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INTRODUCCION

Alba Marina Cotes

Directora del Centro de Biotecnologia y Bioindustria, CBB
Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria, Corpoica
amcotes@corpoica.org.co

El fique es la fibra dura natural por excelencia de Colombia. La planta de la cual
se obtiene es originaria de Colombia y del norte de Venezuela, perteneciente
al orden Liliflorae, familia Agavaceae y género Furcraea. Su producciéon se
desarrolla en un contexto de economia campesina y de la produccién de esta
planta viven aproximadamente 70.000 familias colombianas (Castellanos et al.,
2009). El departamento del Cauca tiene la mayor superficie sembrada con fique;
en el afo 2010 se cosecharon 8.639 ha y se estima una produccién aproximada
de 10.349 toneladas métricas en fibra (MADR, 2010), producida en nueve
municipios, actividad que beneficia a aproximadamente 17.000 familias.

Los cultivadores son campesinos, muchos de ellos indigenas que siembran
y cosechan el fique en la propia finca donde residen, como cerca viva
0 como un cultivo asociado al café, la cafna de azucar, el maiz, el frijol, la
papa, la arracacha, el platano y el pasto, que les permita contar con un
sustento adicional, ya que los ingresos obtenidos por la actividad fiquera
son bajos. La venta del fique representa aproximadamente el 50% de los
ingresos de estas familias (ingresos econémicos), lo cual es equivalente a
aproximadamente el 25% del salario minimo legal colombiano. Los ingresos
econdmicos diferentes al cultivo y beneficio del fique, como la produccién
de quesos y algunas frutas como mora, y la venta de su fuerza de trabajo, no
superan los $120.000 al mes (generalmente en especie), lo que sumado a la
venta de las fibras no alcanza a completar un salario minimo legal vigente.
Cabe resaltar que los agricultores de fique actualmente reciben un subsidio
gubernamental en el caso en el que este cultivo reemplace los cultivos
ilicitos. Esto le da al fique un valor social adicional.
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Pese a su gran importancia econémica y social, la cadena de fique en el pais
presenta algunas limitaciones que le restan competitividad en los mercados
nacional e internacional, tales como la baja tecnificacion del cultivo. El cultivo
del fique en Colombia se lleva a cabo de forma rustica y tradicional en terrenos
agrestes o altamentes quebrados.

En la zona del Cauca en donde se llevé a cabo la presente investigacién, un
actor clave es el sector industrial representado por la empresa Empaques del
Cauca S.A. (Empaca S.A)), en la cual el 56% de las acciones corresponde a 176
trabajadores que administran su propia fuente de empleo bajo la premisa
“esfuerzo industrial con compromiso social”. Empaca S.A. utiliza las fibras
naturales de fique para fabricar hilos, tutores y cuerdas bananeras; sacos para
empacar café, cereales, tubérculos y hortalizas; telas o biomantos y saco-suelos
para los procesos de revegetacién de las laderas de montafias en obras viales y
civiles que se adelanten en el suroccidente del pais.

En la actualidad, el sector fiquero enfrenta dos problemas importantes
relacionados:el primero, la comercializacion, dado su limitado mercado convalor
agregado, y el segundo, por factores de produccidn. En este sentido, se estiman
pérdidas del 10% anual causadas por el ataque de plagas y enfermedades,
destacandose el virus de la rayadilla del fique 0 macana, la cual esta diseminada
en todas las regiones productoras del pais (Morales et al., 2003).

El patégeno causal de la macana, segin Morales y colaboradores (1992), es el
virus de la raya necrética del fique, que corresponde a un Dianthovirus. Este
virus consiste en particulas isométricas de 34 nm de didmetro; es un virus ARN
de entre 4.000 y 1.600 bases y contiene una especie Unica de proteina con peso
molecular de 40.000 daltons. La macana es considerada como la enfermedad
mas comun, limitante y de mayor impacto en este cultivo, encontrdndose
diseminada en las principales regiones productoras de Colombia, donde la
presencia del hongo Olpidium sp., posible vector del virus, dificulta el manejo de
la enfermedad en condiciones de campo. Las hojas sintomaticas se pudren y se
rompen al momento de procesarlas para extraer la fibra, siendo esta de menor
calidad y tamano. Eventualmente, las plantas afectadas por macana mueren,
constituyendo una pérdida econémica para los productores. El problema mas
grave con la macana es que el Unico control realizado es la eliminacion de las
plantas afectadas, lo cual es un gran problema para los fiqueros, ya que una
nueva planta se puede demorar cuatro afos en ser productiva.

La erradicacién de Olpidium sp. es dificil por su condicion de parasito obligado
intracelular de raices, ademas de tener estructuras de resistencia. El hongo se
encuentra distribuido en todo el mundo, logrando infectar una gran variedad
de plantas hospederas, incluyendo a malas hierbas que actian como reservorios
naturales. Este vector es econdmicamente importante, debido a que transmite
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virus causantes de enfermedades destructivas en plantas. Presenta tres estados
de desarrollo en su ciclo de vida: zoosporas moviles, esporangios y esporas de
reposo que pueden sobrevivir hasta por veinte afios en terrenos cultivables,
siendo dificil erradicarlo una vez establecido. Una zoospora con un unico
flagelo posterior se enquista en las células epidérmicas de la raiz del huésped
y el protoplasma del quiste se inyecta dentro del citoplasma hospedero,
aparentemente lleva el virus en su protoplasto y se transmite a raices sanas.
Tres a siete dias después de la infeccidn, los zoosporangios maduros descargan
zoosporas por medio de tubos de descarga o salida al exterior de la raiz y repite
asi su ciclo de vida; el virus también puede estar contenido dentro de esporas de
reposo del vector, sobreviviendo por afios en ausencia de plantas hospederas.

Dada la complejidad de esta enfermedad, pues involucra tanto a un hongo
vector como a un virus, con el dnimo de generar una propuesta de manejo
se propuso una estrategia que permitiera contar con plantas libres de virus
y disminuir la colonizacién de las raices por el hongo Olpidium sp., posible
vector del virus. Para esto se propuso el uso de vitroplantulas tratadas tanto
en invernadero como en postrasplante con microorganismos biocontroladores
capaces de colonizar la rizésfera de la planta de fique. Es el caso de rizobacterias
de los géneros Pseudomonas spp. y Bacillus spp. provenientes del fique y de un
prototipo de bioplaguicida desarrollado por investigadores del Laboratorio de
Control Biolégico del Centro de Biotecnologia y Bioindustria de Corpoica en
estudios previos, a base de la cepa Th003 del hongo antagonista Trichoderma
koningiopsis, que ha demostrado una alta eficacia en el control de diferentes
patdgenos de raiz en una variedad de cultivos.
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CONOCIMIENTO DEL AGENTE CAUSAL:
VIRUS Y VECTOR DE LA ENFERMEDAD DE LA MACANA

Daniel Osorio!, Camilo Beltran-Acosta?, Leonardo Sastoque?,

Maria Caridad Cepero de Garcia? Alba Marina Cotes? y Carolina Gonzalez'
'Laboratorio de Microbiologia Molecular, Centro de Biotecnologia y Bioindustria, CBB
Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria, Corpoica

2Laboratorio de Control Biolégico, CBB, Corpoica
cgonzaleza@corpoica.org.co

Introduccion

Actualmente, la enfermedad de la macana o rayadilla es la limitante mas comun
y de mayor impacto en el cultivo del fique; es causada por un virus que es
posiblemente transmitido por el hongo Olpidium sp., (Cepero de Garcia et al.,
2006). El hongo Olpidium spp. se encuentra distribuido en todo el mundo, es
parasito obligado intracelular en raices y logra infectar una gran variedad de
plantas hospederas, monocotiledéneas y dicotiledéneas, incluyendo malas
hierbas que actian como reservorios naturales. Este vector es econdmicamente
importante debido a que transmite virus causantes de enfermedades
destructivas en plantas (Rochon et al., 2004; Koganezawa et al., 2005).

Estudios realizados por Galvez y colaboradores (1977), citado por Morales y
colaboradores (2003), demostraron que el patégeno causal de la macana es un
virus isométrico, aunque sin determinar con precision su posicion taxonémica ni
sumodo de transmision. Gracias a estudios realizados por Morales y colaboradores
(1992) se caracterizo el virus y lo denominaron Virus de la raya necrética del fique,
perteneciente al género Dianthovirus, de la familia Tombusviridae, del cual
no se conocia un vector biolégico. Estudios realizados por Cepero de Garcia y
colaboradores (2006) han demostrado la asociacién entre el virus y un hongo
vector subterrdneo que puede transmitir virus vegetales. Dichas investigaciones
confirmaron que el posible vector es el hongo Olpidium spp.
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Generalidades del vector (Olpidium spp.)

Taxonomia, ecologia y patologia

Los Chytridiomycetes patdgenos de plantas, cominmente conocidos como
quitridos, carecen de un micelio verdadero y constan, en su mayor parte, de
un rizomicelio irregular o redondeado que vive completamente en el interior
de las células de su hospedante. Cuando ha llegado a la madurez, el soma
vegetativo se transforma en muchas esporas latentes de pared gruesa o en
esporangios. Los hongos pertenecientes a esta clase son acuaticos. Dado que
producen zoosporas, requieren de agua o de una pelicula acuosa en el suelo
o sobre la superficie de la planta. Para el caso de Olpidium spp., este transmite
virus desde los hospederos en los que se propaga, hasta los que posteriormente
infecta. Debido a ello, Olpidium spp. es un vector de por lo menos seis virus
que producen enfermedades en las plantas, como el virus de la necrosis del
tabaco (TNV-A, TNV-D) y de la vena ancha de la lechuga (MiLV y LBVV) (Sasaya y
Koganezawa, 2006; Colariccio et al., 2005; Rochon et al., 2004).

Ciclo de vida de Olpidium spp.

Olpidium spp. presenta tres estados de desarrollo en su ciclo de vida: plasmodio
y zoosporangio, zoosporas moviles y esporas de resistencia, que pueden
sobrevivir hasta por veinte afios en terrenos cultivables, siendo dificil erradicarlo
una vez establecido (Tomlinson y Garrett, 1964; Colariccio et al., 2005).

Modo de infeccion

Una zoospora, con un Unico flagelo posterior, se enquista en las células
epidérmicas de la raiz del huésped, y el protoplasma del quiste se inyecta
dentro del citoplasma de la célula, el cual aparentemente lleva el virus en su
protoplasto, transmitiéndose a raices sanas. Siete dias después de la infeccidn,
los zoosporangios maduros descargan zoosporas por medio de tubos de
descarga o de salida al exterior de la raiz, repitiendo finalmente su ciclo de
vida. El virus también puede encontrarse dentro de esporas de resistencia del
vector, sobreviviendo por afios en ausencia de plantas hospederas (Temmink y
Campbell, 1968; Temmink, 1971; Rochon et al., 2004; Koganezawa et al., 2005).

Plasmodio y zoosporangio

Cada uno de los plasmodios aparentemente germina de una zoospora,
la cual, después de enquistarse sobre la superficie de la célula huésped,
penetra en cuestion de pocas horas. El plasmodio joven puede llegar a ser
inapreciable en algunas células huésped, después de 12 a 24 horas. Estos
organelos son esféricos, de estructuras granulares que alcanzan rapidamente
un diametro igual al eje corto de la célula vegetal y que contindan su
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crecimiento, alargandose, hasta adquirir una forma ovoide u elipsoide.
Cuando el plasmodio madura a zoosporangio toma una forma granular en su
interior y el protoplasma es separado dando lugar a las zoosporas. Cuando el
zoosporangio germina, las zoosporas salen al agua circundante, pero, justo
antes de su salida, las zoosporas pueden observarse en movimiento dentro
del zoosporangio. Estas zoosporas pueden escapar a través de pequenos
poros de la pared de la célula huésped y no a través de un tubo de salida
definido (Tomlinson y Garrett, 1964) (Figura 1).

B

Figura 1. Zoosporangios cargados con zoosporas, visualizados en un microscopio de contraste de
fases con el objetivo 100x-Ph3. A. Con la presencia del tubo de descarga. By C. Sin la presencia de
tubo de descarga.

Zoosporas

La zoospora es generalmente de forma esférica, de aproximadamente tres
micras de didmetro y con un flagelo posterior pequefio. Poco después de su
desarrollo nadan en direcciones aleatorias. Algunas zoosporas son biflageladas
y presentan un mayor tamano, dos veces mas grandes que el de una zoospora
uniflagelada. La presencia de los dos flagelos esta asociada a la fusion de dos
zoosporas en su fase sexual (Tomlinson y Garrett, 1964) (Figura 2).

A

Figura 2. Zoosporas visualizadas en un microscopio de contraste de fases con el objetivo 100x-Ph3.
A. Zoospora flagelada. B. Zoospora con tamano de 6 (micras). €. Zoospora biflagelada.
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Esporas de resistencia

Las esporas de resistencia se observan en las células de la epidermis de la raiz,
cincodiasdespuésdelainfeccion, encantidades considerablesy particularmente
sobre las raices mas viejas. Al microscopio, ellas presentan una forma estrellada
y un didmetro entre 14 uy 25 u (Tomlinson y Garrett, 1964). La pared de esta
estructura es verdaderamente rigida y le permite al hongo sobrevivir en el suelo
por mas de 20 anos. Bajo condiciones adecuadas de humedad y una vez dentro
de las células huésped, las esporas entran a su fase asexual, pierden su pared
gruesa, toman una forma granular y expulsan las zoosporas para reanudar asi
su ciclo de vida (Figura 3).

Figura 3. Esporas de resistencia. A. Espora de resistencia visualizada en un microscopio de contraste
de fases con el objetivo 100x-Ph3. B. Esporas de resistencia tefiidas con azul de tripan visualizadas en
un microscopio de luz con el objetivo 100x. €. Tejido vegetal infectado con estructuras de resistencia
de Olpidium spp.

Distribucién

Olpidium spp. presenta una amplia distribucidn y se extiende en todas las areas
templadas del mundo (Koganezawa et al., 2005). El rango de hospederos es muy
extenso, porlo que se encuentran reportes de especies susceptibles, distribuidas
en varias familias, entre ellas: Cucurbitaceae, Leguminosae, Chenopodiaceae,
Compositae, Umbelliferae, Solanaceae, Cruciferae, Malvaceae, Liliaceae y
Gramineae (Koganezawa et al., 2005).

Sintomas y signos de la infeccion por Olpidium spp.

El hongo no presenta ninguna sintomatologia externa; se determina su
presencia cuando hay sintomas del virus. Para detectar la presencia del hongo
se debe llevar a cabo el procedimiento de tincién de raices con azul de Tripdn,
segun la metodologia descrita por Phillips y Hayman (1970) y modificada por
Cepero de Garcia y colaboradores (2006), en donde se observan y diferencian
facilmente las estructuras como las esporas de resistencia y los zoosporangios.
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Identificacion molecular de Olpidium spp.

El ADN ribosomal (ADNr) ha demostrado ser una region util para estudiar
relaciones evolutivas entre hongos y ha desempefado un papel importante
en la taxonomia de hongos (White et al, 1990). Sin embargo, actualmente
los genes 5.8S, 18S y 28S de esta regidén han mostrado relativamente pocas
diferencias entre especies (Kularatne et al., 2004). Ante esto, otras regiones han
sido estudiadas y han demostrado ser mucho mas variables, como es el caso
de las regiones correspondientes al espaciador transcrito interno (ITS) entre los
genes 18S y 28S del ADNr. Estas regiones para el caso de Olpidium spp. han
arrojado resultados interesantes.

Estudios realizados por Herrera-Vasquez y colaboradores (2009), permitieron a
partir de una PCR multiple detectar tres especies de Olpidium spp. (O. bornovanus,
O. brassicae, O virulentus) utilizando cebadores que amplifican solo la region
especifica ADNr del hongo, a partir tanto de zoosporas como de raices de la planta
huésped. Estos cebadores fueron utilizados como la herramienta de identificacién
molecular del hongo Olpidium sp. detectado en raices de plantas de fique.

PCR multiple

La PCR multiple se basa en la reaccidon en cadena de la ADN polimerasa
(Polymerase Chain Reaction), con la uUnica diferencia de que se utilizan varios
juegos de cebadores en su proceso. Con esta técnica se pueden producir en
el laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN especifico, incluso en
presencia de millones de otras moléculas de ADN. Sus Unicos requerimientos son
la existencia de nucleétidos que son la materia prima para fabricar el ADN, y una
pequena cadena de ADN que pueda unirse a la molécula “molde” de ADN que
queremos copiar para que sirva como cebador (primer) (Cruegery Crueger, 1993).

Metodologia
Produccion masiva del inéculo de Olpidium sp.

Con el objetivo de establecer un protocolo para el aislamiento de las zoosporas
de Olpidium sp. se utilizaron plantulas de lechuga (Lactuca sativa) que
presentaban entre 3 y 5 hojas verdaderas empleadas como cultivo modelo,
dada la susceptibilidad que presenta esta hortaliza frente al vector del patégeno
(Cepero de Garcia et al., 2006). Estas fueron trasplantadas a materas plasticas de
600 g de capacidad, a cada una de las cuales se le agregé una mezcla de suelo
turba como sustrato base y en el centro de la misma se le adicion6 suelo que
contenia una cepa virulenta de Olpidium sp. en proporcion 10:1.

Después de 30 a 40 dias se extrajeron las plantas y se detecté la presencia del
hongo en las raices, gracias al protocolo de tincién de raices que se describe a
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continuacidn. Se lavaron las raices con agua destilada estéril y se sumergieron en
hidroxido de potasio (KOH) al 10%; esta solucién se calenté en bafo de Maria a
90°C, durante 10 minutos, y se lavaron con abundante agua. Luego se acidificé
con HCl por 10 min, se descartd y por Ultimo se agregé azul de Tripan por 24 horas.

Montaje de las raices infectadas y observacion de las estructuras del hongo

Con el fin de verificar la infeccién del hongo en la raices de la planta, se ubicaron
e identificaron bajo el microscopio las estructuras, tales como las esporas de
resistencia y los zoosporangios. Para ello, en primera instancia se sumergié un
grupo de las raices tefiidas en agua destilada (Figura 4A), de tal forma que se
pudieran cortar en segmentos de 2 cm, las cuales fueron colocadasdea 10 en un
montaje ldmina-laminilla. Para confirmar la presencia del hongo se analizaron
10 campos por cada raiz, usando el objetivo 10x (Figura 4). Posteriormente, se
diferencié la morfologia de las estructuras presentes bajo el objetivo 40x y para
el caso de evidencia fotografica se utilizé el objetivo 100x (Figura 4).

40x 100x

Figura 4. A. Raices infectadas con Olpidium sp. B. Observacion de las estructuras
del hongo al microscopio (10x, 40x y 100x).
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Con el propdsito de aislar las zoosporas vivas del hongo, se realiz6 el montaje
en fresco de las raices, como se mencioné anteriormente, pero sin ningun tipo
de tincién. El aislamiento fue efectuado segln la metodologia propuesta por
Herrera-Vasquezy colaboradores (2009) con algunas modificaciones, para extraer
un ADN puro y concentrado para la identificacion molecular de Olpidium spp.

Aislamiento de las zoosporas de Olpidium sp.

Después de 17 dias del trasplante, la mitad de las plantas fueron extraidas de
los recipientes y el suelo adherido a las raices fue retirado cuidadosamente
para conservar en buen estado las estructuras del hongo. Una vez obtenidas las
raices, se lavaron con abundante agua corriente estéril y se mantuvieron a una
temperatura entre 15°Cy 20°C para evitar la expulsién de las zoosporas. Luego
se colocaron sobre cajas de Petri y en ellas se continuaron los lavados con agua
estéril, bajo las condiciones anteriormente mencionadas, minimo cuatro veces
mas o hasta que los residuos del sustrato se eliminaran por completo.

Obtencién y purificacion de las zoosporas en suspension

La siguiente fase experimental se focalizé en la purificacion de la suspensiéon
de zoosporas, ya que los aislamientos provienen de suelo donde la microbiota
es muy extensa y la contaminacion con bacterias es constante, lo cual puede
afectar la identificacién molecular.

La purificacion de las zoosporas se realiz6 mediante una metodologia que
permitiera purificar la solucién sin afectar las estructuras moéviles de Olpidium sp.
Para ello se utilizaron antibiéticos de amplio espectro en concentraciones bajas,
con el fin de evitar el dafo de las estructuras del hongo. Se realizé la inmersién
de las raices en una mezcla de antibiéticos (combinaciéon de estreptomicina,
penicilina y cloranfenicol a una concentracién final de 4,5 mg/mL) durante
10 min aproximadamente, seguida de cuatro enjuagues con agua corriente
estéril y mantenida entre 15°Cy 20°C para eliminar los residuos de antibioticos
(Figura 5). Una vez realizados los lavados se utilizé6 una solucién de sacarosa
al 1% y glicina 0,5 M 1:1 (v/v), sugerida por Herrera-Vasquez y colaboradores
(2009), en la cual se incubaron las raices lavadas a una temperatura de 25-30°C,
durante 24h, con lo cual se redujo la presencia de bacterias contaminantes y se
favorecio la expulsién de las zoosporas (Figura 5). Esto fue demostrado después
de observar las muestras bajo el microscopio de contraste de fases, previa
incubacién y centrifugacién a 10.000 rpm (Figura 6)

Identificacion molecular de Olpidium sp.

Extraccion de ADN: Para la identificacion molecular de Olpidium sp. se
realizaron extracciones de ADN ajustando el protocolo de Denman y
McSweeney (2005). Este protocolo se aplicod a partir de una suspensién de
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Figura 5. Inmersion de las raices de lechuga de 17 dias después del trasplante, infectadas con
Olpidium spp. en una solucién de antibidticos (Estreptomicina, Penicilina y Cloranfenicol a 4,5
mg.mL"), sequida de una solucién de glicina (0,05 M glicina y 1% sacarosa).

