aspersion en inflorescencia diferentes concentraciones

dial

Concentracion 1 inflorescencia
inoculada método de aspersion
dia 1.

Concentracion 2 inflorescencia

inoculada método de aspersion
dia 1.

Concentracion 3 inflorescencia
inoculada método de aspersion
dia 1.

Concentracion 4 inflorescencia
inoculada método de aspersion
dia 1.




Inflorescencia

Método de aspersion en inflorescencia 30 dias

Concentracion 1 inflorescencia Concentracion 2 inflorescencia
inoculada método de aspersion inoculada método de aspersion
dia 30. (94% incidencia) dia 30 (62% de incidencia)




Método de aspersion en hojas

Concentracion 1 hojas Concentracion 2 hojas inoculadas

inoculadas método de aspersion
dia 30. (50% de incidencia)

método de aspersion dia 30.

(37% de incidencia)




Método directo por inyeccion a los 30 dias.

Concentracion 1 inflorescencia Concentracion 1 hojas inoculadas
inoculada (44% de incidencia) dia 30. (18% de incidencia) dia 30.
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ANEXO 10. Protocolo de incidencia del hongo Ustilago quitensis

Protocolo para la determinacién de la incidencia del hongo Ustilago quitensis

como potencial agente de biocontrol.

Titulo: Incidencia del hongo fitopatégeno Ustilago quitensis como potencial

agente de biocontrol.

Introduccion
El control biolégico es una alternativa amigable con el medio ambiente donde

se utiliza microorganismos que colaboran a controlar la propagacion invasiva

de malezas, plagas.

Objetivo

Establecer un protocolo para la determinacion de la incidencia del hongo
Ustilago quitensis como potencial agente de biocontrol.

Procedimiento

- Aislar el hongo Ustilago quitensis de las inflorescencias de las plantas
Cortaderia jubata.

- Suspender la muestra de la inflorescencia infectada en 100 uL de agua estéril
en un tubo eppendorf 1.5 mL.

- Inocular el hongo fitopatégeno en medio solido durante 24 horas para activar
la cepa a 25 ° C.

- Luego tomar una muestra con un asa estéril de la cepa activada e inocular en
medio solido compuesto por: PDA y el antibiotico estreptomicina a 25 °C
durante 2 dias.

- Trasladar al hongo fitopatogeno del medio solido a medio liquido PDB marca
Difco Potato Dextrose Broth y dejar en reposo durante tres dias a 25 °C.

- Al tercer dia, tomar 1 mL del medio liquido en reposo y trasvasar a un matraz
con 100 mL de agua estéril.

- Colocar la mezcla del matraz resultante en un atomizador para asperger en
diferentes partes de la planta.

- Observar las plantas cada 3 dias
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Recomendaciones
Controlar las condiciones ambientales tales como: luz, temperatura y humedad.

Esto seria posible, incorporando un invernadero en estado cuarentenario.