(100x-Ph3)

Figura 6. Observacién de las zoosporas bajo microscopio
de contraste de fases, 24 horas postincubacion de las raices
a30°C.

zoosporas y de raices infectadas con el hongo, con el fin de encontrar la
cantidad y la calidad 6ptima de ADN para la amplificacidn. La concentracién
de ADN y la pureza del mismo fue estimada por la medida de la absorbancia
a longitudes de onda de 260 y 280 nm en un espectrofotémetro NanoDrop®
1000 (Thermo Scientific).

Amplificacion por PCR para Olpidium sp.: Con el fin de determinar la especie de
Olpidium sp. presente en las muestras de Cauca (Colombia), se recurrié alatécnicade
PCR-muiltiple, utilizando los cebadores especificos para Olpidium spp. sugeridos por
Herrera-Vazquez y colaboradores (2009), tales como: OLPbor (Olpidium bornovanus
sp.) (Accesion GenBank N°AB205215, tamario 977 bp), OLPbra (Olpidium brassicae
sp.) (N° AB205213, 204 bp) y OLPvir (Olpidium virulentus sp.) (N° AB205208, 579 bp).
La amplificacion especifica de la region ADNr se realizé a partir de la suspension de
las zoosporas como de las raices infectadas. Estos productos de PCR fueron corridos
en geles de agarosa para su andlisis y su posterior secuenciacion.
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Resultados

Produccion masiva del inéculo

Para la reactivacién del ciclo de vida y la produccién masiva de Olpidium sp. se
trasplantaron 70 plantas de lechuga, de acuerdo con la metodologia descrita,
de las cuales 10 fueron sembradas en suelo estéril como control positivo y 60
fueron sembradas en suelo inoculado con Olpidium sp. A 30 plantas inoculadas
se les realizo la tincién de las raices con azul de Tripan, con el fin de verificar la
presencia de Olpidium spp., y las 30 restantes se dejaron en invernadero como
indculo primario para los siguientes bioensayos.

Bajo observacién en microscopio de contraste de fases se verificé la presencia
del hongo en el 100% de las raices analizadas, mediante la identificacién de las
esporas de resistencia. Dos tipos de esporas caracteristicas del género Olpidium
spp. fueron identificadas: esporas de pared lisa caracteristicas de O. bornovanus
y esporas de pared hexagonal propias O. brassicae, segun Herrera-Vasquez y
colaboradores (2009) (Figura 7). Este tipo de esporas se observé en todas las
raices analizadas.

1. PATRON LISO

3. ZOOSPORANGIO

2. PATRON HEXAGONAL

Figura 7. 1. Patrones de esporas de resistencia observadas en microscopio de contraste de fases 40x-
Ph2, tefidas con azul de Tripan.

Identificacion morfoldgica de las zoosporas de Olpidium sp.

Para la identificacion taxonémica de Olpidium sp. es muy importante conocer
la complejidad de la estructura interna y la organizacién de la zoospora. Para
ello se realizé un montaje en fresco a partir de una suspensién de zoosporas,
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en la cual se observaron las estructuras caracteristicas de este hongo bajo
microscopio de contraste de fases, objetivo 100x-Ph3, confirmando que se trata
de Olpidium sp. (Figura 8).

Identificacion molecular de Olpidium sp.

Extraccion de ADN: Los ADN extraidos a partir de la suspensién de zoosporas y
de raices maceradas fueron cuantificados por espectrofotometria con la ayuda
del NanoDrop'. De los resultados obtenidos, las muestras de ADN provenientes
de raices maceradas presentaron mejor concentracion y pureza. Estas fueron
elegidas para las pruebas de amplificacién por PCR.

Figura 8. Estructura interna de la zoospora observada bajo microscopio de contraste
de fases, 100x-Ph 3, a partir de zoosporas de Olpidium sp. A. Flagelo. B. Blefaroplasto
funcional. €. Nucleo. D. Cépsula nuclear. E. Rizoplasto. F. Granulos extranucleares, y G.
Cuerpo lipidico.

Amplificacién por PCR para Olpidium sp.

Para la identificacion molecular a nivel de especie se empled la técnica de PCR-
multiple, utilizando las tres parejas de cebadores correspondientes, cada una
de ellas, a la regiéon ITS del ADNr de tres especies de hongos pertenecientes
a este género: O. bornovanus (OLPbor), O. brassicae (OLPbra) y O. virulentus
(OLPvir). Las amplificaciones fueron realizadas con cada par de cebadores de
manera independiente y asi mismo de manera multiple en una sola reaccién
de amplificacién. Para ambos casos se determind que la especie presente en las
zonas fiqueras del departamento del Cauca podria ser Olpidium virulentus, dado
que la pareja de cebadores (OLPvir) fue la Unica que permitié amplificar esta
regién en la totalidad de las muestras evaluadas (Figura 9).
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Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 1 2 3 (9)

OLPbor+OLPbra+OLPvir
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Figura 9. Amplificacién PCR obtenida con cada una de las parejas de cebadores (carril 1 al 9) y con
la mezcla de las tres parejas (carriles 10, 11 y 12) a partir de ADN de tres muestras de raices infectadas
con el hongo. Carril 13: Control (-), M: Marcador de peso molecular: 100 pb.

Con el dnimo de confirmar este resultado, se procedié a realizar la secuenciacion
de los productos obtenidos con la pareja de cebadores OLPvir. Los resultados
de secuencia fueron analizados contra dos bases de datos publicas: la base de
datos GenBank del Centro Nacional para Informacién en Biotecnologia (NCBI)
y la base de datos del Centro de Biodiversidad Fungica (CBS). Con estas bases
de datos y la herramienta de alineamiento BlastN, las muestras analizadas
mostraron una alta homologia con la especie O. brassicae (cepa HY-1 GenBank:
AB205204.1).La cepaHY-1 corresponde a la especie O. virulentus, de acuerdo con
las investigaciones realizadas por Sasaya y Koganesawa (2006). Un alineamiento
de la secuencia obtenida en este estudio con la cepa HY1 reportada en el
GenBank, confirmé este resultado por medio de la herramienta bioinformatica
CLUSTALW.

Resultados y conclusiones

Con el animo de identificar la especie de Olpidium sp., posible vector del virus de
la macana del fique, se realizaron estudios morfolégicos de los zoosporangios
bajo el microscopio. Dichas observaciones demostraron que estas estructuras
no permiten establecer con certeza ninguna discriminacion a nivel de especie,
razén por la cual procedimos a estudiar las esporas de resistencia, las cuales son
un factor determinante para este tipo de identificacion.

Bajo el microscopio se observaron esporas de resistencia con dos patrones
diferentes a partir de una misma muestra, uno de pared lisa, propio de O.
bornovanus, y otro de pared hexagonal, propio de O. brassicae, e incluso se
observoé la ausencia total de ellas en algunas muestras analizadas. Por lo que
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se demuestra que no fue una aproximacién precisa para diferenciar especies
dentro de este género.

Todo lo anterior llevé a recurrir a técnicas mas finas, de tipo molecular, y menos
complejas que pudieran identificar con mayor precision la especie del hongo
de este estudio. Para ello se utilizd la PCR multiple, mediante la cual fue posible
identificar, a partir de regiones ITS especificas del genoma de tres especies de
Olpidium spp. (O. bornavanus, O. brassicaey O. virulentus), que la especie del hon-
go presente en las regiones productoras de fique en el departamento del Cauca
es O. virulentus. Este resultado fue corroborado por el andlisis de la secuencia.

Cabe destacar que la metodologia molecular arrojo resultados satisfactorios
que requirieron de procesos arduos de normalizacién, tanto para la obtencion
de la muestra (produccién masiva de zoosporas), como para la purificacién de
la misma (baja carga bacteriana), pues para lograr una identificacion precisa,
la fuente y pureza del ADN, asi como la especificidad de los cebadores, fueron
fundamentales para la deteccion y diferenciacién de la especie del hongo.
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Introduccion

El fique (Furcraea spp.) es una especie nativa, ampliamente distribuida en
Colombia y de la cual viven 420.000 productores distribuidos en los diferentes
departamentos fiqueros (Castellanos et al.,, 2009). En el momento, la Unica
entrada que perciben los productores proviene de la venta de la fibra. Sin
embargo, la macana, una de las enfermedades mas comunes en este cultivo,
por el tipo de dafo que ocasiona en la hoja y en la planta, afecta directamente
la cantidad y la calidad de la fibra que se produce.

Los productores de fique utilizan, al establecer el cultivo, tres formas de
siembra: dispersa, asociada o compacta (SIPSA, 1998). En la siembra dispersa,
las plantas se ubican en una o dos lineas en los linderos de los predios o
separando las parcelas de otros cultivos o potreros, como cerca viva. En el
sistema asociado, se usan distancias entre surcos muy amplias, permitiendo la
siembra entre ellos de cultivos de pan coger como maiz, frijol, papa, etc. En la
siembra compacta, se dedica una gran parte de la superficie del terreno para
establecer el cultivo, que puede tener diferentes densidades, dependiendo
de las distancias de siembra que acostumbre el agricultor, siendo las mas
comunes de 2 a 3 m entre surcos y de 1,20 a 1,50 m entre plantas. Lo anterior
significa que el numero de plantas por hectarea y, por consiguiente los
ingresos, dependen de la forma de siembra utilizada.
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En el Cauca, en cultivos de fique ubicados por debajo de los 1.900 msnm,
no se observa la presencia de la raya necrética de la macana, mientras que a
altitudes mayores a 2.300 msnm se han presentado sintomas de la enfermedad
en las plantas sembradas, que oscilan entre un 26% y un 50% (Gémez, 2003).
En el corregimiento de Paniquita (Cauca), parte de la zona de investigacién
realizada entre los afos 2010 y 2011, los agricultores y los investigadores en
campo han coincidido en que el porcentaje de incidencia y afectacién del virus
es de un 30%. Este factor provoca una disminucién de igual proporcién en la
cantidad de fibra de primera calidad producida, ya que la fibra afectada por la
macana se quiebra facilmente durante el beneficio, produciendo fibra corta,
clasificada como de tercera. Esto afecta los ingresos del productor, porque el
precio de un kilogramo de cabuya de primera calidad es de $1.528 (precios
a octubre de 2011) y el de fibra corta, desperdicio o de tercera categoria es
de $724 por kilogramo, es decir, que el productor deja de percibir $804 por
kilogramo de fibra vendida, lo cual significa que la presencia de macana en los
cultivos tiene un impacto econémico serio.

Para determinar de forma precisa cudl es el monto de dicho impacto, se va a
comparar la rentabilidad por hectarea que tiene el productor, por la venta de la
fibra de fique durante los primeros 20 afos después de establecido un cultivo,
sin presencia de macana, con la que obtiene, en las mismas circunstancias, pero
con la presencia del virus, usando para ello un porcentaje de afectacién de un
30%. Lo anterior se va a obtener comparando los pardmetros financieros mas
comunes, como son la Tasa Interna de Retorno (TIR) y el Valor Presente Neto
(VPN), que trae a precios de hoy las ganancias que se lograran en 20 anos, y
midiendo luego su impacto en el flujo efectivo de caja.

Con estos resultados se quiere mostrar, de forma objetiva, las pérdidas en que
puede incurrir un agricultor en su unidad productiva, si no toma las medidas
necesarias para el control de la enfermedad. A su vez, se pretende que mediante
capacitacion, los productores empiecen a tomar decisiones utilizando
indicadores obtenidos mediante métodos o herramientas técnicas y asi reducir
la incertidumbre inherente al sector agricola.

En el presente documento se establecen los supuestos de trabajo y se presenta
la metodologia utilizada para calcular los pardmetros que miden los impactos
econdémicos del virus de la macana. Se presentan las tablas con los costos de
produccion, el flujo de caja, base para los calculos realizados, asi como algunas
recomendaciones y conclusiones.

Metodologia empleada para el analisis econémico

Con el objetivo de comparar el cultivo con y sin presencia de la macana y asi
demostrar laimportancia y ventajas para el agricultor, en la parte econémica, de
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tener un cultivo libre del virus, a continuacién se describen los pasos seguidos
en este analisis financiero.

Establecimiento de los supuestos de trabajo

Se seleccioné un escenario optimista, es decir, un cultivo compacto con una
Unidad Técnica Productiva (UTP) de una hectérea y una densidad de 2.000
plantas. Se asume que la Unica fuente de ingresos proviene de la venta de la
fibra, que corresponde a un 4% de la hoja. Para los calculos realizados, se adopta
como cierto que a la bodega de compra llega fibra de diferentes calidades, por
tanto, cuando un cultivo no tiene macana, la calidad de la fibra esté distribuida
como sigue: de primera calidad en un 92%, de segunda en un 5% y de tercera
en un 3%; pero cuando la fibra procede de un cultivo con macana, la proporcion
adoptada es de 62% para fibra de primera calidad, 5% de segunda y 33% de
tercera, es decir, que la proporcién de fibra de sequnda permanece constante y
se incrementa notablemente la de tercera.

Sefijé un horizonte de produccién a 20 afios, asumiendo que en los primeros
seis anos los costos son variables, debido a que el cultivo aln no entra en
su etapa de produccién maxima. A partir del ano siete y hasta el afio 20 de
establecido el cultivo, los costos de produccion serdn constantes. También se
asume que para estos anos la produccién por hectarea sea éptima, es decir,
de 2 kg por planta al afo, lo cual resulta en un total de fibra por hectarea de
4.000 kg/afo.

Determinacion de los costos de produccion

Para determinar los costos de produccién se partié del estudio realizado por
Romero en 2007, que para la obtencién de estos valores recurrié a informacién
de diversas fuentes, como entrevistas a técnicos relacionados con la actividad,
cultivadores, comercializadores y transformadores del fique. A los valores
logrados por Romero se les adiciond el costo de mantenimientoy la depreciacion
de los equipos utilizados en el beneficio de la fibra.

Un aspecto que también se ha tenido en cuenta es la adquisicion de la maquina
desfibradora, la cual debe hacerse al cuarto afio de establecido el cultivo, para
iniciar el ciclo productivo con la extraccién de la cabuya. Lo anterior, considerando,
como ya se dijo, que por cada UPT hay que beneficiar 2.000 plantas.

Flujo de caja

Para la obtencién de las proyecciones financieras se utilizaron premisas
conservadoras que aseguran, como minimo, el analisis de los elementos
basicos del costo, como son: la mano de obra empleada en los procesos de
establecimiento del cultivo, el control fitosanitario y de malezas, la cosecha y el
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beneficio;insumos comolacompradeabono organico, de fungicidasylos costos
indirectos de produccidn, que son aquellos gastos diferentes a los materialesy a
lamano de obra, enlos que seincurre para la producciéon y comercializacién de la
fibra. Entre ellos tenemos: servicios y arriendos, depreciacién y mantenimiento
de la maquina desfibradora, el tanque de fermentacién, el secadero aéreo y la
bodega para el almacenamiento de los insumos.

Determinacion de los indicadores financieros

Los indicadores financieros de decision utilizados fueron, como ya se dijo, la
tasa que permite identificar el tiempo de recuperacién y el rendimiento de una
inversién, denominada Tasa Interna de Retorno (TIR), y el indicador que permite
evaluar una ganancia, teniendo en cuenta la pérdida de poder adquisitivo del
dinero con el paso del tiempo o Valor Presente Neto (VPN).

Resultados

Sin macana

En la Tabla 1 se presenta el andlisis de costos de produccién, segun los
supuestos establecidos en la metodologia. La estructura de costos muestra
que en promedio el impacto por depreciacidon y mantenimiento de la maquina
asciende a un 34% de los costos indirectos y a un 38% de los costos totales.

Al igual que el flujo de caja proyectado (Tabla 2), durante los seis primeros
afnos se debe incurrir en gastos cercanos a los $7.348.810, los cuales serian
recuperados durante el ciclo productivo del cultivo y se obtendrian ingresos
netos, es decir, descontando los gastos incurridos en los seis primeros aios, por
valor de $22.879.760, lo que permite calcular una TIR de 15,1% y evaluar los
ingresos bajo un VPN, con una tasa de descuento del 5%, que es la meta de
inflacién promedio proyectada por el Banco de la Republica de Colombia para
los préximos afos. Por consiguiente, se tendrian ingresos netos de $ 9.075.226,
lo cual es equivalente a que el agricultor depositara esa cantidad, en el afo cero,
a un interés del 5% anual y recibieran el pago en cuotas desde el afio siete al 20,
como se aprecia en el flujo de caja.

Con macana

En términos financieros, los ingresos del agricultor en un cultivo con macana
se ven disminuidos durante el ciclo productivo del cultivo (6-20 afos) a $
9.613.760, esto nos indica que deja de recibir por la venta de fibra de calidad
$13.266.000, lo cual provoca que las expectativas en la tasa de rendimiento
(TIR) para esta unidad técnica llegue al 8,44%, es decir, una diferencia en la
disminucion de la rentabilidad cercana al 6,66% frente a un cultivo libre de
macana (Tablas 3 y 4).
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Tabla 2. Flujo de caja proyectado para una Unidad Productiva Técnica. 2.000 plantas/ha.
Cifras en pesos colombianos

s | w0 | ot | e | o3 | s | s | wwo | o7 |

INGRESOS
Venta de fibra de fique $0 $0 $0 $0  $1493730 $2987.460 $4.481.190 $5.974.920
TOTAL INGRESOS $0 $0 $0 $0 $1.493.730 $2.987.460 $4.481.190 $5.974.920
COSTOS
Mano de obra $820.000 $140.000 $140.000 $140.000 $280.000 $280.000 $280.000 $280.000
Insumos $610500  $510500  $510500  $510500  $510500  $510500  $510.500 $510500
Costos indirectos $510.000 $260.000 $310.000 $310000 $2623000 $2854000 $2.854.000 $3.085.000
TOTAL COSTOS $1.940500 $910.500 $960.500 $960.500 $3.413.500 $3.644.500 $3.644.500 $3.875.500
FLUJO NETO $-1.9040500 $-910.500 $-960.500 $-960.500 $-1.919.770 $-657.040 $836.690  $2.099.420
PRODUCCION ANUAL - - - - 1.000 2.000 3.000 4.000
COSTOS POR KILO $0 $0 $0 $0 $3414 $1.822 $1.215 $969
TR 15,10% *E)ssti[r:]raéiii%bsaja%lérflasadedescuemodeIS% porlainflacién proyectadaenpromediopara
VPN* $9.075.226
INGRESOS TOTALES $22.879.760

Tabla 3. Flujo de caja proyectado para una Unidad Productiva Técnica (UPT) afectada por el virus de
la macana. 2.000 plantas/ha. Cifras en pesos colombianos

homonss w0 |t | oz | woa | dos | s | s | o7 |

INGRESOS

Fique $0 $0 $0 $0 $1252530 $2505.060 $4481.190  $5974920
TOTAL INGRESOS $0 $0 $0 $0 $1.252.530 $2.505.060 $4.481.190 $5.974.920
COSTOS

Mano de obra $820.000 $140.000 $140.000 $140.000 $280.000 $280.000 $280.000 $280.000

Insumos $610500  $510500  $510500  $510500  $510500  $510500  $510500  $510.500
Costos indirectos $510000  $260000  $310000  $310000 $2623000 $2.854000 $2854000 $3.085.000
TOTAL COSTOS $1.940500 $910.500 $960.500 $960.500 $3.413.500 $3.644.500 $3.644.500 $3.875.500
FLUJO NETO $-1.040500 $-910500 $-960.500 $-960.500 $-2.160.970 $-1.130.440 $836.690 $2.099.420
PRODUCCION ANUAL - - - - 1.000 2,000 3.000 4.000
COSTOS POR KILO $0 $0 $0 $0 $3.414 $1.822 $1.215 $969

TIR 8,44% *Estimacion bajounatasade descuentodel 5% porlainflacién proyectadaen promedio para
R $2302.124 l0s proximos arios.
INGRESOS TOTALES $9.613.760
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En laTabla 4 se presenta el comparativo de laTIRy el VPN, ademas de los ingresos
totales con proyeccién a 20 afios, segun la estructura de costos de produccién
y teniendo en cuenta un cultivo sin la presencia del virus de la macana y un
cultivo afectado con el virus.

Tabla 4. Comparativo de indicadores financieros de decision para el cultivo de fique sin enfermedad
y con el virus de la macana. Proyeccion de 0 - 20 afos

Indicadores financieros Cultivo sin virus de la macana Cultivo con virus de la macana

TIR 15,10% 8,44%
VPN* $9.075.226 $2.392.124
INGRESOS TOTALES. 20 afios $22.879.760 $9.613.760

* Estimacion bajo una tasa de descuento del 5% por la inflacion proyectada en promedio para los proximos afios.

Recomendaciones

Para ser mas eficiente con los costos anteriores se aconseja tener mas de una
hectdrea cultivada, ya que los costos, al ser fijos, el impacto en la estructura
de costos se puede ver disminuida con el paso del tiempo; porque con cada
hectdrea adicional de cultivo se pueden equilibrar, es decir, que si anualmente
por una hectarea le corresponden $1.050.000, para dos hectareas de cultivo
el costo seria de $525.000, en tres hectéreas seria de $350.000 y para cuatro
hectdreas de cultivo seria de $262.500, lo cual permitiria disminuir costos y
aumentar la rentabilidad del cultivo. Por lo anterior, se aconseja tener cultivos
mayores a cuatro hectareas, en los cuales el impacto en los costos indirectos, en
cuanto a depreciacidon y mantenimiento de equipos, se disminuiria en un 75%,
debido a que son constantes, sin importar el nivel de produccién.

Conclusiones

Si el productor de fique no toma las medidas necesarias para el control del virus
de la macana, los porcentajes de pérdida con la incidencia del 30% provocan
una disminucién de ingresos y rentabilidad en el cultivo de fique de $13.266.000
y 6,66%, respectivamente, en un periodo de 20 anos, frente a un cultivo en el
que la enfermedad no se presenta.

Igualmente, solo se contemplo la extraccion de fibra que corresponde al 4%,
debido a que en Colombia el 96% del material, correspondiente a los residuos
sélidos y liquidos obtenidos durante el beneficio del fique, en su gran mayoria
no son aprovechados.

Alaumentarlosingresos por elaprovechamiento de los subproductos generados
durante la extraccion de la fibra, se mejoraria la relacidon costo-beneficio para los
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agricultores. Actualmente, el material generado en el beneficio, simplemente
se deja en el campo o va a parar a los rios y quebradas, convirtiéndose asi en
un factor de contaminacién del medio ambiente y de las corrientes de agua
(Granados, 2009).
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Introduccion

La producciéndefique (Furcraeaspp.) en Colombia se ve afectada principalmente
por una enfermedad viral conocida como macana o raya necrética, diseminada
por las principales regiones productoras (Galvez et al., 1977; Cadefique et al.,
2006). Las plantas infectadas se caracterizan por la aparicién inicial de manchas
y rayas cloréticas en el haz y envés de las hojas que cambian a color rojo o
marron, necrosandose, seguido de la aparicion de un mosaico sistémico. La fibra
extraida de hojas afectadas es de menor calidad y tamafio, y adicionalmente la
planta reduce su crecimiento a medida que la enfermedad avanza hasta que,
eventualmente, muere, ocasionando asi pérdidas econémicas importantes para
los productores. Morales y colaboradores (1992) sefalan que el virus causal
(Furcraea Necrotic Streak Virus) puede pertenecer al grupo de los Dianthovirus,
de acuerdo con la caracterizaciéon molecular.

Eventualmente, elagente delaenfermedad puede sertransmisible con machetes
y otras herramientas utilizados para la cosecha de las hojas y el mantenimiento
del cultivo. Cepero de Garcia y colaboradores (2006) encontraron el hongo
Olpidium sp. en raices de fique y de lechuga (planta indicadora), el cual es
conocido como un agente transmisor de algunos virus fitopatégenos que se
encuentran en las raices de plantas de cultivo (Rochon et al., 2004; Rochon,
2009). Las plantas infectadas pueden o no expresar sintomas, dependiendo
de factores como temperatura, luminosidad y condiciones del suelo (Walsh,
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1994). Osorio (2010) identificé por técnicas moleculares al hongo presente en
las raices de fique como O. virulentus, lo cual hace dificil manejar la enfermedad
en condiciones de campo, por su condicién de parasito obligado de raices. Sin
embargo, no existen reportes claros que demuestren el modo de transmision
delvirus. Ante los dafos y pérdidas causados por este patdgeno, los agricultores
realizan un control de tipo cultural mediante la destruccién, quema o aplicaciéon
de herbicidas a las plantas afectadas (Cadefique, 2006). De acuerdo con estos
antecedentes se inicié esta investigacion con el objetivo de evaluar diferentes
formas de transmisién del virus causal en plantas de fique y generar sintomas
visibles y evidentes de la enfermedad.

Materiales y métodos

Material vegetal utilizado para inocular

Para las pruebas de inoculacion se emplearon dos grupos de plantas de fique:
el primero correspondié a plantas de fique propagadas in vitro, y el segundo,
a bulbillos (semilla). Las plantas de fique de las que se obtuvieron los bulbillos
presentaban sintomas tipicos de la clorosis y necrosis generada por el virus.
Plantas de lechuga con al menos tres hojas verdaderas al momento del
trasplante.

Para las pruebas de detecciéon del virus por inoculacion de extractos se
emplearon plantas indicadoras como Nicotiana tabacum, N. glutinosa y Petunia
hybrida, muy utilizadas en ensayos con virus.

Obtencion del inéculo

Para obtener el extracto con el cual se inocularon las plantas de fique se llevaron
a cabo tres procedimientos. En primer lugar, se recolectaron hojas de fique
provenientes de cultivos de fique en el corregimiento de Paniquitd, municipio
de Totord (Cauca), que mostraban los sintomas de la enfermedad. Estas hojas
fueron maceradas en tampdn fosfato y el extracto obtenido se empleé de forma
inmediata para su inoculacién en nuevo material vegetal libre de virus. Para el
segundo procedimiento se emplearon plantas de fique propagadas in vitro,
libres de virus, pero que al ser inoculadas con el extracto previamente obtenido
presentaron leves sintomas, y finalmente, para el tercer procedimiento se
emplearon hojas de plantas de lechuga que mostraron sintomas del virus (Figura
1), las cuales fueron inducidas por la siembra en suelo proveniente de cultivos de
fique afectados por la enfermedad. Este modelo se utilizé con el fin de evaluar si
habia transmisién del virus desde el suelo a las plantas de lechuga, ya que como
se menciond anteriormente, el presunto agente vector de transmision Olpidium
spp. se encuentra principalmente en el suelo. El proceso de obtencién de los
extractos fue el mismo para los tres casos.
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Figura 1. Lechuga que presenta en sus hojas clorosis en venas, sintoma de virus.

Inoculacion mecdnica de los extractos virales

Se tomaron fragmentos de hojas (5 g), de plantas enfermas con sintomas de
virus y se maceraron en un mortero con aproximadamente 20 mL de tampén
fosfato (0,1 M, pH: 7,0). Para las inoculaciones con extractos se agregé acido
etilendiamino tetraacético (EDTA) al 0,01 M o sulfito de sodio a 0,2 M en el
tampon. Posteriormente, se realizaron heridas pequenas en las hojas de 42
plantas sanas de fique, con carburo de silicio (frotando sobre la planta con una
bola de algodon seca y estéril), y luego se remojé una segunda bola de algodén
en el extracto obtenido y se frotaron suavemente las hojas a las que se les
habia realizado la herida. Después se lavaron las hojas con abundante agua y se
llevaron a incubar las plantas en condiciones de invernadero con temperatura
y luz natural ambiental o en un fitotrén en el que se mantuvieron condiciones
de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad a 14°C. La temperatura utilizada se
mantuvo para favorecer la expresion de los sintomas (Daber y Castario, 1978).

Transmision del virus por dfidos

Se emplearon dos especies de &fidos diferentes para los ensayos de transmisién
del virus. La primera especie fue Myzus perisicae; la segunda, una especie de
afido de color marrén, no identificada. Ambas se hallaron de forma natural en
plantas sanas de fique, mantenidas bajo condiciones de invernadero. Los afidos
fueron aislados en cajas de Petri y se dejaron en ayuno de una a tres horas.
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Posteriormente se colocaron sobre plantas de fique infectadas con el virus
durante dos a cinco minutos, para que comierany fueron retirados nuevamente.
Para la transmisién se tomaron de 10 a 20 afidos y se colocaron en plantas sanas
de fique propagadas in vitro. Los afidos utilizados para la inoculacién fueron
exterminados de forma manual o con insecticida, dos o tres dias después de la
inoculacion.

Transmision mecdnica por herida

En hojas de fique afectadas por el virus se realizaron heridas de un cm de
largo aproximadamente con un bisturi (Figura 2). Posteriormente se hicieron
heridas en hojas de plantas sanas propagadas in vitro, sin limpiar el bisturi.
Esta accion fue repetida 20 veces en dos hojas por planta. Las plantas
inoculadas fueron mantenidas durante cinco meses en invernadero, bajo
observacién constante.

Inoculacién de un corte de tejido enfermo en una hoja de fique

Para garantizar que la en-
fermedad de la macana
muestre sintomas dela raya
necroticay que este es cau-
sado por un virus, se rea-
lizaron pruebas de inocu-
lacién de tejido infectado
con virus en hojas de plan-
tas de fique sanas. Un pe-
queno segmento de tejido
de hoja (alrededor de 1-2
X 4-5 mm) cortado de una
muestra de hojas de fique
con mosaico y sintomas
necréticos se intercalé en
una ranura cortada con un
bisturi en la parte central
del envés de una hoja de
fique sana. Después de in-
tercalar el tejido en la hoja,
el corte se fij6 con una
cinta. Las plantas inocula-
das se mantuvieron bajo

condiciones de sombra en  Figura 2. Planta de fique afectada por el virus de la macana, en
invernadero y observacion la que se observa un mosaico sistémico y zonas con manchas

constante necroéticas.
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Transmision por semilla (bulbillos)

Treinta y ocho semillas obtenidas de plantas afectadas por el virus en cultivos
del Cauca fueron trasplantadas individualmente en materos, para observar si
el virus se podia transmitir a través de las semillas o no. Los bulbillos fueron
mantenidos en condiciones de invernadero o bajo condiciones controladas en
el fitotron.

Resultados

Inoculaciéon mecdnica de los extractos virales

De las plantas de fique (in vitro y bulbillos) y lechuga inoculadas con los extractos
virales provenientes de plantas enfermas, ninguna evidencié sintomas luego
del periodo de evaluacion entre 3y 10 meses en condiciones de invernadero y
fitotron. Estos resultados se resumen en las tablas 1y 2, donde se adjuntan los
datos de la fuente de indculo, el lugar y las condiciones de crecimiento.

Tabla 1. Inoculacion mecanica con extracto viral de plantas enfermas de fique*

Fecha de Fuente _ Planta d::h:)mrtgs Condicion de
indculo de indculo inoculada TG crecimiento
0Oct-01/2010 Original No. 1 In vitro 1 Invernadero no
Dic-01/2010 Original No. 1 In vitro 1 Invernadero no
Dic-01/2010 Original No. 1 In vitro 1 Fitotran no
Ene-18/2011 Cauca No. 3*1 In vitro 2 Invernadero no
Ene-18/2011 Cauca No. 31 In vitro 2 Fitotron no
Abr-01/2011 Original No. 3 Bulbillo 4 Invernadero no
Abr-01/2011 Original No. 3 In vitro 2 Invernadero no
Abr-01/2011 Original No. 3 Bulbillo 4 Fitotron no
Abr-01/2011 Original No. 3 In vitro 2 Fitotron no
Abr-07/2011 Original No. 3 Bulbillo 1 Invernadero no
Abr-07/2011 Original No. 3 Bulbillo 2 Fitotron no
Abr-13/2011 Original No. 1 Bulbillo 4 Invernadero no
Abr-13/2011 Original No. 1 In vitro 2 Invernadero no
Abr-13/2011 Original No. 1 Bulbillo 4 Fitotron no
Abr-13/2011 Original No. 1 In vitro 2 Fitotran no
Abr-19/2011 Cauca No. 1*1 Bulbillo 2 Invernadero no
Abr-19/2011 Cauca No. 2*1 Bulbillo 2 Invernadero no
Abr-19/2011 Cauca No. 1*1 Bulbillo 2 Fitotrn no
Abr-19/2011 Cauca No. 2*1 Bulbillo 2 Fitotron no

*Evaluado hasta julio 7/2011. *1: Finca Los Arrayanes, Paniquitd (Cauca). /n vitro: crecimiento por micropropagacion.
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Tabla 2. Inoculacién mecanica con extracto viral de hoja de lechuga trasplantada en suelo proveniente
de cultivos de fique*

Nimero

inbolo. | Planta inocuada | do plantas | (CCLL
Feb-9/2011 Lechuga-5 Bulbillo 1 Invernadero no
Feb-9/2011 Lechuga-5 Bulbillo 2 Fitotrén no
Apr-07/2011 Lechuga-8 Bulbillo 1 Invernadero no
Apr-07/2011 Lechuga-8 Bulbillo 1 Fitotrén no
Apr-07/2011 Lechuga-8 N. tabacum 1 Invernadero no
Apr-07/2011 Lechuga-8 N. glutinosa 1 Invernadero no
Apr-07/2011 Lechuga-8 Petunia hybrida 1 Invernadero no
Apr-14/2011 Lechuga-8 Bulbillo 4 Invernadero no
Apr-14/2011 Lechuga-8 In vitro 2 Invernadero no
Apr-14/2011 Lechuga-8 Bulbillo 4 Fitotron no
Apr-14/2011 Lechuga-8 In vitro 2 Fitotron no

*: Evaluado hasta julio 7/2011. /n vitro: crecimiento por micropropagacion.

Transmision con dfidos

De 25 plantas de fique que fueron sometidas a la transmisién por virus, usando
dos especies de afidos, habitantes naturales en plantas, ninguna presenté
los sintomas de la enfermedad después de evaluaciones periddicas desde la
inoculacién y entre cuatro a siete meses. Los datos de la inoculacién y el nimero
de dfidos empleados en la misma, fechas y condiciones de crecimiento, entre
otros, se describen en la Tabla 3.

Transmision por heridas

Luego de seis meses de haber realizado previamente heridas con un bisturi
en hojas de plantas enfermas en los tejidos enfermos y posteriormente hacer
cortes en plantas sanas, no se observaron sintomas de la enfermedad en las
plantas de fique.

Inoculacién de un corte de tejido enfermo en una hoja de fique sana

La observacién de las plantas inoculadas de esta manera se llevéd a cabo hasta
el 30 de agosto de 2011. Una de las plantas inoculadas mostro los sintomas
de mosaico (Tabla 4 y Figura 3). Pero por lo observado en previos ensayos
y por no demostrar avances en el desarrollo de sintomas caracteristicos, los
experimentos deben tener un tiempo de evaluacién mas largo luego de
realizada la inoculacién y ser observados de forma continua.
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Tabla 3. Inoculacion con éfidos

Fuente de NOer 4@ | Pplanta Condicién de
inoculo TR inoculada crecimiento

Ene-28/2011 Original No. 2 7~ In vitro Fitotrdn

Feb-1/2011 Original No. 2 6* In vitro Invernadero no
Feb-10/2011 Original No. 2 10* Bulbillo Fitotrén no
Feb-16/2011 Original No. 2 11* Bulbillo Invernadero no
Feb-18/2011 Original No. 3 10* Bulbillo Invernadero no
Feb-18/2011 Original No. 2 10* Bulbillo Invernadero no
Feb-18/2011 Original No. 3 10* Bulbillo Fitotrdn no
Feb-18/2011 Original No. 2 10* Bulbillo Fitotron no
Feb-24/2011 Original No. 3 7 Bulbillo Invernadero no
Feb-24/2011 Original No. 3 7 Bulbillo Fitotron no
Mar-1/2011 Original No. 3 10* Bulbillo Invernadero no
Mar-11/2011 Original No. 4 9* Bulbillo Invernadero no
Mar-24/2011 Original No. 2 9* Bulbillo Invernadero no
Mar-24/2011 Original No. 2 10" Bulbillo Invernadero no
Apr-1/2011 Original No. 4 10~ Bulbillo Invernadero no
Apr-1/2011 Original No. 4 20" Bulbillo Invernadero no
Apr-6/2011 Original No. 4 12* Bulbillo Invernadero no
Apr-6/2011 Original No. 4 20" Bulbillo Invernadero no
Ene-7/2011 Original No. 2 By In vitro Invernadero no
Mar-1/2011 Original No. 3 10 Bulbillo Fitotran no
Mar-1/2011 Original No. 3 4 Bulbillo Invernadero no
Mar-7/2011 Original No. 3 8 Bulbillo Invernadero no
Mar-7/2011 Original No. 3 ™ Bulbillo Invernadero no
Mar-9/2011 Original No. 3 10 Bulbillo Invernadero no
Mar-9/2011 Original No. 3 10* Bulbillo Invernadero no

*: Evaluado en julio 7/2011. *1: Crecimiento por micropropagacion, *2: Semilla; crecimiento por bulbillo; *3: F; Fitotrén;
*4: 1; invernadero. Inoculacion con Mizus perisicag™. Inoculacion con éfidos cuya especie no se identifico™.

Tabla 4. Inoculacién de un corte de tejido enfermo en hoja de planta de fique sana

Fecha de inoculo Origen del tejido Plantas inoculadas m

Julio-19/2011

Julio-22/2011 Original No. 1 5 No
Julio-22/2011 Original No. 4 5 Si,1de5
Agosto-5/2011 Original No. 3 10 no

Transmision por semilla

De los 38 bulbillos utilizados para observar la transmision del virus a las plantas
incubadas en invernadero o en fitotrén, ninguna de las plantas mostré sintomas
del virus.
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Discusion

Para aclarar la transmisién del virus a través de
extractos, tejido enfermo o por el uso de afidos,
en el presente estudio realizamos diferentes ti-
pos de inoculaciones mecanicas. Sin embargo,
después de varios meses de evaluacion, los ex-
perimentos realizados no permitieron expresar
los sintomas, probablemente porque el tiempo
para la expresion de los sintomas no ha sido
suficiente, o el inoculo viral de las muestras
inoculadas ha sido a concentraciones bajas, o
la temperatura fluctuante presentada en el in-
vernadero o una temperatura muy baja en el
fitotron pudieron ser las causas de no obtener
resultados positivos. Dabek y Castafio (1978)
reportaron una tasa de transmisién mecanica
que fue aumentada por una centrifugacion
diferencial con butanol. Este hallazgo indica
gue posiblemente la savia del fique contiene
sustancias que podrian denaturar la capside Figura 3. Planta de fique con mosaico
proteica del virus, inactivando asi el virus., por v clorosis, por herida ocasionada con
tanto, conocer el modo de transmision seria un  bisturf al inocular un fragmento de tejido
factor clave para construir un manejo y el con- 'r;faeccatﬁjo con sintomas del virus de la
trol de la enfermedad. '

La enfermedad de la raya necrética o macana del fique es prevalente en toda
Colombia, causando pérdidas econdmicas y afectando la produccién de fibra de
calidad (Galvezetal., 1977; Dabek y Castaiio, 1978). Laincidencia de la enfermedad
presenta una alta tasa aleatoria, por lo que el virus parece tener una alta
transmisibilidad. Hasta el dia de hoy, la literatura sugiere que el virus se transmite
por los implementos de campo, tales como machetes y palas empleadas por los
agricultores, sin embargo, algunos reportes dicen lo contrario.

Aunque la transmisién por afidos del virus de la raya necrética de Furcraea spp. ha
sido reportada (Dabek y Castafio, 1978), no se conoce ningun vector para otros
miembros del grupo de los Dianthovirus, si se habla de Olpidium spp. Sin embargo,
los experimentos presentados aqui no mostraron resultados positivos para este
tipo de transmision. Esto puede deberse al tiempo corrido desde el momento de las
inoculaciones, hasta la expresion de los sintomas lo cual pudo inactivar las particulas
virales. De acuerdo con los datos y las propiedades del genoma del virus, Morales
y colaboradores (1992) reportaron que el virus causal pertenece al grupo de los
Dianthovirus. Los bulbillos obtenidos de plantas afectadas con el virus no presentaron
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ningun sintoma ni en condiciones de invernadero ni en fitotrén, observaciones que
indican parcialmente que la transmisién del virus por semilla puede no ocurrir. Por
otra parte, algunas plantas producidas in vitro y sembradas en suelo de campos
de fique mostraron sintomas de la raya necrética 10 meses después de su siembra
(Smith et al, 2011). Esto indica la existencia de un vector altamente transmisible en
el campo, por lo que se hace necesario realizar observaciones cuidadosas del cultivo
y su confirmacién mediante pruebas de transmisién de las mismas bajo condiciones
de campo o con plantas modelo que permitan demostrar la transmisién del virus y la

relacién con el posible vector en condiciones controladas.
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Introduccion

El fique (Furcraea spp.) hace parte de un grupo de especies productoras de fibra
importante para mercados nacionales e internacionales. Esta planta, ademas
de la fibra, se caracteriza por el contenido de una serie de compuestos en los
que se incluyen precursores de hormonas, corticoides, azucares, acidos grasos y
biopesticidas (Martinez y Pacheco, 2006).

A pesar de su gran potencial econémico, el fique, como cultivo, no cuenta
con un proceso de mejoramiento genético de material de siembra. Esta
situacién se debe, posiblemente, primero al ciclo de vida tan largo, y
segundo, a una forma muy limitada de reproduccién sexual. Estos factores
constituyen una gran limitante para la propagaciéon masiva por métodos
convencionales y para el proceso de producciéon de nuevos genotipos como
variedades e hibridos.

Las plantaciones de fique se consiguen por propagacion vegetativa, mediante
la obtencidn de plantulas que se originan de bulbillos que aparecen como
yemas axilares en las inflorescencias y a través de hijuelos que se producen en el
tallo (Corpocauca, 2007). Esta forma de propagacién es ampliamente utilizada
de manera directa por los productores y aunque las plantas que se obtienen son
idénticas a la madre, en el campo se observa una gran variabilidad en tamafo y
vigor de las nuevas plantas.
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Ademas, la produccién de bulbillos e hijuelos por planta durante el afio es muy
ineficiente y la cantidad disponible no permite realizar una seleccién masiva que
ayude a lograr una uniformidad aceptable. Otro problema relacionado con la
propagacion vegetativa utilizando bulbillos e hijuelos de manera tradicional es
la transmisién de enfermedades a las nuevas plantas y la diseminaciéon de esas
enfermedades porlosagricultores.Pormediodelapropagacioninvitro,cominmente
llamada micropropagacion, es posible producir miles de plantas en pocos meses,
partiendo de una sola planta madre (Robert et al., 2006). Si la planta madre estd libre
de virus, todos sus clones estaran también libres de virus. Sin embargo, en casos
en que la planta madre esté contaminada con virus, el cultivo in vitro ofrece la gran
posibilidad de producir plantas libres de virus y de microorganismos daninos. El
propdsito de este trabajo fue desarrollar una metodologia de produccién rapida de
material de siembra para el agricultor, de tal manera que pueda contar con semilla
de fique de alta calidad sanitaria, para contribuir con el establecimiento de cultivos
altamente competitivos y sostenibles.

Materiales y métodos

Localizacion

El trabajo fue realizado en el Laboratorio de micropropagacién de plantas del
Centro de Biotecnologia y Bioindustria de Corpoica.

Material vegetal

La calidad fitosanitaria, fisioldgica y genética del material vegetal de inicio es
esencial para garantizar el éxito del proceso de multiplicacién. Se tomaron
bulbillos e hijuelos libres del virus de la macana, de la variedad Ufa de Aguila
proveniente de El Tambo (Narifio). Esta variedad es la mas cultivada en las
regiones productoras de fique y por tal motivo fue seleccionada para la
produccién de plantas in vitro en el laboratorio.

Desinfeccion de bulbillos

A los bulbillos seleccionados se les hizo un prelavado durante cinco minutos,
en una solucién de jabén y agua. Seguidamente se sumergieron en alcohol al
70% durante dos minutos e inmediatamente se transfirieron a una solucién de
hipoclorito de calcio al 5% durante 10 minutos y se enjuagaron tres veces con
aguadestilada estéril. Los bulbillos fueron pelados con un bisturi. La desinfeccién
final se realizé en cabina de flujo laminar, sumergiendo los bulbillos en alcohol
al 70% por un minuto; seguidamente se introdujeron en una solucién de
hipoclorito de calcio al 1% durante 10 minutos y se les aplicaron tres enjuagues
en agua destilada estéril. Finalmente, el material se sumergié en alcohol al 70%
por 20 segundos, luego en hipoclorito de calcio al 0,1% durante cinco minutos
y se enjuagd tres veces con agua destilada estéril. Después del proceso de
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desinfeccion, se eliminé todo el material de color verde, quedando los bulbillos
de tres a cinco cm de largo y 1,5 cm de ancho.

Luego se realizaron cortes para eliminar la dominancia apical y se colocaron
en el medio de cultivo a una temperatura promedio de 18°C con 16 horas luz,
durante cinco semanas. En este tiempo se pasaron a medio de cultivo fresco,
haciéndoles otro corte de dominancia apical con el fin de estimular el proceso
de produccion de varios brotes. Después de cinco semanas de la introduccion
se transfirieron a medio de multiplicacion. Para este proceso se utilizaron
contenedores o cubetas de 500 mL en las que se colocaron cinco bulbillos o
hijuelos en cada uno de ellos.

Medios de cultivo

Se utiliz6 un medio compuesto por las sales minerales de Murashige y Skoog
que incluyen macro y microelementos, suplementado con tiamina, quinetina,
bencilaminopurina (BAP) y acido indol acético (AIA), cisteina, inositol y sacarosa.
Se utilizé Fitagel y se ajusté el pHa 5,7.

Enraizamiento

Se utiliz6 el mismo medio descrito anteriormente, con la adicion de acido
3-indolbutirico (IBA). Para esta fase se seleccionaron las plantas mas grandes y
una vez individualizadas se sembraron en el medio de enraizamiento. Para este
proceso se utilizaron contenedores de 750 mL con cinco plantulas sembradas
en cada uno de ellos. La buena calidad de las raices de las plantulas in vitro
pueden garantizar un buen estado de aclimatacién y desarrollo en invernadero.

Endurecimiento

Las plantas que mostraron buen vigor después de cinco semanas de estar
en el medio de enraizamiento, se sacaron de los contenedores, las raices les
fueron lavadas cuidadosamente, eliminando por completo todo el residuo
del medio nutritivo en que estaban y llevadas a raiz desnuda. Las plantas se
trasplantaron en bandejas con sustrato turba y mantenidas en invernadero para
su aclimatacién y luego trasplantadas a bolsas con suelo. Todo el proceso de
invernadero se hizo manteniendo el riego, para que el suelo permaneciera a
capacidad de campo.

Resultados y discusion

El figue como planta ristica que se adapta a varias condiciones de climay suelo,
responde de manera excelente al cultivo in vitro. Con la variedad Uia de Aguila
y bajo las condiciones de cultivo in vitro y de invernadero, se obtuvo una tasa
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de multiplicacién de dos a cuatro plantulas por cada bulbillo establecido. A
partir de esta tasa de multiplicacion inicial, cada planta se utilizé para continuar
la multiplicaciéon las veces requeridas, de acuerdo con el cronograma de
produccién y de demanda. Se demostré que en condiciones de laboratorio,
partiendo de un bulbillo se pueden producir entre 100 a 120 plantulas en cuatro
meses. Martinez y Pacheco (2006) desarrollaron un protocolo en Furcraea, en el
queindican que logran plantas en invernadero a los ocho meses. Situacién muy
similaralo observado en este trabajo. Los resultados de 100% de enraizamiento
in vitro de las plantas multiplicadas en este trabajo y los de endurecimiento en
invernadero del 100%, coinciden con los reportados por Martinez y Pacheco
(2006), bajo la salvedad de que las condiciones en invernadero de este
trabajo, respecto a sustratos y humedad relativa, fueron muy simples, lo cual
facilita el proceso. Las plantas en invernadero, a diferencia de otras especies,
no requieren de condiciones especiales de alta humedad relativa. Plantas
con tamano de 10-15 cm fueron entregadas en bolsas para llevarlas a sitio
definitivo en campo. En este trabajo se partié de 200 bulbillos y se produjeron
3.000 plantulas in vitro en cuatro meses. El proceso total, incluyendo la fase de
aclimataciéon y su desarrollo en invernadero, fue de ocho meses. El proceso de
multiplicacién in vitro se ilustra en la Figura 1, y el proceso de endurecimiento
y desarrollo ex vitro, en la Figura 2.

Figura 1. Proceso de multiplicacion in vitro de plantas de fique. 1. Plantas introducidas y establecidas
en condiciones in vitro; 2. Produccion de brotes mdltiples a partir de bulbillos establecidos; 3.
Individualizacion de los brotes producidos; 4. Brote individualizado transferido a nuevo medio de cultivo
para la multiplicacién masiva y rdpida; 5. Nueva individualizacién de brotes para su transferencia a medio
de enraizamiento; 6. Planta en pleno crecimiento y enraizamiento.
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Figura 2. Endurecimiento de pléntulas de fique. 1. Plantas endurecidas en bandejas con turba; 2.
Plantas completamente aclimatadas trasferidas a bolsas con suelo y listas para trasplantar en campo;
3. Plantas trasplantadas a sitio definitivo.

Conclusiones

La planta de fique es facil y de rapida proliferaciéon en condiciones in vitro; el
endurecimiento y la aclimatacién bajo condiciones de invernadero no son
limitantes, puesto que la planta se adapté bien y no requiere cuidados especiales
en cuanto a la humedad relativa.
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La planta de fique (Furcraea spp.) es fuente de fibra natural (MADR, 2006), la cual
se extrae de las hojas de la planta y de esta actividad de economia campesina
depende su sustento econémico unimportante nimero de pequerios agricultores
y familias, principalmente grupos étnicos indigenas del suroccidente de Colombia.

El cultivo de fique en Colombia se produce principalmente en los departamentos
de Antioquia, Caldas, Cauca, Narifio y Santander. Entre los cuales, Narifio presenta
la mayor superficie sembrada con mas de 7.200 ha y como mayor productor
Antioquia con mas de 2.8 ton/ha anuales. El rendimiento anual nacional se calcula
en 2.4 ton/ha y de fibra seca se calcula en 2 kg/planta/afio (MADR, 2006; Cruz,
2008). Aunque existen plantaciones de fique en Ecuador, Venezuela y Costa Rica,
Colombia es considerado el mayor productor.

Entre las principales limitantes fitosanitarias del cultivo Pérez (1963) reporta la
incidencia de la enfermedad de la macana o rayadilla, la cual se presenta con
necrosis y clorosis a lo largo del hazy el envés de la hoja. La sintomatologia origina
la ruptura de la fibra al momento de hacer la extraccion, lo cual arroja pérdidas
importantes para los agricultores.

No existen estudios sobre la epidemiologia de la enfermedad, sin embargo, se
estima que la incidencia en los cultivos del Cauca, principal productor de fique y
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posible centrode origen delamacana, sea superior al 30%. En otros departamentos
productores de la fibra como Antioquia, Cundinamarca y Santander, la incidencia
de la macana es inferior al 5%. La enfermedad es de origen viral y el agente
causal es probablemente un Dianthovirus de la familia Tombusviridae (Galvez et
al, 1977; Morales et al., 1992). Se desconoce el modo de trasmision del virus, sin
embargo, asociado a los sintomas de la macana en plantas enfermas de fique se
ha identificado el hongo Olpidium virulentus (Osorio, 2010), el cual esta reportado
como vector de virus en diferentes patosistemas (Castano, 1990; Alfaro-Fernandez
etal,2010;Varanda etal, 2011).

A partir de las diferentes investigaciones desarrolladas en Corpoica (Cepero de
Garcia et al., 2006; Rada, 2009; Sastoque, 2009; Sastoque et al., 2009), en este
estudio se evalué el efecto de las rizobacterias seleccionadas contra el potencial
vector de la enfermedad O. virulentus.

Materiales y métodos

Cepas y medios de cultivo

Para este estudio, se utilizaron aislamientos bacterianos pertenecientes a
Pseudomonas spp. (Ps) (16), Bacillus spp. (Be) (9), y actinomicetos (Ac) (6), previamente
aislados de la rizésfera de plantas sanas de fique en cultivos comerciales del Cauca.
Los microorganismos fueron crecidos en medio King B, caldo LB y agar avena,
respectivamente, en condiciones estandarizadas de laboratorio.

Actividad biocontroladora

Control de O. virulentus bajo condiciones de invernadero: La evaluacion de las
rizobacterias contra O. virulentus se realizé en plantas de lechuga Batavia, variedad
Colguard, utilizada como planta modelo por su ciclo de vida mas corto que el de
fique, siendo trasplantadas a materas plésticas de 500 g con una mezcla de sueloy
turbaenrelacion 10:1. Las raices de plantas de lechuga se inocularon directamente
con cada uno de los microorganismos antagonistas, a una concentracion de 1x10°
células.mL. Las plantas fueron inoculadas con una cepa virulenta de O. virulentus
a 1x10° esporas de resistencia.mLy se llevé a cabo en forma de inoculante liquido
o sélido. Como testigo bioldgico se utilizd el bioplaguicida a base de Trichoderma
koningiopsis Th003 la inoculacién del bioplaguicida en polvo mojable (WP),
desarrollado en el Laboratorio de Control Biolégico del Centro de Biotecnologia
y Bioindustria, CBB de Corpoica, y la aplicacién de agua destilada estéril como
testigo absoluto (Tabla 1). Cada experimento se replicé tres veces y se establecidé
bajo un disefo experimental completamente al azar.

Se evalué laincidencia del posible vector enraices y la severidad de la enfermedad
en plantas de lechuga durante 60 dias después del trasplante (ddt), mediante el
uso de una escala de severidad de la enfermedad (Figura 1, Tabla 2).
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Tabla 1. Descripcion de tratamientos evaluados en plantas de lechuga bajo invernadero para el
control de O. virulentus

m Tratamientos

1 Plantas de lechuga en suelo con Olpidium virulentus (Testigo patégeno).

9 Plantas de lechuga tratadas individualmente con cada una de las rizobacterias con posible actividad biocontroladora
(31 rizobacterias) o T. koningopsis Th003.

3 Plantas de lechuga en sustrato sin ningdn tipo de inoculacién (Testigo absoluto).

Figura 1. Escala de severidad de la macana en plantas de lechuga.

Tabla 2. Escala de severidad del virus de la macana en
plantas de lechuga, después de 90 dias de evaluacion

el | Do) | Smome

0 0 No hay presencia de sintomas

1 0-10% Inicio de encrespamiento en hoja
2 10-25% Leves

3 25-50% Severos

4 50-70% Muy severos

5 70-100% Planta muerta
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La incidencia de la enfermedad fue evaluada mediante la observacion de
esporas de resistencia de O. virulentus en las raices de la planta, la biomasa
vegetal, la formacion de la cabeza de la lechuga y el aspecto de las hojas.
Las rizobacterias seleccionadas con base en los resultados observados
en lechuga, se evaluaron en nuevos experimentos con vitroplantulas de
fique (libres de virus) del ecotipo Ufa de Aguila, previamente endurecidas
(multiplicadas en el Laboratorio de Micropropagacién Vegetal del CBB)
utilizando las mismas condiciones anteriormente descritas. Ademads, se
evalué el efecto de la concentracion de rizobacterias seleccionadas (1x10°8
a 1x10° células.mL?) sobre la actividad biocontroladora del posible vector
(Tabla 3). El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando el programa
estadistico Statistix 4. Las diferencias estadisticas para la incidencia y
severidad se determinaron mediante el ANAVA y una prueba de LSD con un
95% de confianza.

Tabla 3. Descripcion de tratamientos evaluados en plantas de fique, bajo condiciones de inver-
nadero

S T,

Testigo patogeno 0. virulentus - 1x10° esporas de resistencia.mL™".

Pseudomonas fluorescens Ps006 1x108, 1x107, 1x108 y 1x10° células.mL".

Pseudomonas putida Ps014 1x106, 1x107, 1x10% y 1x10° células.mL™".

Th003 WP T koningiopsis —1x10° conidios.mL".

Ps006/Th003 Mezcla de Ps006 (1x107 células.mL-") y Th003 (1x106 conidios.mL").
Ps014/Th003 Mezcla de Ps014 (1x107 células.mL") y Th003 (1x10° conidios.mL"").
Ps006/Ps014 Mezcla de Ps006 y Ps014 — 1x107 células.mL" cada una.

Control de O. virulentus bajo condiciones de cultivo: Cinco parcelas
experimentales se establecieron con plantas de fique en el corregimiento
de Paniquita, Totoré (Cauca) (Septiembre de 2010). En cada una de las fincas
se recolectd una muestra de suelo para el analisis fisico-quimico de macro y
micronutrientes. De esta forma se incorporaron los elementos minerales
necesarios para el cultivo, segun las recomendaciones de fertilizacién. En la
Tabla 4 se relacionan las fincas del experimento.

Microorganismos antagonistas

La rizobacteria seleccionada en la etapa de invernadero, con potencial
biocontrolador, fue comparada en su eficacia con un producto quimico y un
testigo absoluto. En la Tabla 5 se describen los tratamientos evaluados.
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Tabla 4. Descripcion de las parcelas experimentales con plantas de fique en el municipio de Totord

(Cauca)

|~ L e |5
La Granja Vereda San Antonio, 2° 30.926' N 76° 28.023' 0 2.263,44 1.272
Las Mercedes Vereda San Antonio 2° 30.618'N 76° 27.751' 0 2.22991 1.300
Los Arrayanes Vlereda Hato Viejo 2° 33.225'N 76° 28.013' 0 2.364,94 1.969
Las Delicias Sector Las Delicias 2° 32.116'N 76° 27.794' 0 2.247,29 1.300
El Guarandal Sector El Guarandal 2° 32.175'N 76° 27.604' 0 2.319,83 1.305

Tabla 5. Descripcion de los tratamientos evaluados en campo para el control de Olpidium virulentus,
posible vector del virus de la macana

e e

Trichoderma koningiopsis Aplicaciones en drench inmediatamente después del trasplante y 15,
1 Th003 WP 30, 60 y 90 dias después del trasplante. Se aplicaron 30 mL por planta
aproximadamente, en concentracion de 1x10°conidios.mL"!
9 Pseudomonas fluorescens Se aplicé en concentracion de 1x107 células.mL. Las frecuencias de
Ps006 aplicacion fueron similares al tratamiento No. 1.
. Frecuencias y concentraciones similares de aplicacion, como en el
3 Mezcla: Th003 WP + Ps006 et
4 Testigo comercial: Dosis de 1g.L". Frecuencias similares de aplicacion, como en el tratamiento
i.a. Benomilo WP No. 1.
5 Testigo absoluto No se aplicd ningtin producto para el control de 0. virulentus.

Los microorganismos antagonistas: P. fluorescens Ps006, T. koningiopsis Th003
WPy eli.a. Benomilo al momento de la aplicacién se diluyeron en agua corriente
y se aplicaron con fumigadoras de espalda de cono hueco.

Los tratamientos se distribuyeron en un disefio de bloques completamente
aleatorizados, donde el factor de bloqueo fue la pendiente del terreno (dado que
la zona es altamente montanosa). El experimento se hizd con cinco repeticiones
la unidad experimental consistié en surcos de 15 plantas de fique, sembradas a
dos m de distancia entre plantasy 2,5 m entre surcos.

Evaluaciones

Después del establecimiento de las parcelas experimentales, periédicamente
se efectuaron visitas para evaluar el desarrollo de las plantas de fique. Las
evaluaciones incluyeron: registro de la incidencia de la enfermedad de la
macana y promocion del crecimiento vegetal mediante el conteo del nimero
de hojas en cada planta.
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El andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando el programa estadistico
Statistix 4. Con los valores registrados de las variables evaluadas se calculé la
desviacion estandar. Diferencias estadisticas para la incidencia y severidad
se determinaron mediante el ANAVA y el andlisis de la LSD con un 95% de
confianza.

Resultados y discusion

Control de O. virulentus en plantas de lechuga en condiciones de inverna-
dero: 60 ddt, la incidencia del potencial vector fue determinada al observar las
raices de las plantas de cada tratamiento, mediante la presencia de zoosporan-
gios y esporas de resistencia de O. virulentus, con base en la morfologia de las
estructuras bajo microscopio éptico. Entre las 597 muestras de raices de lechu-
ga analizadas para los 33 tratamientos, segun el tipo de inéculo patogénico em-
pleado, en un 44% se detectd la presencia de al menos una de las estructuras
asociadas al vector. En todos los casos la incidencia de O. virulentus en las plan-
tas del testigo patégeno fue del 100%.

En los tratamientos donde se aplicaron los seis aislamientos de los actinomicetos
contra elinéculo patogénico liquido (extracto vegetal con esporas de resistencia
de O. virulentus) se alcanzé una incidencia promedio entre el 77% - 88%. La
incidencia se presentd entre 40% - 88% para las plantas inoculadas con los
nueve aislamientos de Bacillus, 15% de incidencia para las inoculadas con T.
koningiopsis Th003, y 10% - 60% para las plantas inoculadas con los aislamientos
de Pseudomonas. De este grupo de rizobacterias, los aislamientos Ps002, Ps004,
Ps005, Ps006, Ps012, Ps013 y Ps019, ademas de Th003, presentaron diferencias
estadisticamente significativas, mostrando incidencias menores al 15%,
comparado con el testigo patégeno (100%) (Figura 2).

En los tratamientos en los que se aplicé el inéculo patogénico sélido (suelo con
esporas de resistencia de O. virulentus) y los aislamientos de los actinomicetos
se alcanz6 una incidencia promedio entre 33% - 66%, mientras que esta se
presentd entre el 22% - 66% para las plantas inoculadas con los aislamientos
de Bacillus, y el 10% para las inoculadas con T. koningiopsis Th003. Asi mismo,
la incidencia fue menor al 44% para las inoculadas con los aislamientos de
Pseudomonas, destacandose los aislamientos Ps004, Ps005, Ps006, Ps012,
Ps013, Ps019 y Th003, presentando diferencias estadisticamente significativas
al expresar incidencias menores al 12%, comparadas con el testigo patégeno
(Figura 3).

Cabe destacar que el tratamiento con T. koningiopsis Th003 y los realizados con
las Pseudomonas spp. presentaron una incidencia menor de la enfermedad a
lo largo del estudio, lo que podria indicar un positivo comportamiento en el
ambiente de la raiz por parte de estos antagonistas (Figura 2 y 3).
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Figura 2. Incidencia observada para los 34 tratamientos evaluados con indculo liquido de O. virulentus
(extracto vegetal con esporas de resistencia). Las barras verticales indican la desviacion estandar. Ps:
Pseudomonas spp., Be: Bacillus spp., Ac: Actinomicetos.
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Figura 3. Incidencia observada para los 34 tratamientos evaluados con inéculo sélido de O. virulentus
(suelo con esporas de resistencia). Las barras verticales indican la desviacién estandar. Ps: Pseudomonas
spp., Be: Bacillus spp., Ac: Actinomicetos.
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El uso de la escala de severidad, construida a partir de plantas de lechuga
como planta modelo, constituyé una herramienta util al evaluar de forma mas
detallada la severidad de la enfermedad sobre los tratamientos aplicados.

En el testigo patdégeno (60 ddt) se observé el grado 5 del indice de severidad
(1S), el 100% de las hojas desarrollaron clorosis de las venas, siendo mas notorio
cerca de la base de las hojas. También se observé una reduccién en el tamafo
de la planta, un retraso en la formacién de la cabeza de la lechuga y una pérdida
de la turgencia de las hojas.

Aunque en todos los tratamientos con los antagonistas se evidencié en alguna
medida la sintomatologia tipica de la enfermedad, esta fue alta en el testigo
patégeno, en el que las raices se observaron con una alta concentracién de
esporas de resistencia, de zoosporangios y una disminucién significativa
del volumen radical. Los dafos observados consistieron en hojas marchitas,
cloréticas y en encrespamiento anormal y leve de las mismas, malformacién de
las hojas, reduccion del crecimiento de la planta de manera similar a lo obtenido
por Cepero de Garcia y colaboradores (2006) (Figura 4).

Figura 4. Plantas de lechuga inoculadas con O. virulentus. A 'y B. Plantas con
sintomas iniciales de virosis, sembradas en suelos con esporas de O. virulentus,
y C. Planta sembrada en suelo con un aislamiento virulento de O. virulentus y
Pseudomonas spp.

En los tratamientos donde se aplicé el inéculo patogénico sélido y los
aislamientos de actinomicetos se alcanzé un nivel de severidad entre 4 - 4,2
(dafo entre 50% - 70%); para las plantulas inoculadas con los aislamientos de
Bacillus se presentd un nivel de severidad entre 2,2 - 4,1; para T. koningiopsis
Th0O03 se presenté un nivel de 1,2 (menor al 10% de dafo) y para los
tratamientos con los aislamientos de Pseudomonas se observé un indice entre el
1- 3. Se seleccionaron los aislamientos Ps001, Ps002, Ps004, Ps005, Ps006, Ps011,
Ps012, Ps013 y Ps019 de Pseudomonas spp. y Th003, presentando diferencias
estadisticamente significativas y exponiendo un indice de severidad menor a
1,3, comparado con el testigo patdégeno (IS de 4,8) (Figura 5).
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Figura 5. Indice de severidad de los 34 tratamientos evaluados con inéculo sélido de O. virulentus. Ps:
Pseudomonas spp., Be: Bacillus spp.y Ac: Actinomicetos.

En los tratamientos que se empled el in6culo patogénico liquido y los
actinomicetos se alcanzé un indice de severidad entre 2-4,1 (50% - 70% de
dano); para las plantulas inoculadas con cepas de Bacillus se observé un nivel
de severidad entre el 2,2-4,1; para T. koningiopsis Th003 se registré un nivel
de 1,2 (menor del 10% de dafo), y para los aislamientos de Pseudomonas, un
indice de severidad entre 0,5y 3,2. Se destacaron los aislamientos Ps005, Ps006,
Ps012 y Ps013, que presentaron diferencias estadisticamente significativas,
mostrando un indice de severidad menor de 0,6, comparados con el testigo
patdgeno (IS de 4,7) (Figura 6).
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Figura 6. ndice de severidad de los 34 tratamientos evaluados con indculo liquido de O. virulentus.
Ps: Pseudomonas spp., Be: Bacillus spp. y Ac: Actinomicetos.
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La inoculacién con rizobacterias pertenecientes al género Pseudomonas spp. y
T. koningiopsis Th003 disminuyé la incidencia de la enfermedad, presentando
sintomatologias poco severas con respecto al testigo patégeno. También se
observé que el indice de severidad de la enfermedad se redujo con valores
que oscilaron entre 1,2 - 1,3 por Pseudomonas spp. y T. koningiopsis Th003, en
comparacioncon4,8paralas plantas notratadas.Los mejores aislamientosfueron
Ps002, Ps004, PS005, Ps006, Ps012, Ps013 y Ps019, que presentaron los sintomas
mas leves en las plantas (Figura 4). Los tratamientos con los aislamientos de
Bacillus y actinomicetos presentaron un indice de severidad mayor a 2,2, ambos
grupos de rizobacterias presentaron diferencias significativas con respecto al
testigo patogeno.

Teniendo en cuenta los resultados encontrados por otros autores (Bailey et al.,
2006; Bashan y de Bashan, 2005; Marra et al., 2006; Sette et al,, 2006; Woo et al,,
2006), Pseudomonas spp. y Trichoderma spp.tienen la capacidad de colonizar los
tejidos de la planta, lo cual podria explicar los niveles de control obtenidos con
estos microorganismos. Esta colonizacion puede traer numerosos beneficios
a la planta (antibiosis, produccién de metabolitos, competencia con otros
organismos y mejoramiento de la estructura del suelo, entre otras). La planta
en su zona rizosférica genera compuestos como azucares y polisacaridos,
aminodcidos, acidos orgdnicos, acidos grasos, esteroles, factores de crecimiento,
enzimas, flavononas, auxinas, glucésidos y proteinas solubles, entre otros
(Gregory, 2006), de los cuales las rizobacterias se pueden beneficiar en estados
iniciales de crecimiento, por ser muchos de estos fuentes primarias de carbono.
Este parece ser el caso de los aislamientos seleccionados en esta evaluacién,
de los cuales Ps004, Ps005, Ps006, Ps012, Ps013, Ps019 y Th003 fueron los mas
eficientes en la rizésfera de lechuga y tomate (Rada, 2009).

Control de O. virulentus en plantas de fique bajo condiciones de inverna-
dero: Durante la evaluacioén de las plantas de fique hasta 90 ddt no se presen-
taron los sintomas caracteristicos del virus de la macana (aparicion de zonas
cloréticas en las hojas de plantas infectadas y puntos necréticos estriados), aun
en el testigo patégeno. Sin embargo, al evaluar algunas raices de plantas de
figue bajo microscopio se observaron esporas de resistencia del hongo vector,
evidenciando su presencia en el suelo y por ende en la raiz. La ausencia de la
sintomatologia se puede atribuir a la ausencia del virus, a la latencia en el hongo
vector o al corto tiempo para expresar sintomas en este material vegetal bajo
las condiciones del estudio, asi como a bajas concentraciones de inéculo del
vector o a condiciones ambientales no favorables durante el ensayo para la ex-
presion de los sintomas del virus.

De los tratamientos evaluados, solo la inoculacién de Ps006, identificada
metabdlicamente y confirmada por andlisis molecular como P. fluorescens
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(Osorio, 2010), aplicada a una concentraciéon de 1x107 células.mL" favorecio e
incrementé significativamente la longitud y ancho de las hojas, la biomasa seca
de la parte aérea, al igual que el desarrollo en longitud y la biomasa seca de la
raiz de las plantas de fique. Lo anterior se expresa como una relacion positiva de
Ps006 en la rizosfera de fique.

Estos resultados se ajustan a lo enunciado por Klopper y colaboradores (1989),
que mencionaron que las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
como P. fluorescens se caracterizan por causar incremento en el desarrollo radical
que repercute directamente en el rendimiento de los cultivos. Igualmente,
los resultados observados podrian estar relacionados con la produccién de
fitohormonas, tales como el acido indol acético (AlA) o derivados de AlA
por parte de Ps006, ya que se ha reportado que la capacidad para promover
el crecimiento por varias especies de Pseudomonas ha sido asociada con la
produccién de este compuesto (Patten y Glick, 2002). En investigaciones
realizadas por Carlier y colaboradores (2008) se observé que la longitud radical
de plantas de trigo inoculadas con P. chlororaphis fue significativamente mayor
al testigo absoluto, con un incremento superior al 78%.

Por otra parte, la cepa Ps014, identificada como P, putida, no presenté resultados
favorables al ser inoculada en diferentes concentraciones en plantas de fique,
a pesar de haber presentado resultados favorables y significativos cuando
se evalud en plantas de lechuga y tomate, en las cuales presentoé diferencias
significativas en volumen y peso seco radical y en el desarrollo de la parte
aérea, expresado en mayor altura y area foliar (Rada, 2009). Igualmente, Th003
aplicada solay combinada en mezcla junto con Ps006 y Ps014, respectivamente,
no presentd ventaja en el desarrollo de la planta crecida en suelo inoculado con
O.virulentus. En etapas previas, se evalué el efecto de promocion de crecimiento
de T. koningiopsis Th003 en vitroplantulas de fique (etapa de endurecimiento),
aplicado como conidios frescos en suelos libres de inéculo de O. virulentus,
en las que se obtuvo como resultado el incremento en 28% del peso seco
de la plantula y un aumento en la longitud radical y foliar del 7,1% y 26,2%,
respectivamente, comparado con el testigo absoluto.

Los resultados sugieren que las rizobacterias aisladas fueron capaces de controlar
la infeccién causada por O. virulentus en las plantas de fique. Basandose en los
resultados, P. fluorescens Ps006 fue seleccionado para estudios posteriores. En la
plantas de fique no se presentaron los sintomas tipicos del virus de la macana. Sin
embargo, cuando se evaluaron las raices de las plantas, se observaron esporas
de resistencia de O. virulentus. La ausencia de sintomas puede atribuirse a la
ausencia de virus, al tiempo de latencia larga en el vector (esporas de resistencia)
0 a tiempos de larga incubacion. La busqueda de fuentes de control constituye
una alternativa de gran importancia dentro del manejo del cultivo de fique.
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Control de O. virulentus en condiciones de campo: Los primeros sintomas del
virus de la macana en las plantas de fique aparecieron 260 ddt. Los sintomas
mas notorios se presentaron en la finca Los Arrayanes (Figura 7). Sin embargo,
los valores promedio de incidencia de la enfermedad registrados a los 260y 350
ddt fueron inferiores al 4%. Hubo mayor incidencia en el testigo absoluto (3,5%)
con respecto al tratamiento con la mezcla de bioplaguicidas (P. fluorescens
Ps006 + T. koningiopsis Th003 WP) de 1,6%, lo cual confirma el lento desarrollo
en la expresion de los sintomas tipicos del virus de la macana y un potencial de
los microorganismos antagonistas aplicados.

Contrario a lo reportado por Pérez (1963), quien indica que la enfermedad de
la macana afecta las plantas de fique desde los estados de bulbillo, hijuelo o
planta trasplantada, la expresidon de los sintomas de la macana se dio a 260
ddt. Dado que las cinco parcelas experimentales se ubicaron en zonas con alta
incidencia de macana, el atraso en la aparicion de los sintomas y el bajo valor
de la incidencia de la macana pudo estar relacionado con el material vegetal
sembrado, dado que consistié en plantas multiplicadas in vitro libres de virus.

Aunqgue pocos estudios en Colombia reportan la enfermedad de la macana
como de origen viral (Galvez et al., 1977; Morales et al., 1992), se desconocen los

Figura 7. Sintomas detectados del virus de la macana en plantas de fique en condiciones de cultivo.
A Planta sana; B. Planta con sintomas de macana; Cy D. Sintomas de macana en el hazy el envés de
las hojas.
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mecanismos de transmisién de la enfermedad y los periodos de incubacién y
latencia del virus, ante lo cual es necesario adelantar estudios del mecanismo de
transmisién de la enfermedad, bajo condiciones artificiales, y la caracterizacién
molecular del virus.

Los microorganismos incluidos en los productos aplicados no indujeron un efecto
promotor en el crecimiento vegetal de las plantas de fique. Durante los periodos
evaluados (hasta 350 ddt), el numero promedio de hojas (6) entre los tratamientos
mantuvo un comportamiento similar. Sin embargo, en condiciones de semillero
si se logré un efecto relevante sobre el crecimiento de las plantulas (Rada, 2009;
Rada et al., 2009). Esto es coherente con lo reportado por varios autores, quienes
han demostrado que el efecto promotor de crecimiento por rizobacterias se
expresa principalmente en etapas tempranas de desarrollo vegetal y también hay
mayor efecto bajo condiciones controladas, como en invernadero (Adesemoye y
Kloepper, 2009; Adesemoye et al., 2009; Krishna et al,, 2009).

En la zona del estudio se encontraron otras enfermedades en la planta de fique,
como la antracnosis (Colletotrichum agaves), la pudricidon negra basal de la hoja
(Leptosphaeria spp.), el mal rosado (Corticium salmonicolor), la quemazoén de las
puntas de las hojas (Verticillium sp.y Fusarium sp.), la gotera (Leptosphaeria spp.),
y la viruela, la viruela amarilla o verrugosis (de etiologia posiblemente viral).

Teniendo en cuenta el nivel de daio de las enfermedades presentadas, es necesario
efectuar estudios epidemioldgicos en las principales zonas fiqueras del pais.

Adicionalmente, es posible observar plantas de diferentes ecotipos de fique en
diferentes municipios de Antioquia, Cundinamarcay Santander con sintomas tipicos
del virus de la macana y de otras enfermedades de tipo viral, por lo tanto presenta
susceptibilidad a diferentes enfermedades. Se concluye que el seguimiento de los
experimentos en campo relacionados con la macana se debe llevar a cabo durante
mayor tiempo, con el fin de verificar el progreso en el desarrollo de sintomas
tipicos de la enfermedad. El potencial de aprovechamiento del cultivo del fique
dependera del desarrollo de investigaciones innovadoras que establezcan el real
valor econémico para los pequenos agricultores al optimizar su siembra y beneficio.

Referencias bibliograficas

1. Adesemoye, A.O. & Kloepper, JW. 2009. Plant-microbes interactions in
enhanced fertilizer-use efficiency. Applied Microbiology and Biotechnology. 85.
Pp. 1-12.

2. Adesemoye, A.O. Torbert, H.A. & Kloepper, J.W. 2009. Plant growth-promoting
rhizobacteria allow reduced application rates of chemical fertilizers. Microbial
Ecology. 58. Pp. 921-929.

56 Avances en el estudio del virus de la macana en el cultivo de fique (Furcraea spp.)



3. Alfaro-Fernandez, A. Cérdoba-Selles, M.C. Herrera-Vasquez, J.A. Cebrian, M.C.
& Jordg, C. 2010. Transmission of Pepino Mosaic Virus by the fungal vector
Olpidium virulentus. Journal of Phytopathology. 158. Pp. 217-226.

4. Bailey, B.A. Bae, H. Strem, M.D. Roberts, D.P. Thomas, S.E.; Crozier, J. Samuels,
G.J. Choi, LY. & Holmes, K.A. 2006. Fungal and plant gene expression during
the colonization of cacao seedlings by endophytic isolates of four Trichoderma
species. Planta. 224. Pp. 1149-1164.

5. Bashan,Y.&de Bashan, L.E. 2005. Fresh-weight measurements of roots provide
inaccurate estimates of the effects of plant growth-promoting bacteria on root
growth: a critical amination. Soil Biology and Biochemistry. 37. Pp. 1795-1804.

6. Carlier, E.Rovera, M. Rossi, A. & Rosas, S. 2008. Improvement of growth, under field
conditions, of wheat inoculated with Pseudomonas chlororaphis subsp. Aurantiaca
SR1. World Journal of Microbiology and Biotechnology. 24. Pp. 2653-2658.

7. Castaio, J.J. 1990. Observaciones sobre transmisién y manejo de la macana
del fique (Furcraea spp.). Fitopatologia Colombiana. 14. Pp. 24-28.

8. Cepero de Garcia, M.C. Beltran, C.R. & Cotes, A.M. 2006. Deteccién de Olpidium
brassicae en raices de fique (Furcraea sp.), como posible vector del virus de
la raya necrética del fique. En: Estudios micoldgicos para determinar la posible
presencia del hongo O. brassicae en muestras de suelo procedentes de la rizosfera
de plantas infectadas y no infectadas con el virus de la macana. Corporacion
Colombiana de Investigacidn Agropecuaria, Corpoica. Documento interno.

9. Galvez, G. Castafio, M. Vesga, B. & Kitajima, W. 1977. Necrotic Streak Mosaic, a
virus disease of cabuya (Furcraea spp.) in Colombia. Plant Disease Reporter. 61
(12). Pp.1017-1021.

10. Gregory, P.2006. Plant roots growth, activity and interactions with soils. Blackwell
publishing. 318 p.

11. Kloepper, J.W. Lifshitz, R. & Zablotowicz, R.M. 1989. Free-living bacterial inocula
for enhancing crop productivity. Trends Biotechnology. 7. Pp. 39-43.

12. Kumar, K.VK. Raju, S.K. Reddy, M.S. Kloepper, J.W. Lawrence K.S. Groth, D.E.
Miller, M.E. Sudini, H. & Du, B. 2009. Evaluation of commercially available PGPR
for control of rice sheath blight caused by Rhizoctonia solani. Journal of Pure
and Applied Microbiology. 3. Pp. 485-488.

13. MADR. 2006. Guia ambiental del subsector fiquero. Segunda edicion. Bogot3,
Colombia: Panamericana formas e impresos. 122 p.

14. Marra, R. Ambrosino, P. Carbone, V. Vinale, F. Woo, S.L. Ruocco, M. Ciliento, R.
Lanzuise, S. Ferraioli, S. Soriente, I. Gigante, S. Turra, D. Fogliano, V. Scala, F.
& Lorito, M. 2006. Study of the three-way interaction between Trichoderma
atroviride, plant and fungal pathogens by using a proteomic approach. Current
Genetics. 50. Pp. 307-321.

15. Morales, F. Castafio, M. Calvert, L. & Arroyave, J.A. 1992. Furcraea Necrotic
Streak Virus: An apparent new member of the Dianthovirus group. Journal
Phytopathology. 134. Pp. 247-254.

16. Osorio, D. 2010. Identificacion molecular de aislamientos nativos de Olpidium
spp. como posible vector del virus de la raya necrética o macana del fique
(Furcraea spp.). Facultad de Ciencias Agropecuarias. Programa de Ingenieria
Agrondmica. Universidad de Cundinamarca. Fusagasuga. Pp. 15-30.

17. Patten, Ch. & Bernard, G. 2002. Role of Pseudomonas putida indole acetic acid
in development of the host plant root system. Applied and Environmental
Microbiology. 68 (8). Pp. 3795 - 3801.

18. Pérez, J. 1963. El fique, su taxonomia, cultivo y tecnologia. Editorial Colina. 127 p.

Avances en el estudio del virus de la macana en el cultivo de fique (Furcraea spp.)



58

20.

21.

22.

23.

24,

Rada, L. 2009. Seleccion de Pseudomonas spp. aisladas de la rizésfera de fique
(Furcraea sp.) por su potencial en la promocion de crecimiento de diferentes
especies. Trabajo de grado de microbiologia industrial. Facultad de Ciencias
Bésicas. Pontificia Universidad Javeriana. Bogotd, Colombia. 122 p.

Rada, L. Sastoque, L. & Cotes, A.M. 2009. Seleccion de Pseudomonas spp.
aisladas de la rizésfera de fique (Furcraea sp.) por su potencial en la promocion
del crecimiento de diferentes especies vegetales. Memorias XXIX Congreso de la
Asociacion Colombiana de Fitopatologia y Ciencias Afines, Ascolfi. Medellin,
Colombia. Junio 2-4 de 2009.

Ruiz, J.C. 2011. Caracterizacién de un principio activo a base de Pseudomonas
fluorescens Ps006 y estudio de su compatibilidad con soportes sélidos. Trabajo
de grado de microbiologia industrial. Facultad de Ciencias Basicas. Pontificia
Universidad Javeriana. Bogota, Colombia. 57 p.

Sette, L.D. Passarini, M. Delarmelina, C. Salati, F. & Duarte, M. 2006. Molecular
characterization and antimicrobial activity of endophytic fungi from coffee
plants. World Journal of Microbiology and Biotechnology. 22. Pp. 1185-1195.
Varanda, C.M. Silva, M.S. Félix, M.R. & Clara, M.l. 2011. Evidence of olive mild
mosaic virus transmission by Olpidium brassicae. European Journal Plant
Pathology. 130. Pp. 165-172.

Woo, S.L. Scala, F. Ruocco, M. & Lorito, M. 2006. The molecular biology of the
interactions between Trichoderma spp., phytopathogenic fungi and plants.
Phytopathology. 96. Pp. 181-185.

Avances en el estudio del virus de la macana en el cultivo de fique (Furcraea spp.)



DISENO Y VALIDACION DEL PROCESO DE
PRODUCCION POR FERMENTACION DE BIOMASA DE
Pseudomonas fluorescens Ps006

Andrés Diaz', Johan Saenz' y Alba Marina Cotes’

'Laboratorio de Control Bioldgico, Centro de Biotecnologia y Bioindustria, CBB
Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria, Corpoica
adiaz@corpoica.org.co

Introduccion

El disefio de un bioproceso para la produccién a escala laboratorio de biomasa
de cualquier microorganismo implica el conocimiento previo del proceso en
si (condiciones tipicas de fermentacién tales como temperatura, pH, agitacion,
aireacién y condiciones nutricionales tales como concentraciones de fuentes
de carbono, nitrégeno, sales, inductores de crecimiento, etc.) y de la experticia
y la experiencia del personal involucrado en este tipo de desarrollos. A medida
que se cuenta con mayor informacién de calidad se minimiza el tiempo y
el esfuerzo (logistico, de personal y de tiempo) requerido para alcanzar el
objetivo de produccién. Este ultimo estd relacionado directamente con los
requerimientos o condiciones de las operaciones unitarias “aguas abajo” del
proceso de fermentacion, que incluyen procesos de separacién, concentracion,
purificacion y formulacién de la biomasa.

En el presente proyecto se llevé a cabo el disefo, estandarizacién y validacién del
proceso de produccion masiva de Pseudomonas fluorescens Ps006 que demostrd
en ensayos previos un elevado potencial para el control del agente causal de la
raya necrética del fique e inductor de crecimiento vegetal. En funcién de los
lineamientos mencionados anteriormente, se planted una estrategia secuencial
de disefio de experimentos clasico para la determinacién de las condiciones
nutricionales y fisicoquimicas adecuadas para la produccién de biomasa de este
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microorganismo. Esto implicé el montaje secuencial de experimentos a nivel de
laboratorio y su respectivo analisis estadistico con fundamentos biolégicos para
dilucidar la direccién correcta.

Seleccion de la estrategia experimental

Para llevar a cabo el diseiio de un medio de cultivo para el crecimiento de un
microorganismo especifico existen varias estrategias que han sido ampliamente
usadas:

1. Intercambio de componentes: en la que se evaluan diferentes componentes
del medio (fuentes de carbono, nitrégeno, sales, etc.), una a la vez. Es una
técnica sencilla pero poco eficiente que implica un ndmero muy grande de
experimentos y consume mucho tiempo y mano de obra; ademds, no permite
dilucidar las interacciones entre los diferentes componentes.

2. Un factor a la vez: es similar a la técnica anterior pero en este caso se evaltdan
diferentes niveles o concentraciones de cada componente del medio; esto
implica un conocimiento previo del proceso, para llegar a determinar un
numero reducido de componentes a evaluar. Presenta los mismos problemas
asociados con la estrategia de intercambio de componentes, pero aun sigue
siendo aplicada en algunos casos.

3.Busquedaen la literatura: en la que se hace una busqueda retrospectiva acerca
de bioprocesos similares y se “toma prestado” un medio de cultivo base que
ya ha demostrado altos rendimientos o productividades del microorganismo
en cuestién. Es una de las estrategias mas usadas debido a su facilidad, pero
no siempre se alcanza reproducibilidad de condiciones experimentales o
resultados experimentales.

4. Mimetismo bioldgico: en esta se calculan o cuantifican las necesidades
nutricionales del microorganismo, haciendo uso de la composicién elemental
de la biomasay de los diferentes componentes del medio de cultivo. Aunque es
una estrategia rigurosa, depende de la disponibilidad de informacién confiable
acerca de la composicion del microorganismo y las materias primas, que no es
lo usual; adicionalmente, el hecho de realizar el balance por componentes no
asegura que se obtenga el resultado deseado o predicho.

5. Disefo de experimentos: se define como el proceso de planear todos
los pasos que deben darse y el orden que debe seguirse en la recoleccion y
posterior analisis de la informacién requerida para estudiar un problema de
investigacion. Esta, mas que una estrategia, es una herramienta que se puede
implementar en combinacién con cualquiera de las estrategias mencionadas
anteriormente. Permite lograr la mayor cantidad de informacion de alta calidad
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de manera muy eficiente y con economia de tiempo, dinero, mano de obra e
infraestructura.

Teniendo en cuentalo mencionado anteriormente y en funcién de la experiencia
previa y la experticia del personal de investigacién del drea de Fermentaciones
del Laboratorio de Control Biolégico del Centro de Biotecnologia y Bioindustria,
CBB, de Corpoica, se tomd la decisidon de aplicar la estrategia del mimetismo
biolégico en combinacién con las herramientas del disefio de experimentosy el
uso de un componente del medio de cultivo base tomado de la literatura para
disefar un medio de cultivo para la cepa evaluada (Tabla 1).

O,.N

179 70.52° "0.22

La composicion de la biomasa usada fue CH (Durner et al., 2000).

Se evalud una fuente de carbono que ha sido ampliamente reportada para la
produccién de biomasa de rizobacterias y que no presenta interferencias en las
operaciones unitarias “aguas abajo” o posteriores al proceso de fermentacion.

También se evalué una fuente de nitrégeno organico y una fuente de nitrégeno
inorganico, dado que se ha demostrado que el género Pseudomonas sp. requiere
de estas dos fuentes de nitrégeno para activar sus procesos metabdlicos
orientados hacia la produccién de biomasa (Durner et al., 2000).

Tabla 1. Estrategia global aplicada para el disefio del proceso de produccién de biomasa de
Pseudomonas fluorescens Ps006

Disefo
Objetivo Descripcion :slli::::il(iii experimental
P aplicado

Muchos factores

|dentificar los

Exploratoria S Microplaca de 96 q
(screening) {?nct%rr?:nrt]:;nmonales Zona experimental pozos de 400 uL Factorial completo
p desconacida
Pocos factores
Estandarizacion y Construir un modelo Erlenmeyer de 7
optimizacion predictivo Zona experimental 125 mL Fsiortel G
rodeando el Optimo
S _ Confirmar los resultados
Validacion a pequefia g R Solt_) factorgas clave Erlenmeyer de No aplica*
escala nutricionales Region 6ptima 500 mL
S Confirmar los resultados q Al
Validacion a escala de o Solo factores clave  Biorreactor Airlift -
e e evaluando condiciones Punto 6ptimo de20 L No aplica

fisicoquimicas estandar

* En estas etapas se evalla la reproducibilidad de los valores obtenidos con los mejores tratamientos de las etapas previas.

Etapa 1: Ensayo exploratorio en microplaca de 400 uL

Para el disefio experimental se selecciond un disefio factorial completo con
tres niveles y un punto central mas un control sin adicién de sales (Tabla 2). La
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experimentacion se llevé a cabo en microplacas de 96 pozos con un volumen
nominal de 400 pL y un volumen de trabajo de 250 pL.

Utilizando la férmula elemental de Pseudomonas sp. (CH,,;.0,,N,,,,), s
calculé la cantidad necesaria de carbono y nitrégeno para producir 2 g/L de
biomasa, lo que se considerd como el nivel cero para el disefio experimental y a
partir del cual se determinaron los niveles superior (+50%) e inferior (-50%). La
composicion dela solucidn Stock de sales se tomé de Aboseaud y colaboradores
(2006), ya que este autor la utilizd para optimizar la composicion de un medio
de cultivo para la produccién de Pseudomonas fluorescens.

Tabla 2. Matriz de niveles usada en la evaluacién del crecimiento del aislamiento de  Pseudomonas
fluorescens Ps006 en microfermentacion

m Carbono (g/L) Nnrége(ng(;f)rgémco Nitrégeno inorganico (g/L) Stock de sales

1,72 0,85 0,90
0 3,44 1,69 1,80 1X
1 5,16 2,54 2,7

Se prepararon 20 mL de una solucién 10X de cada una de las concentraciones de
la fuente de carbono, nitrégeno y sales listadas previamente con agua destilada;
las soluciones fueron esterilizadas bajo condiciones estandar. Simultaneamente
se preparé unindculo del aislamiento de P. fluorescens Ps006 a una concentracion
de 1x10” UFC/mL, en solucién salina al 0,85%.

El montaje de la microplaca se realizé en una cabina de flujo laminar, mezclando
cada uno de los componentes en las diferentes concentraciones establecidas
como niveles, para asi obtener 10 tratamientos (Tabla 3). Para esto se mezclaron
25 pL de cada una de las soluciones de nutrientes preparadas (carbono,
nitrégenoy sales) con 100 pL de agua destilada estéril. Finalmente se inocularon
los pozos con 50 pL de la suspension de la bacteria.

Adicionalmente a los 10 tratamientos mostrados en la Tabla 3, se ubicaron dos
controles en la microplaca, uno que correspondia al tratamiento nueve sin
inocular (por lo que se completé con 50 pL mas de agua) y otro Unicamente
con agua destilada estéril. Se ubicé el tratamiento 10 en la placa con la finalidad
de observar el efecto que tenia la ausencia de la solucién de sales en la
microfermentacion. La placa se llevé a una agitacion a 150 rpm durante 15 min
y se tomd el tiempo cero expresado como absorbancia en un lector Asys Hitech
Expert 93 a 405 nm y a 620 nm. Finalmente, la placa fue incubada a 30°C x 150
rpmy se realizé el monitoreo de la absorbancia cada 12 horas. Los tratamientos
se ubicaron en bloques aleatorios sin usar los pozos del borde de la placa.
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Tabla 3. Tratamientos evaluados para el aislamiento de Pseudomonas
fluorescens Ps006 en microfermentacion

. Nitrogeno Nitrégeno

1 -1 i i
2 -1 =i 1
3 -1 1 =i
4 =i 1 1
5 1 = =1
6 1 =1 1
7 1 1 =]
8 1 1 1
9 0 0 0
10 SS§* SSS SSS

*Nivel cero sin la solucion stock de sales.

Se seleccioné una longitud de onda de 620 nm para la lectura de absorbancia,
ya que permitié una lectura con mas resolucién (valores inferiores a 1,0) a
través de todo el proceso de fermentacion, durante las 48 horas evaluadas.
Adicionalmente, se usaron los resultados experimentales de la hora 36, ya que
presentaron el maximo para todos los tratamientos con los coeficientes de
variacion mas bajos (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados de absorbancia a 620 nm para el aislamiento de Pseudomonas fluorescens Ps006
evaluado en microfermentacion

Absorbancia s Absorbancia

Tratamiento promedio %CV Tratamiento promedio S %CV
1 0,754 0,019 2,519 8 1,337 0,039 2,898
2 0,765 0,044 5,745 9 1,117 0,029 2,599
3 1,267 0,021 1,679 10 0,972 0,110 11,361
4 1,247 0,015 1,192 1 0,064 0,006 9,785
5 0,887 0,044 4,947 12 0,043 0,007 17,237
6 0,720 0,071 9,832 13 0,040 0,001 2,532
7 1,356 0,031 2,255 = = = =

El crecimiento del aislamiento Ps006 fue rapido, porque después de 16 horas,
en algunos de los tratamientos, la lectura de la absorbancia (A, ) fue mayor
a uno. Los tratamientos que incluian el nivel alto del extracto de levadura
fueron los que presentaron una absorbancia mas alta desde el inicio de la
microfermentacion.
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El analisis de varianza indicé que la fuente de carbono y la fuente de nitrégeno
organica fueron los factores estadisticamente significativos, de lo que se puede
deducir que tienen el mayor efecto sobre la variable de respuesta absorbancia.
La relacion nitrégeno orgénico — inorganico no presentd influencia significativa.

En el diagrama de Pareto (Figura 1) se observé mas claramente cudles fueron los
factores que tuvieron incidencia sobre la variable respuesta. La fuente de nitrégeno
organica (Factor B) fue el componente que mas incidencia tuvo sobre la absorbancia,
seguido, en menor proporcion, por la fuente de carbono (Factor A). Los demas
factores y sus correspondientes interacciones (combinaciones) no presentaron un
efecto significativo sobre la variable respuesta para este aislamiento.

E: Factor_E

|
A:Facter_8 [||::|
II
|
|

AC
AB
BC

C: Factor_C

5 10 15 20 23 30
Efecto estandarizado

Factor A: fuente de carbono. Factor B: fuente de nitrégeno organico. Factor C: fuente de nitrégeno
inorgdnico.

Figura 1. Diagrama de Pareto para el aislamiento de Pseudomonas fluorescens Ps006 en
microfermentacion.

Como se observa en la grifica de cubo (Figura 2) la mayor respuesta de
absorbancia se encuentra en el extremo inferior derecho (A, = 1.23314) de
la figura equivalente a la combinacién de fuente de carbono alta, fuente de
nitrégeno organico alta y fuente de nitrégeno inorganico baja, por tanto, ya se
tiene la evidencia experimental acerca de los niveles de nutrientes a utilizar en
la etapa de estandarizacién en Erlenmeyer.

Dado que se aplicé un disefno experimental robusto de resolucién IV, se logré la
obtencién de un modelo lineal con interacciones (Ecuacion 1).

Absorbancia = 0,9459 + 0,0493A + 0,2340B - 0,0005C
-0,0021AB-0,0041AC-0,0015BC (1)

R*=97,12%
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Figura 2. Grafica de cubo para el aislamiento de Pseudomonas fluorescens
Ps006 en microfermentacion.

El grado de ajuste del modelo teérico generado fue bueno, ya que explico el
97,12% de la variabilidad presentada en el experimento.

En conclusion, se determind que la fuente de nitrégeno organico presentd el
mayor efecto positivo sobre el crecimiento de P. fluorescens Ps006 en microplaca
(expresado como absorbancia) y, por tanto, se evaluaran concentraciones mas
altas a nivel de Erlenmeyer de 125 mL. De forma similar, aunque el efecto no
fue tan grande en magnitud, se evaluardn concentraciones mas altas de la
fuente de carbono a nivel de Erlenmeyer de 125 mL. La fuente de nitrégeno
inorganico se utilizard en adelante como pardmetro en su concentracién mas
baja, manteniendo constante su relacion con la fuente de nitrégeno organico. El
stock de sales también se usard como parametro a partir de la experimentacion
en Erlenmeyer de 125 mL.

Con lainformacién obtenida en el montaje anterior se propuso un nuevo disefio
experimental en Erlenmeyer de 125 mL con un volumen de trabajo de 25 mL.

Etapa 2: Ensayo exploratorio en Erlenmeyer de 125 mL

Con la informacién obtenida en el montaje en microplaca se aplicé un nuevo
disefio experimental factorial completo con dos factores y dos niveles con punto
central, en Erlenmeyer de 125 mL con un volumen de trabajo de 25 mL (Tabla 5),
con el fin de tener una primera aproximacién acerca del rango de trabajo ideal
para los componentes nutricionales criticos, en este caso la fuente de carbono y
la fuente de nitrégeno organico.

Avances en el estudio del virus de la macana en el cultivo de fique (Furcraea spp.) 65



Tabla 5. Matriz de niveles usada para la fermentacion de la cepa de
Pseudomonas flourescens Ps006 en Erlenmeyer de 125 mL

.
(g/L) (FNO) (/L) (FNI)(g/L)

-1 5,16 2,54 0,9
0 10,32 5,08 1,8
1 15,48 7,62 2,7

Se prepararon 20 mL de una solucién 10X de cada una de las concentraciones de
las fuentes de carbono y nitrégeno organico e inorganico listadas en la Tabla 1
con agua destilada, adicionalmente se preparé una solucién de diferentes sales
y las soluciones fueron esterilizadas bajo condiciones estandar. Igualmente
se realizé un inéculo de 1x10” UFC/mL en Tween al 0,5%, a partir de una caja
crecida durante 48 h.

Cada Erlenmeyer contenia 25 mL como resultado de la adicion de 2,5 mL de
fuente de carbono, 2,5 mL de fuente de nitrégeno organico, 2,5 mL de fuente
de nitrégeno inorganico, 2,5 mL de solucién de sales, 12,5 mL de agua destilada
y 2,5 mL de inéculo. Las diferentes combinaciones de los niveles dieron como
resultado cinco tratamientos, los cuales se montaron por triplicado (Tabla 6).

Tabla 6. Tratamientos evaluados para el ensayo exploratorio en
Erlenmeyer de 125mL con la cepa de Pseudomonas flourescens Ps006

T T

[ 2 B S S
1
TS
—

Los Erlenmeyer se dejaron en agitacién a 170 rpm y 30°C durante 48 h. Al cabo
de este tiempo se realizaron diluciones seriadas de 10" a 107 en Tween 0,5% y se
sembraron 10 uL de las tres Ultimas diluciones en cajas Petri con agar LB; las cajas
fueron incubadas a 30°C, durante 24 h, tiempo en el que se hizo el recuento de las
UFC (Tabla 7). El resto del medio de cultivo fue centrifugado en tubos de 30 mL, los
cuales habian sido pesados con anterioridad, a 15.000 rpm durante 15 min; estos
tubos fueron secados a 28°C, hasta obtener un peso constante (Tabla 7).

Por laTabla 7 se concluyé que la viabilidad a las 16 horas de fermentacion estuvo
siempre por encima de 1x10° UFC/mL con un maximo de 2x10" UFC/mL para
el tratamiento tres. El limite minimo para que el proceso de fermentacién tenga
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potencial de ser aplicado para la formulacion de un bioproducto esta en 1x10'
UFC/mL (Figura 5), por lo que se debe orientar la investigacién en la cercanias de
los niveles del tratamiento tres, que tiene el nivel bajo de la fuente de carbono y
el nivel alto de la fuente de nitrégeno organico; adicionalmente, la magnitud de
la biomasa seca es concordante con reportes de otros autores que son cercanos
a5 g/L (Lang y Wullbrandt, 1999).

Tabla 7. Viabilidad (UFC/mL) y biomasa (g/L) obtenidas para el ensayo exploratorio en Erlenmeyer
de 125 mL con la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006

T TR T
Tratamiento

X S %CV X S %CV
T 9,851 0,073 0,74 1,60 0,080 5,00
T2 9,064 0,022 0,24 0,80 0,000 0,00
i3 10,204 0,046 0,46 4,56 0,260 5,71
T4 9,394 0,012 0,13 2,68 0,174 6,51
T5 9,439 0,185 1,96 2,72 0,220 8,10

X: promedio. S: desviacion estandar. %CV: coeficiente de variacién en porcentaje.

10.40

log(UFC/ml) = 0.3053Biomasa + 8.7014
R? = 0.9317

10.00
9.80 /

9.60 /

9.40 /o'

9.20
o /
9.00
8.80 ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5

10.20

log (UFC/ml)

Biomasa (g/1)

Figura 5. Relacion entre viabilidad y biomasa seca para el ensayo exploratorio en
Erlenmeyer de 125 mL con la cepa de Pseudomonas flourescens Ps006.

Se observé una buena correlacién lineal entre la viabilidad y la biomasa seca
obtenida en los diferentes tratamientos, a excepcion del tratamiento uno
(dato no mostrado), en el que se presentd una desviacién clara de la tendencia
general, probablemente debida a problemas con la manipulacién de la muestra
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en la determinacién de la biomasa. Este hecho es un indicio de que el medio
de cultivo usado no presenta interferencias significativas representadas por
sélidos en suspensién o por nutrientes residuales al final de la fermentacion.

Tabla 8. Andlisis de varianza para la viabilidad en el ensayo exploratorio en Erlenmeyer de 125 mL con
la cepa de Pseudomonas flourescens Ps006

e a6 i | i i

A:Factor_A 1,86126 1,86126 97,15 0,0000*
B:Factor_B 0,394581 1 0,394581 20,60 0,0008*
AB 0,000280333 1 0,000280333 0,01 0,9059
Error total 0,210737 1 0,0191579
Total (corr.) 2,46685 14

* Indica diferencia significativa.

El analisis de varianza mostré que tanto la fuente de carbono como la fuente de
nitrégeno organico presentaron un efecto significativo sobre la concentraciéon
final de P. fluorescens Ps006. Sin embargo, la interaccién de estos dos factores no
tiene un efecto significativo.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Var_1

I+

A:Factor_A - -
B:Factor_B
AB

0 2 4 6 8 10
Efecto estandarizado

Factor A: fuente de carbono. Factor B: fuente de nitrégeno orgénico.

Figura 6. Influencia de factores nutricionales sobre el crecimiento de la cepa de
Pseudomonas fluorescens Ps006 crecida en medio liquido en Erlenmeyer de 125 mL.

El diagrama de Pareto (Figura 6) demostré que la fuente de carbono y la fuente de
nitrégeno tienen un efecto significativo sobre la variable respuesta, que la fuente
de carbono tiene un efecto negativo aproximadamente dos veces mayor que el
factor B o fuente de nitrégeno que tiene un efecto positivo. Este resultado indica
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que laregién experimental evaluada es adecuada para encontrar un punto éptimo
para la fuente de carbono, pero no asi para la fuente de nitrégeno, que aln puede
ser aumentada en concentraciéon aunque en una proporcion mucho menor a la
obtenida en el ensayo previo (efecto estandarizado = 29 en microplaca versus
efecto estandarizado = 4,5 en Erlenmeyer de 125 mL). Igualmente se observa que
la relacién entre los factores A y B no tiene un efecto significativo.

Por otro lado, con el fin de dilucidar el efecto de la relaciéon carbono/nitrégeno
sobre la produccion de biomasa de P. fluorescens Ps006, se llevd a cabo un
analisis de comparacion de medias de los tratamientos evaluados en el ensayo
exploratorio en Erlenmeyer de 125 mL, aplicando la técnica LSD con un nivel de
confianza del 95%.

Se concluyé que el tratamiento tres (Figura 7) fue el mejor y presenté diferencias
significativas con los demas tratamientos evaluados. Por tanto, la etapa siguiente
de optimizacién debe enfocarse en las cercanias de los niveles usados en este
tratamiento.

EnlaFigura7 se presentaelanalisis grafico,ademas sediscriminan las magnitudes
de la relacion Fuente de carbono/Fuente de nitrégeno; acerca de este ultimo
aspecto se analiz6 que la mejor respuesta se obtuvo con la concentracion
mas alta de fuente de nitrégeno (relacion C/N = 1/1,51), simultdneamente se
determind que, para iguales relaciones C/N (véanse los tratamientos T1, T4 y
T5), el mejor efecto se observé con el tratamiento con la menor concentracién
de fuente de nitrégeno (T1) que tenia concentraciones de fuente de nitrégeno
organico/fuente de nitrégeno inorganico = [2,549/L]/[0,90g/L].

11,0

10,5 1

10,0

Log(UFC/mL)

9.5 - T

Figura 7. Andlisis de comparacién de medias de los tratamientos evaluados en
el ensayo exploratorio en Erlenmeyer de 125 mL con la cepa de Pseudomonas
fluorescens Ps006. Las letras representan los grupos homogéneos obtenidos al
aplicar la técnica LSD con a=0,95.
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Teniendo en cuenta el analisis anterior, es claro que en la etapa siguiente de
optimizaciéon se debe evaluar un rango de concentraciones de fuente de
carbono intermedio dentro del espacio experimental que ya se evalué en las
dos etapas en combinacion de concentraciones un poco mas altas de la fuente
de nitrégeno, dado que se mantiene la tendencia directamente proporcional
con la respuesta.

A continuacion se presenta la ecuacidon del modelo matematico, la cual esta
codificada por factores y niveles:

Log (UFC/mL) = 9,58827 - 0,393833A
+0,181333B + 0,00483333AB (2)

R-cuadrada =91,4573%

El grado de ajuste del modelo matematico generado (Ec. 1) es bueno, ya que
para procesos bioldgicos un 90% de ajuste se considera aceptable; en este caso,
el modelo explica el 91,4% de la variabilidad presentada en el experimento.

En la Tabla 9 se muestran los niveles que permitirian teéricamente optimizar la
variable respuesta, si se aplicara el modelo matematico obtenido arriba, dentro
del espacio experimental enmarcado por los niveles de los factores.

Tabla 9. Optimizacion de la concentracion con la cepa de
Pseudomonas fluorescens Ps006 en Erlenmeyer de 125 mL

Ito
Factor A -1,0 1,0 -1,0
Factor B -1,0 1,0 1,0

Meta: maximizar: Log (UFC/mL)
Valor 6ptimo = 10,1586

Del modelo se concluyd que la respuesta éptima se encuentra hacia el nivel bajo
(-1) de la fuente de carbono y el nivel alto (+1) de la fuente de nitrégeno; esto es
coherente con los analisis realizados previamente en esta etapa exploratoria en
Erlenmeyer de 125 mL.

En conclusion, se determind que la fuente de nitrégeno organica continué
presentando un efecto positivo sobre el crecimiento de P. fluorescens Ps006 en
Erlenmeyer de 125 mLy, por tanto, se evaluaran concentraciones mas altas para
la optimizacion a nivel de Erlenmeyer de 125 mL. Para la fuente de carbono se
obtuvo un efecto negativo que indica que el valor 6ptimo se sobrepasé y se debe
encontrar con concentraciones mas bajas a las evaluadas. La relacion fuente de
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nitrégeno organico/fuente de nitrégeno inorgdnico se sigue utilizando como
pardmetro en un valor de 2,8/1. El stock de sales también se sigue usando como
pardmetro en el valor definido en el ensayo de microplaca.

Etapa 3: Ensayo de optimizacién en Erlenmeyer de 125 mL

Con la informacién obtenida en el montaje anterior, se aplico un nuevo disefio
experimental factorial completo con tres factores a dos niveles en Erlenmeyer
de 125 mL con un volumen de trabajo de 25 mL (Tabla 10).

Tabla 10. Matriz de niveles usada para la fermentacion de la cepa de Pseudomonas
fluorescens Ps006 en el ensayo de optimizacién en Erlenmeyer de 125 mL

Factor A (FC) (g/L)
(FNO) (g/L) (FNI)(g/L)

=il 2,52 3,87 1,35
0 5,04 7,62 2,7
1 7,56 11,43 4,05

Se prepararon 20 mL de una solucién 10X de cada una de las concentraciones
de las fuentes de carbono y nitrégeno orgdnico e inorgénico listadas en la Tabla
10, con agua destilada; adicionalmente se preparé una solucion de diferentes
sales; las soluciones fueron esterilizadas bajo condiciones estandar. lgualmente
se realizd un inéculo de 1x107 UFC/mL en Tween al 0,5%, a partir de una caja
crecida durante 48 h.

Cada Erlenmeyer contenia 25 mL como resultado de la mezcla de los siguientes
componentes: 2,5 mL de fuente de carbono, 2,5 mL de fuente de nitrégeno
organico, 2,5 mL de fuente de nitrégeno inorganico, 2,5 mL de solucion de sales,
12,5 mL de agua destilada y 2,5 mL de indculo. Las diferentes combinaciones de
los niveles dieron como resultado nueve tratamientos, los cuales se montaron
por triplicado (Tabla 11).

Tabla 11. Tratamientos evaluados para la fermentacién de la cepa de Pseudomonas
fluorescens Ps006 en el ensayo de optimizacién en Erlenmeyer de 125 mL

s |

1 1 0

2 =i =i
3 =il 1
4 0 1
5 0 -1
6 0 0
7 1 -1
8 =i 0
9 1 1
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Los Erlenmeyer se ubicaron en un shaker con agitacién de 170 rpm y 30°C
durante 48 h. Al cabo de este tiempo se realizaron diluciones seriadas de 10"
a 107en Tween 0,5% y se sembraron 10 uL de las tres ultimas diluciones en
cajas de agar LB; las cajas fueron incubadas a 30°C, durante 24 h, tiempo en
el que se hizo el recuento de las UFC (Tabla 12). El resto del medio de cultivo
fue centrifugado en tubos de 30 mL, los cuales habian sido pesados con
anterioridad, a 15.000 rpm, durante 15 minutos; estos tubos fueron secados
a 28°C, hasta obtener un peso constante para determinar la biomasa seca
(Tabla 12).

Tabla 12. Viabilidad y biomasa obtenida para el ensayo de optimizacién en
Erlenmeyer de 125 mL con la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006

Log (UFC/mL) CV (%) Biomasa seca (g/L) CV (%)
1

10,31 0,07 3,52 8,96
2 10,22 0,27 2,00 3,81
3 10,35 0,66 4,16 4,85
4 10,02 0,83 5,20 1,23
5 10,29 0,04 1,84 6,65
6 10,30 0,51 3,48 9,27
7 10,09 0,31 2,08 3,85
8 10,26 0,45 2,24 7,77
9 10,36 0,47 5,16 9,75

%CV: coeficiente de variacion en porcentaje.

Se observé que los resultados de viabilidad obtenidos son, por mucho, mejores
a los obtenidos en la etapa exploratoria, porque el promedio de todos los
tratamientos estuvo por encima de 1x10" UFC/mL (Tabla 12) y, ademas, el
promedio general de todos los tratamientos fue significativamente superior al
obtenido en la etapa dos (1,7x10" UFC/mL vs 3,9x10° UFC/mL). El valor maximo
obtenido fue de 2,3x10'" UFC/mL para el tratamiento nueve; el limite minimo
para que el proceso de fermentacion tenga potencial de ser aplicado para la
formulacion de un bioproducto esta en 1x10' UFC/mL, por lo que cualquiera
de los tratamientos evaluados en esta etapa cumpliria con los requerimientos
para la formulacion de este.

Al analizar los resultados de laTabla 12 se observé que, en promedio, la biomasa
seca obtenida es significativamente diferente a la obtenida en la etapa dos (3,30
g/Lvs 2,47 g/L). El valor méximo se obtuvo con el tratamiento cuatro con 5,2 g/L
de biomasa seca y que correspondié al nivel base de la fuente de carbono y al
nivel alto de la fuente de nitrégeno.

72 Avances en el estudio del virus de la macana en el cultivo de fique (Furcraea spp.)



Ya que no se observé una relacion lineal entre la viabilidad (expresada como Log
(UFC/mL)) y la biomasa seca obtenida en los diferentes tratamientos, para los
analisis estadisticos posteriores se usé como variable de respuesta la viabilidad, ya
gue se espera que presente una interferencia mucho menor que la biomasa seca.

Tabla 13. Andlisis de varianza para la viabilidad en el ensayo de optimizacién en Erlenmeyer de 125
mL con la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006

A: Factor_A 0,00288852 0,00288852 0,20 0,6613
B: Factor_B 0,00824259 1 0,00824259 0,57 0,4614
AA 0,0241999 1 0,0241999 1,66 0,2132
AB 0,0158318 1 0,0158318 1,09 0,3106
BB 0,0272589 1 0,0272589 1,87 0,1876
Blogues 0,0104885 2 0,00524423 0,36 0,7026
Error total 0,277127 19 0,0145856
Total (corr.) 0,366037 26

*Indica diferencia.

El andlisis de varianza mostré que ninguno de los dos factores (fuente de
carbono y fuente de nitrégeno organico) o su interaccién presentd un efecto
significativo sobre las células viables al final del proceso de fermentacién con
la cepa de P. fluorescens (Tabla 13). Esto es un indicativo de que el espacio
experimental explorado esta en las cercanias de lo 6ptimo y que el rango de los
factores fue dilucidado con éxito.

En el diagrama de Pareto (Figura 8) se comprobé que ninguno de los factores
presento un efecto significativo, al igual que su interaccién. La interaccion entre

Diagrama de Pareto Estandarizada para Var_1

T T T T
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B:FaCtor_B I:l
A:Factor_A -
L L L L L L L
0 0,4 0,8 1,2 1,6 2 2,4

Efecto estandarizado

Factor A: fuente de carbono, y Factor B: fuente de nitrégeno orgénico.

Figura 8. Influencia de factores nutricionales sobre el crecimiento de la cepa de
Pseudomonas fluorescens Ps006 crecida en medio liquido en Erlenmeyer de 125 mL.
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Figura 9. Grafica de superficie de respuesta del efecto de las fuentes nutricionales
sobre la viabilidad de la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006.

las fuentes de carbono y nitrégeno presenté la mayor magnitud, mientras que
la fuente de nitrdgeno mostré un efecto positivo y la fuente de carbono un
sentido negativo, pero en magnitud similar.

Enlasuperficie derespuesta (Figura 9) se puede observar el espacio experimental
del montaje. La geometria obtenida fue plana, debido a que los tratamientos se
comportaron de una manera similar, sin embargo, se observa un maximo para
la fuente de nitrégeno, cercano al nivel base (0), para la fuente de carbono se
observa un “valle” en el nivel base (0) y valores maximos en los extremos (nivel
-1y 1), por lo que se debe complementar este andlisis grafico con el diagrama
de Pareto y el andlisis de comparacién de medias, para la toma de decisiones.

En la Figura 10 se pueden observar los grupos homogéneos formados a partir
del analisis de comparacién de medias, aplicando la técnica LSD (minima
diferencia significativa), con un nivel de confianza del 95%. El tratamiento nueve
fue el que presento la mayor respuesta (con 2,3x10'°UFC/mL), y el tratamiento
cuatro, la menor (con 1,9x10" UFC/mL); dentro del grupo homogéneo, con la
mejor respuesta se ubicaron los tratamientos codificados como T1, T3, T5,T6 y
T9, mientras que los tratamientos codificados como T4 y T7 presentaron la peor
respuesta y fueron estadisticamente diferentes al resto.

Para la relacién carbono/nitrégeno de 8,5 (tratamientos T2, T6 y T9) se presentd
una relacién directamente proporcional, es decir, a medida que se aumento
la concentracién de la fuente de nitrégeno se observé un aumento en la
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Figura 10. Andlisis de comparacién de medias de los tratamientos evaluados en el ensayo de
optimizacién en Erlenmeyer de 125 mL con la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006. Las letras
representan los grupos homogéneos obtenidos al aplicar la técnica LSD con a=0,95.

concentracién bacteriana expresada como UFC/mL. Por otro lado, también se
observé que las mejores respuestas en viabilidad se obtuvieron con relaciones
de C/N bajas o altas, mientras que con relaciones de C/N intermedias se
obtuvieron los peores resultados; esto apunta hacia la conclusién de que el
balance nutricional del medio de cultivo es un factor critico para la obtencién
de viabilidades éptimas.

Posteriormente, se aplicdé un algoritmo de optimizacion; los resultados se
presentan en la Tabla 14, se obtuvo un valor de 2,52 g/l para la fuente de
carbono y de 9,89 g/l para la fuente de nitrégeno, con una relacién de C/N de
3,92, cercana a la obtenida con el tratamiento cinco, en el que se obtuvo una
concentracion final de 1,9x10'° UFC.mL".

Tabla 14. Niveles tedricos para optimizar la concentracion del aislamiento
de Pseudomonas fluorescens Ps006

e L L | ot

Factor A -1,0 -1,0 2,52
Factor B -1,0 1,0 -0,110381 7,20 : 2,69

Valor 6ptimo: Log (UFC/mL) =10,3237
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A continuacién se presenta la ecuacién del modelo cuadratico codificado:

Log (UFC/mL) =10,2467 - 0,0126678A + 0,0213991B
+0,0635084*A? + 0,0363224AB - 0,0674029B? (3)

R-cuadrada = 24,29%

El modelo matematico no presentd un buen ajuste, por tanto, el analisis se
debe enfocar a los analisis directos sobre los datos experimentales generados,
no sobre los predichos. Sin embargo, es claro que los efectos de los factores
individuales y sus interacciones son consistentes con los obtenidos en el
diagrama de Pareto (Figura 8).

En conclusidn, segun los resultados del analisis de comparacion de medias
(Tabla 14), el analisis de las respuestas en funcidn de la relaciéon de C/N (Figura 9)
y las viabilidades obtenidas, se tomé la decisidon de continuar con una validacién
en el tiempo de los mejores resultados obtenidos (tratamientos T3 y T9), usando
un volumen mayor.

Etapa 4: Ensayo de validacién en Erlenmeyer de 500 mL

Los mejores tratamientos seleccionados en la etapa anterior (T3 y T9) se
validaron en Erlenmeyer de 500 mL, dos veces en el tiempo, para determinar la
reproducibilidad de los resultados a una escala mayor.

La metodologia seguida fue similar a la aplicada en la etapa tres; se utilizd 100 mL
del medio de cultivo correspondiente a cada tratamiento, se ubicé en Erlenmeyer
de 500 mL para mantener la relacién de volumenes dentro del sistemay se llevé a
cabo el proceso de fermentacion bajo condiciones idénticas. Al finalizar se evalué
de nuevo la concentracién final obtenida y la biomasa bacteriana.

EnlaTabla 15 se presentan los resultados obtenidos en concentracién bacteriana
y en biomasa:

Tabla 15. Concentracién (expresada como UFC/mL) y biomasa (expresada
como g/L) obtenida para el ensayo de validacion en Erlenmeyer de 500 mL
con la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006

X S %CV X S %CV
13 10,212 0,171 1,147 3,397 0,0074 8,677
19 10,764 0,074 0,691 4,357 0,0113 10,159

Se observé que los resultados obtenidos en concentraciéon son consistentes
en el tiempo y tienen coeficientes de variacion inferiores al 2%. En el caso de
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la biomasa, para la primera repeticion en el tiempo se obtuvieron coeficientes
de variacién relativamente altos (superiores al 10%), que fueron atribuidos
a problemas asociados con la técnica de cuantificacion de la biomasa seca
obtenida después de la centrifugacién de las muestras de biomasa himeda.
Sin embargo, esta posible fuente de error experimental se elimind para la
segunda repeticién en el tiempo y se obtuvieron resultados consistentes y con
un coeficiente de variacién inferiores al 10%.

Al graficar los datos experimentales obtenidos en Erlenmeyer de 125 mL
y los obtenidos en las dos réplicas en Erlenmeyer de 500 mL se present6 un
coeficiente de variacién entre 10%y 12% para el factor biomasa y un coeficiente
de variacidon entre 1% y 2% para el factor concentracidon (expresada como
UFC/mL); estos resultados indican que existiéo reproducibilidad adecuada,
especialmente del factor mas critico que es la concentracion final de la bacteria,
ya que este pardmetro es usado como linea base para el proceso de formulacién
del bioproducto (Figuras 11y 12).
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Figura 11. Viabilidad (UFC/mL) obtenida en diferentes volimenes con dos tratamientos previamente
seleccionados (T3 y T9), para la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006.

Dado que se cumplié con el requisito de reproducibilidad en el tiempo
para el proceso de fermentacidon a nivel de laboratorio con la bacteria P.
fluorescens Ps006, se procedio a llevar a cabo un montaje a nivel de banco,
usando un biorreactor Airlift que fue previamente disefado y puesto en
marcha en trabajos anteriores en el Laboratorio de Control Bioldgico del
CBB de Corpoica (Flérez, 2002).
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Figura 12. Biomasa (g/L) obtenida en diferentes volimenes con dos tratamientos previamente
seleccionados (T3 y T9), para la cepa de Pseudomonas fluorescens Ps006.

Enconclusién,seseleccionéeltratamientonueveporpresentarconsistentemente
los mejores resultados en magnitud, tanto de concentracién como de biomasa,
en comparacion con el tratamiento uno, en los dos volumenes evaluados a nivel
de laboratorio.

Etapa 5: Ensayo de produccién de biomasa a nivel de biorreactor Airlift
de 20 litros

Con la informacidn obtenida durante el desarrollo del medio de cultivo (Etapas
1-4), se estandarizé la composicion de nutrientes para la producciéon masiva de
biomasa de la rizobacteria P. fluorescens Ps006 (Tabla 16).

Tabla 16. Composicion del medio de cultivo estandarizado para ser evaluado en biorreactor Airlift
para produccion de biomasa de Pseudomonas fluorescens Ps006

Factor A

Tratamiento

(Fuente de carbono) (g/L) (Fuente de nitrogeno (Fuente de nitrégeno
organico) (g/L) inorganico) (g/L)
1* 7,56 11,43 4,05

*Corresponde al tratamiento nueve de la etapa cuatro.

Se usé un criovial conteniendo P. fluorescens. Ps006 proveniente de la coleccion
banco de trabajo; la reactivacion se llevé a cabo en agar LB, durante 48 h, a 28°C;
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a partir de este pase se inocularon cuatro Erlenmeyer de 1000 mL, los cuales
contenian 500 mL del medio de cultivo. Estos indculos se dejaron en incubacion
a 175 rpm, durante 24 h, a 28°C, y se les determind la viabilidad mediante
recuento en placa (Tabla 17).

Tabla 17. Viabilidad del inéculo de Pseudomonas fluorescens PsO06 para la produccion de biomasa
en biorreactor Airlift

R1 R2 R3 R1 R2 R3 X S %CV
1,21x10° 1,64x10° 1,47x10° 8,0828 8215 8,167 8,155 0,067 0,82

Por otra parte, el biorreactor Airlift se llevéd a esterilizacién a 121°Cy 15 Lb
de presidn, durante 15 min. Simultdneamente se prepararon 18 L de medio
fresco; este volumen de medio fue esterilizado bajo las mismas condiciones
mencionadas arriba. En cabina de flujo laminar y bajo condiciones estériles se
llevé a cabo el llenado y posterior inoculacién del biorreactor, usando el in6culo
obtenido del paso anterior.

La fermentacidn se realizd bajo las siguientes condiciones: temperatura: 28°C,
controlada mediante el uso de un controlador PID analogo, acoplado a una
resistencia. Aireacién: ajustada manualmente a un valor de 0,70 vvm, previa
filtracién y humidificacion del mismo. Tiempo de fermentacién: 48 h, segun los
datos experimentales en Erlenmeyer.

Se realizé un muestreo al final de la fermentacién, utilizando el puerto
destinado para tal fin, acoplado a una bomba peristaltica. Para la determinacion
de la viabilidad se tomaron 25 mL del caldo de fermentacién en un Erlenmeyer
estéril y para la cuantificaciéon de biomasa seca se tomaron 100 mL del caldo de
fermentacion, por cuadruplicado, para ser posteriormente separados usando
una centrifuga.

Tabla 18. Viabilidad (expresada en UFC/mL) para el ensayo de la produccién de Pseudomonas
fluorescens Ps006 en biorreactor Airlift

[ S S

R1 R2 R3 R1 R2 R3 X S %CV
0 1,21x107  1,64x107  1,47x10 7,083 7,215 7,167 7,155 0,06689 0,93
48 1,10x10°  9,90x10°  1,19x10™ 10,041 9,996 10,076 10,038 0,05461 0,54

La concentracion de células inicial en el fermentador fue aproximadamente
de 1x10” UFC/mL, igual que como se habia hecho en las anteriores pruebas
para optimizar el medio de cultivo. En el muestreo final, a las 48 h se observo
turbidez del medio, sin presentar olores fuertes; la concentracién en este tiempo
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fue aproximadamente de 1,09x10'° UFC/mL; se esperaba que la concentracién
en este tiempo fuera mayor de 1x10' UFC/mL, como se habia obtenido en
Erlenmeyer de 125 mL y 500 mL. Por otra parte, en trabajos posteriores se
evaluaran las condiciones fisicoquimicas en biorreactor (aireacion) que pueden
llegar a incrementar los niveles de concentracién final.

Tabla 19. Biomasa (gramos) para el ensayo de la produccién de Pseudomonas
fluorescens Ps006 en biorreactor Airlift

Biomasa (g/L)
R1 R2 R3 R4 X S %GV

48 4.4 38 5,7 8IS 4,35 0,01 6,92

La biomasa seca obtenida mediante centrifugacion sigue una tendencia similar
a la concentracién, llegando al punto mas alto probado a las 48 h.

En la literatura Unicamente existe informacion acerca de la remocién de
contaminantes en aguas negras con Pseudomonas sp. en biorreactores tipo
Airlift, pero son escasos los datos acerca de la produccién de biomasa en dicho
fermentador, por lo que no se tiene referencia con los posibles resultados
encontrados en este montaje, ni es posible su comparacién.

La mayor cantidad de biomasa que se obtuvo en el fermentador Airlift fue
de 4,35 g/L, valores similares a los alcanzados en Erlenmeyer de 500 mL, que
fueron aproximadamente de 4,5 g/L, en promedio; esto demuestra que hay
reproducibilidad del proceso y se mantienen las magnitudes adecuadas para
satisfacer los requerimientos de los procesos downstream a la fermentacién. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que esta técnica de secado de la biomasa
puede tener varias interferencias provenientes del medio de cultivo.

Conclusion

Se llevé a cabo el disefio, estandarizacién y validacién exitoso del proceso
de produccién de biomasa de P. fluorescens Ps006 mediante fermentacion
liquida. Los niveles de concentracion de células viables y de biomasa obtenidos
son adecuados para ingresar a las operaciones unitarias relacionadas con la
formulacion de un bioproducto.
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DISENO Y DESARROLLO DE UN PROTOTIPO DE FORMULACION
A BASE DE Pseudomonas fluorescens Ps006
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'Laboratorio de Control Bioldgico, Centro de Biotecnologia y Bioindustria, CBB,

Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria, Corpoica.
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Introduccion

Losbioplaguicidasmicrobianossonproductosquecontienenunmicroorganismo
0 un componente de este como ingrediente activo (Fernandezy Juncosa, 2002),
cuya adecuada formulacién los hace resistentes a condiciones abidticas tales
como exposicion a la luz UV, oscilaciones repentinas de temperatura, pH y
humedad relativa, entre otras (Burges, 1998).

Para el desarrollo de un bioplaguicida es necesario llevar a cabo diferentes
etapas tecnoldgicas, entre las que se destaca la preformulacién, cuyo objetivo
principal es la determinacién de las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas
del principio activo (microorganismo) y de los cambios que este pueda sufrir
solo o en combinacién con los auxiliares de formulacién necesarios para la
elaboracién del producto final (Gémez et al., 2000).

El laboratorio de Control Biolégico del Centro de Biotecnologia y Bioindustria
de Corpoica ha venido trabajando durante los ultimos afios en la busqueda de
microorganismos con potencial para el control biolégico de diversos patdégenos,
en diferentes cultivos, seleccionando la cepa de Pseudomonas fluorescens
Ps006 por su potencial para el control de Olpidium virulentus en plantulas de
lechuga (L. sativa), por su capacidad para producir biosurfactantes y por sus
actividades solubilizadora de fésforo y zoosporicida (Sastoque, 2010). Por estas
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razones, el aislamiento Ps006 fue escogido como candidato para convertirse
en el ingrediente activo de un bioinsumo con posible actividad antagonista
de fitopatégenos e inductor del crecimiento vegetal, para el que se disefidé un
sistema de entrega sélido [polvo mojable (WP)] para un principio activo a base
de Ps006.

Materiales y métodos

Disefio y caracterizacion quimica, biolégica y microbiolégica del principio
activo a base de P. fluorescens Ps006

Una vez determinado el tiempo éptimo de fermentacion de P. fluorescens Ps006,
se realizd la caracterizacién de tres lotes de dos principios activos diferentes;
el primero correspondié al caldo de fermentacién con células, y el segundo, al
caldo sin células, retiradas filtrando el caldo de cultivo con filtros de 0,22 um.
La caracterizacién se realiz6 evaluando la concentracién celular en unidades
formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL), el pH, la masa seca y la actividad
biolégica in vitro, por triplicado para cada lote.

Concentracion celular: Se determiné la concentracion del principio activo
con células por el método de recuento en placa en medio LB. Los datos se
promediaron y se determino la desviacion estandar de los mismos.

Determinacion del pH. El pH de los dos principios activos se midié con un
potenciometro marca Hanna Instruments, previamente calibrado. Los datos se
promediaron y se determind la desviacion estandar de los mismos.

Masa seca: Con el uso de una balanza halégena de humedad marca KERN se
determiné el porcentaje de humedad de una alicuota de 1 mL, de cada uno de
los lotes, de los dos principios activos por triplicado, estimandose el porcentaje
de masa seca en el principio activo. Los datos se promediaron y se determiné la
desviacion estandar de los mismos.

Actividad biolégica in vitro: La actividad biolégica in vitro se estimé como
la inhibicién del crecimiento diametral de cuatro fitopatégenos modelo, por
su facilidad de mantenimiento en medio de cultivo artificial y mediante la
inhibicion de la germinacion de conidios de Botrytis cinerea Bo008.

Para medir la inhibicién del crecimiento diametral se utilizaron los patégenos
Fusarium oxysporum MAP5 aislado de cultivos de uchuva, Rhizoctonia solani
Rh200, Sclerotinia sclerotiorum Sc021 - papa, Botrytis cinerea Bo008 - mora y los
tratamientos evaluados (posibles principios activos del bioinsumo); fueron el
caldo de fermentacién con las células de Ps006 y el caldo de fermentacién sin
células, después de removerlas por filtracién (0,22 um). Muestras de 100 pL de
cada uno de los tratamientos se sembraron en medio agar PDA y se colocg, en
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el centro de la caja sobre el medio de cultivo, un disco de cinco mm de didmetro
de medio de cultivo crecido con los hongos fitopatégenos de ocho dias de
edad. Se utilizaron tres cajas de Petri para cada uno de los hongos, con cada
uno de los tratamientos provenientes de cada uno de los lotes de fermentacion.
El tratamiento control consistié en medio agar PDA sin indculo bacteriano, pero
inoculado con los hongos fitopatégenos de la forma descrita previamente. Las
cajas se incubaron ocho dias a 25 + 2°C y transcurrido dicho tiempo se midi6 el
didmetro de la colonia formada, realizando cuatro mediciones, una horizontal,
una vertical y las dos diagonales; posteriormente se promediaron dichos datos
para obtener el valor de crecimiento diametral medio de cada colonia.

Para la evaluacion del efecto de los tratamientos sobre la germinacion de los
conidios de B. cinerea Bc008 se prepard una suspension de conidios en una
solucién de Tween 80 al 0,5% y se ajusté a una concentraciéon de 1x10° conidios/
mL mediante recuento en camara de Neubauer. Se inocularon 50 uL de la
suspension de conidios y 50 uL del tratamiento en cajas de Petri con medio agar
aguay se incubaron a 25 + 2°C por 16 horas; la germinacién se detuvo con una
gota de azul de lactofenol. Como tratamiento control se sembraron 50 uL de la
suspension de conidios y 50 uL de medio LB estéril en cajas Petri con agar agua.
El experimento contd con tres repeticiones por tratamiento.

Una vez se verificd la normalidad de los datos (Shapiro Wilk, 95%) y la
homogeneidad de varianzas (Prueba de Barlett, 95%) de los mismos, los
resultados se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANAVA) y una
comparacién de medias de Tukey, con un nivel de confianza del 95%, empleando
el programa estadistico Statistix 8.0.

Desarrollo de la formulacion mediante la seleccion del soporte sélido (vehiculo)
mds compatible con el principio activo a base de P. fluorescens Ps006

Se evaluaron tres soportes sélidos denominados S1, S2 y S3 a dos humedades
cada uno (10% y 20%). Para los tratamientos con 10% de humedad se
mezclaron homogéneamente 180 g de cada uno de los soportes sélidos con
25,5 mL del principio activo seleccionado. Posteriormente se dispensaron
muestras de 1 g de soporte inoculado con el principio activo en viales de
vidrio previamente esterilizados, los cuales se sellaron con tapones de caucho
y agrafes metélicos y se almacenaron a temperaturas de 8 + 2°C, 18 + 2°Cy 28
+ 2°C. Para los tratamientos correspondientes al 20% de humedad, se realizé
el mismo procedimiento, cambiando Unicamente la relacion soporte—principio
activo, para lo cual se mezclaron 150 g de soporte con 21,25 mL de caldo de
fermentacion (principio activo) y 21,25 mL de tampén fosfato pH 7,5.

Antes deiniciar el almacenamientoy pasados 1,2 y 3 meses de almacenamiento
se evalué la viabilidad de P. fluorescens Ps006 por el método de recuento en placa
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descrito previamente (resultados expresados en UFC/mL), el pH y la actividad
frente a S. sclerotiorum Sc021 como hongo modelo. La muestra contenida en
cada vial se mezclé con 9 mL de Tween 80 al 0,5% y se agitd para su posterior
homogenizacién. Para la evaluacion de la actividad biocontroladora de cada
tratamiento, muestras de 100 pL de cada uno de los tratamientos reconstituidos
se sembraron en cajas de Petri con medio agar PDA y se colocé, en el centro de
la caja sobre el medio de cultivo, un disco de cinco mm de didmetro de medio
crecido con S. sclerotiorum Sc021. Se utilizaron tres cajas de Petri por cada uno
de los tratamientos. El tratamiento control negativo para la evaluacién de la
inhibicién de crecimiento diametral consistioé en el medio agar PDA sin indculo
bacteriano. Las cajas se incubaron ocho dias a 25 + 2°C y transcurrido dicho
tiempo se determiné el crecimiento diametral como se describié anteriormente.

Antes de mezclar el principio activo con los soportes se evalué su viabilidad y
su actividad bioldgica sobre el crecimiento diametral de S. sclerotiorum Sc021.
Como control negativo se determiné también la actividad de los soportes solos,
mezclados con agua estéril sobre el crecimiento de dicho patégeno. Con los
resultados iniciales y finales se calculé la pérdida de viabilidad y la actividad
biocontroladora, utilizando las siguientes férmulas:

(Viabilidad inicial - Viabilidad final)
Viabilidad inicial

Pérdida de viabilidad (%) =

(% inhibicién inicial del patégeno

- % inhibicion final del patégeno)
Pérdida de actividad (%) = *100

% inhibicién inicial del patégeno

El disefio fue completamente al azar con medidas repetidas en el tiempo. En
cada tiempo de mediciéon se evaluaron dos viales de cada tratamiento por
triplicado. Una vez se verificé la normalidad de los datos (Shapiro Wilk, 95%)
y la homogeneidad de varianzas (Prueba de Barlett, 95%) de los mismos, los
resultados se analizaron mediante un ANAVA y una comparacion de medias de
Tukey, con un nivel de confianza del 95%, empleando el programa estadistico
Statistix 8.0.

Resultados y discusion

Diserio y caracterizacion quimica, biolégica y microbiolégica del principio
activo a base de P. fluorescens Ps006

Los resultados obtenidos al caracterizar los dos posibles principios activos se
presentan en la Tabla 1:
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Tabla 1. Caracteristicas quimicas y microbiolégicas de tres lotes de principios activos a base de
Ps006

g;’ggg”(ﬁ%'%fﬁ 673x10°  BO7XI0° 8930 791x10°  7.3210°
(Caldo de fermentacion
con células pH 8,68 8,65 8,64 8,66 0,020
Peso seco (%) 1,85 1,68 1,59 1,71 0,13
Caldo de fermentacion pH 8,44 8,43 8,46 8,44 0,015
sin células Peso seco (%) 1,51 1,34 1,33 1,40 0,10

En laFigura 1 se observa la actividad biocontroladora in vitro del principio activo
con células y sin células, frente a los cuatro patédgenos evaluados. Se detectaron
diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos en los que se usé el
principio activo con células y en los que se uso el principio activo sin células, con
los cuales no se obtuvo inhibicién de crecimiento diametral en ningln caso, en
comparacién con el caldo de fermentacién con células que causé inhibiciones
de R. solani Rh200, B. cinerea Bc008, S. sclerotiorum Sc021 y F. oxysporum MAP5
del 87,40%, 90,89%, 93,64% y 55,21%, respectivamente.
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Figura 1. Actividad biocontroladora in vitro de dos principios activos a base de Ps006: inhibicion del
crecimiento diametral. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun
la prueba de Tukey (95%).

La actividad antagonica de P fluorescens contra Fusarium sp., Botrytis sp.,

Sclerotinia sp. y Rhizoctonia sp. ya ha sido descrita anteriormente; por ejemplo,
para F. oxysporum se obtuvo un control del 81,21% en condiciones de campo
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(Manikandan et al., 2003), para R. solani se observaron disminuciones de la
intensidad de la enfermedad del 42% (Rabrindran et al, 1996) y del 47,89%
(Commare et al, 2002) en condiciones de invernadero, para Botrytis sp. se
obtuvo una disminucién del crecimiento in vitro del 67,7% (Mikani et al., 2008) y
para S. sclerotiorum una reduccién de la incidencia de la enfermedad del 26,3%
en condiciones de campo (Fernando et al., 2007), lo que demuestra el potencial
que tiene P. fluorescens para emplearse como principio activo de bioplaguicidas
para diferentes patosistemas.

En cuanto a la actividad biocontroladora evaluada como la inhibiciéon de
la germinacién de los conidios de B. cinerea Bc008, el principio activo con
células caus6 una reduccion de la germinacion del 46,10%, valor que fue
significativamente mayor (F=29,1; df=1; P=0,0001) que el obtenido con el
principio activo sin células con un 4,68% de inhibicion (Figura 2). En la Figura
3 se observa que el tubo germinal de los conidios expuestos al principio activo
con células de Ps006 tienen un tamano considerablemente menor que el de
los conidios del tratamiento control y aquellos que se expusieron al principio
activo sin células, evidencidndose también un efecto sobre la extension del
tubo germinal y en consecuencia sobre el crecimiento del micelio.
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Figura 2. Actividad biocontroladora in vitro de dos principios activos a base de Ps006: inhibicion
de la germinacién de B. cinerea Bc008. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias
significativas segun prueba de DMS (95%).

Estos resultados permiten concluir que la actividad antagonista es ejercida por
las células bacterianas y no por el medio de cultivo o los metabolitos excretados
a este durante la fermentacion. Este efecto fue sugerido por Commare y
colaboradores (2002), que atribuyeron la actividad antagénica de formulaciones
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de talco con P. fluorescens como principio activo, a la competencia por espacio,
evidenciandose un control de R. solani del 47,9% en condiciones de invernadero.
En estudios realizados por Valencia y colaboradores (2005) también se concluyé
que la actividad de P. fluorescens ZUMB0 sobre F. oxysporum se debié a la
competencia por nutrientes, al privarlo del hierro disponible en el medio con la
produccién de sideréforos, capacidad antagdnica que se vio favorecida cuando la
bacteria tuvo un tiempo de preexposicién en el medio. Sin embargo, en estudios
realizados por Khanam y colaboradores (2005) se encontré que el 4cido salicilico
que produce P. fluorescens inhibe la formacion de estructuras de infeccion, tales
como el tubo germinal y los apresorios en B. cinerea, lo que sugiere que ademas
del efecto competitivo que ejerce Pseudomonas sp. sobre los patdgenos, existe la
produccién de ciertos metabolitos con actividad antagonica efectiva.

Figura 3. Germinacion de los conidios de B. cinerea Bc008 a las 16 horas de incubacion. A. Tratamiento
control. B. Principio activo sin células. C. Principio activo con células.

Se seleccioné el caldo de fermentacion completo de 48 h de incubacion,
incluyendo la biomasa de P. fluorescens Ps006 como el principio activo para
iniciar el desarrollo del bioplaguicida, debido a que este presenté una mayor
actividad bioldgica frente a los patégenos evaluados, que la obtenida con el
caldo de fermentacién sin células.

Desarrollo de la formulacién mediante la seleccién del soporte sélido (vehiculo)
mds compatible con el principio activo a base de P. fluorescens Ps006

pH:

El pH del sistema con el soporte S1 oscil6 entre 7,83 y 8,99 para las diferentes
humedades y temperaturas de almacenamiento. Para el soporte S2 el pH estuvo
entre 5,70y 7,03, y para el soporte S3 oscil6 entre 8,55 y 9,66. Se evidencié que
el soporte S2 tiene un caracter mas acido que los soportes S1y S3. El pH de los
tratamientos cambi6 significativamente (F=1072; df=23, P<0,0001) a través del
tiempo a las tres temperaturas evaluadas para la mayoria de los tratamientos
(Figura 4). Sin embargo, con el soporte S2 al 20% no se evidencié un cambio
significativo del pH durante los tres meses de almacenamiento.
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pH al tercer mes de almacenamiento
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Figura 4. Cambio del pH de la mezcla del principio activo de Ps006 con soportes sélidos después
de tres meses de almacenamiento a diferentes temperaturas. S1-10%: soporte 1 al 10% de
humedad. S1-20%: soporte 1 al 20% de humedad. S2-10%: soporte 2 al 10% de humedad. S2-
20%: soporte 2 al 20% de humedad. 53-10%: soporte 3 al 10% de humedad. $3-20%: soporte 3 al
20% de humedad. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segun
la prueba de Tukey (95%).

El principio activo mezclado con el soporte S2 al 20% de humedad fue el sistema
que present6 valores de pH mas cercanos a la neutralidad (6,92 - 7,03), lo que
probablemente favorecié la estabilidad del principio activo, considerando
que las bacterias del género Pseudomonas tienen un pH 6ptimo cercano a 7
(Madigan et al., 2009). Adicionalmente, esta caracteristica fue estable durante
los tres meses de almacenamiento, asi como lo fue la viabilidad y la actividad, lo
que podria sugerir que la estabilidad de la biomasa de Ps006 en almacenamiento
se ve influenciada de manera importante por el pH del medio.

Viabilidad

Las viabilidades iniciales del principio activo con el soporte S1 al 10% y al 20%
de humedad, el soporte S2 al 10% y al 20% de humedad y el soporte S3 al 10%
y al 20% de humedad fueron de 1,4x10° UFC/g, 1,6x10° UFC/g, 1,7x10° UFC/g,
2,6x10” UFC/g, 1,3x10° UFC/gy 1,2x10° UFC/g, respectivamente. Después de tres
meses de almacenamiento a una temperatura de 8°C se obtuvo para el soporte
S1-10% una viabilidad de 7,7x10” UFC/g y para S1-20% de 2,3x10® UFC/g. Para el
soporte S2y S3 al 10% de humedad la viabilidad se redujé a 1,0x102UFC/g, para
S$2-20% a 1,4x10” UFC/g y finalmente para el soporte S3-20% la viabilidad final
fue de 5,8 x10°UFC/g (Figura 5).
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Los resultados expresados en UFC/g fueron analizados mediante una prueba
de comparacion de medias de Tukey (95%). Todos los tratamientos presentaron
una disminucién de la viabilidad a través del tiempo de almacenamiento.
Sin embargo, esta reduccién fue estadisticamente significativa (F=23; df=23;
P<0,0001) para los soportes S1y S3 a las dos humedades evaluadas y S2 al
10%, pero no para el soporte S2 al 20%, sugiriendo que a esta temperatura el
principio activo fue mas estable cuando se mezclé con el soporte S2 a la mayor
humedad evaluada.

A 18 % 2°C las viabilidades finales de Ps006 después de tres meses de
almacenamiento fueron para el soporte S1-10% de 1,2x10” UFC/g y de 4,7x10’
UFC/g para S1-20%. Para el soporte S2-10% fue de 1,0x102UFC/g y para S2-20%
de 2,1x10” UFC/g. Finalmente, para el soporte S3-10% fue de 1,0x102UFC/g y de
2,6x10°UFC/g para $3-20%. Tanto a 18 + 2°C como a 8 + 2°C se evidenci6 una
reduccion progresiva y significativa (F=231; df=23; P<0,0001) de la viabilidad
a través del tiempo de almacenamiento con los soportes S1 y S3 en las dos
humedades evaluadas. Nuevamente el principio activo con el soporte S2 fue el
tratamiento mds estable, ya que no present6 diferencias significativas entre la
viabilidad inicial y la obtenida después de tres meses de almacenamiento.

Cuando el almacenamiento se realizé6 a 28 + 2°C se obtuvo una viabilidad
promedio a los tres meses de almacenamiento de 1,6x10°UFC/g para el soporte
S1-10% y de 3,1x10° UFC/g para dicho soporte al 20% de humedad. Para el
soporte S2-10% la viabilidad fue de 1,0x102UFC/g y de 1,0x10” UFC/g para S2-
20% Yy para el soporte S3-10% la viabilidad se redujo a 1,0x102UFC/gy a 1,03x10°
UFC/g para S3-20%. A 28 + 2°C se observd la misma tendencia que en las
temperaturas 8 £ 2°Cy 18 + 2°C, con una disminucién progresiva y significativa
(F=255; df=23; P<0,0001) de la viabilidad a través del tiempo para los soportes
S1y S3 en las dos humedades evaluadas y el soporte S2 a la menor humedad.
El soporte $S2-20% nuevamente fue con el que se obtuvo la mayor estabilidad.

En la Figura 5 se presenta la pérdida total de viabilidad del principio activo
después de tres meses de almacenamiento a las tres temperaturas evaluadas,
donde se observa que para el soporte S1-10% se obtuvieron porcentajes de
pérdida entre el 14% y el 31,9%, y para $S1-20% entre el 9,6% y el 33,2%. Para
el soporte S2-10% a las tres temperaturas se obtuvo una pérdida de viabilidad
del 67,7% y para S2-20% la reduccion de la viabilidad oscil6 entre el 2,3% vy el
9,4%. Finalmente para el soporte 53-10% en las tres temperaturas se obtuvo
una pérdida del 78,1% y para $3-20% de humedad reducciones entre el 25,7%
y el 69,6%.

Con esta variable se evidencia que las humedades del 10% y 20% tuvieron un
efecto en laestabilidad de Ps006, siendo la pérdida de viabilidad con los soportes
S2 y S3 al 10%, significativamente (F=402; df=17; P<0,0001) mayor que para los
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sistemas con el 20% de humedad. Esto puede deberse a que los tratamientos
con el 20% de humedad incluyeron en sus componentes un tampén pH 7,5,
el cual ejerce un control en el estado iénico de la formulacién haciéndolo
menos susceptible a cambios bruscos de pH. Esto posiblemente brindé mayor
estabilidad al principio activo, ya que las fluctuaciones bruscas de pH pueden
afectar la envoltura celular, la morfologia celular y desnaturalizar enzimas.

Con el soporte S1 a las dos humedades y con los soportes S2 y S3 al 20% de
humedad se observé que la pérdida de la viabilidad aumenté a medida que
aumento la temperatura de almacenamiento. Este efecto lo describieron Kinay
y lldis (2008), que evaluaron formulaciones de Pichia guilliermondiiy observaron
que las almacenadas a 4°C fueron mas estables que las almacenadas a 24°C.
Esto podria deberse a que a bajas temperaturas la velocidad de crecimiento
de los microorganismos disminuye y los periodos de latencia se alargan
considerablemente.

Pérdida de viabilidad a los tres meses de almacenamiento
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Figura 5. Pérdida de viabilidad del principio activo de P. fluorescens Ps006 almacenado con los
soportes sélidos durante tres meses. S1-10%: soporte 1 al 10% de humedad. S1-20%: soporte 1 al 20%
de humedad. 52-10%: soporte 2 al 10% de humedad. 52-20%: soporte 2 al 20% de humedad. S3-10%:
soporte 3 al 10% de humedad. S3-20%: soporte 3 al 20% de humedad. Tratamientos con la misma
letra no presentan diferencias significativas segun la prueba de Tukey (95%).

Actividad biocontroladora

Para el soporte S1-10% la actividad se redujo entre el 76,4%y el 97,6%, y para S1-
20% entre el 79,5% y el 100% a las tres temperaturas evaluadas. Respecto a los
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soportes S2 y S3 al 10% de humedad se obtuvo una pérdida total de actividad
después de tres meses de almacenamiento a las tres temperaturas (Figura 6).
Para el soporte S2-20% se presentaron pérdidas del 16,1% al 41,7%. Finalmente,
para el soporte 53-20% a 8 + 2°C se obtuvo una pérdida de actividad antagdnica
del 10,2% a 18 £ 2°C del 13,7% y a 28 + 2°C del 100%.

Se observé que la temperatura no tuvo un efecto significativo sobre la pérdida
dela actividad antagénica para los tres soportes evaluados a las humedades del
10%Yy del 20%, a excepcion del soporte S3-20%, con el que se obtuvo una pérdida
significativamente mayora 28 + 2°Cquea8+2°Cya 18+ 2°C.Lahumedad delos
sistemas tuvo un efecto significativo sobre la actividad antagdnica del principio
activo de Ps006 mezclado y almacenado con los soportes S2 y S3, siendo mas
estables las mezclas con el 20% de humedad. La pérdida de viabilidad del
soporte S2 con una humedad del 20% fue significativamente menor que la del
resto de los tratamientos, resultado coherente con el obtenido para la variable
pérdida de actividad biocontroladora, con la cual fue el tratamiento mas estable.

Resultados similares observaron Wiyono y colaboradores (2008), que reportaron
que formulaciones de P. fluorescens B5 en soportes sélidos como aserrin, tierra
de diatomeas, bentonita, harina de algodén y turba con un contenido de
humedad del 60%, tuvieron mayor actividad antagdnica que aquellas con un
contenido de humedad del 10%.

Pérdida de la actividad biocontroladora a los tres meses de
almacenamiento.
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Figura 6. Pérdida de la actividad biocontroladora del principio activo de P. fluorescens PsO06 almacenado
con soportes sélidos durante tres meses. S1-10%: soporte 1 al 10% de humedad. S1-20%: soporte 1 al 20%
de humedad. S2-10%: soporte 2 al 10% de humedad. $2-20%: soporte 2 al 20% de humedad. S3-10%:
soporte 3 al 10% de humedad. $3-20%: soporte 3 al 20% de humedad. Tratamientos con la misma letra no
presentan diferencias significativas segun la prueba de Tukey (95%).
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Aunque la inhibicién del crecimiento diametral de S. sclerotiorum Sc021 no
fue significativa en ciertos tratamientos, se observé el estrés causado por la
presencia de Ps006 sobre el crecimiento del hongo. Como se evidencia en la
Figura7A, el crecimiento del patédgeno fueirregular, con presencia de estructuras
de resistencia (esclerocios). En la Figura 7B se observa la colonia estresada
que formo estructuras de resistencia muy cerca al punto de inoculacion del
patégeno, después se observa una zona de escaso crecimiento micelial que
llega hasta el borde de la caja Petri y en toda la superficie del medio de cultivo
se puede apreciar el crecimiento de Ps006, como pequenas colonias color
crema. En la Figura 7C se observa un claro efecto inhibitorio en el crecimiento
dela colonia de S. sclerotiorum Sc021, y alrededor de esta se puede evidenciar el
abundante crecimiento de Ps006.

Figura 7. Inhibicion del crecimiento diametral de S. sclerotiorum Sc021 por efecto del
principio activo de Ps006 mezclado con soportes sélidos después de tres meses de
almacenamiento. A. S1-10% a 18°C. B. S2-20% a 8°C. €. 53-20% a 8°C. D. Tratamiento
control (sin inéculo bacteriano).
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Finalmente, en la Figura 7D se presenta el crecimiento en el tratamiento control,
con un completo desarrollo de la colonia sobre toda la superficie del medio
de cultivo hasta el borde de la caja Petri, con una marcada produccién de
estructuras de resistencia en el perimetro de la colonia.

Los resultados del estudio de compatibilidad permitieron seleccionar el
principio activo con células, mezclado con el soporte S2 al 20% de humedad,
como el sistema de entrega base para el desarrollo de un bioplaguicida para el
control de fitopatégenos.
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