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(bacterias y hongos)
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Los bioinsumos agricolas son productos biologicos
elaborados a partir de organismos o sus derivados,
desarrollados para la proteccion de los cultivos y el
medio ambiente (Parada & Mufioz, 2015). Garantizar
la eficacia de los bioinsumos que se comercializan es
un parametro crucial para que los productores los
adopten y para el control de enfermedades tanto en
campo como duarnte la postcosecha. En ese sentido,
el control de calidad hace referencia al conjunto
de acciones destinadas a garantizar la produccion
uniforme de lotes de productos terminados que
satisfagan los parametros de identidad, pureza y
actividad bioldgica (eficacia) establecidos por cada
casa comercial. La evaluacién de la actividad biolo-
gica se logra mediante la elaboraciéon de pruebas
experimentales en laboratorio o invernadero, donde
el disefio, la seleccion y la estandarizacion de proto-
colos son pasos esenciales para asegurar la calidad de
los resultados. A continuacion, se proponen una serie
de metodologias in vitro que pueden ser empleadas
para la evaluacion de la actividad biolégica de dife-
rentes agentes de control seleccionados como princi-
pios activos de bioinsumos y recomendados para el
manejo de hongos o bacterias fitopatogenas.
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Criterios biologicos

Con el fin de lograr una evaluacion acertada y evitar falsos positivos o falsos nega-
tivos, los aspectos relacionados con el microorganismo patégeno, el agente de control
bioldgico y el tipo de formulacién son criterios biologicos que se deben tener en
cuenta al evaluar la efectividad de un bioplaguicida.

Microorganismos patégenos

El planeta tierra abarca alrededor de 10> de especies de microorganismos perte-
necientes a diferentes 6rdenes y con capacidad de vivir en una amplia diversidad
de habitats, incluidos ambientes extremos (Locey & Lennon, 2016). Varios de ellos
estan involucrados en procesos importantes como, por ejemplo, los ciclos biogeoqui-
micos, los procesos de biorremediacion, la produccién de antibiéticos y la produc-
cion de alimentos, entre otros (Caplice & Fitzgerald, 1999; Falkowski et al., 2008;
Harekrushna & Kumar, 2012; Rokem et al., 2007). Sin embargo, varios de ellos son
clasificados como patégenos dado que, para sobrevivir, parasitan o consumen tejidos
vegetales, asunto que constituye uno de los principales problemas para la producciéon
agricola (Cotes, 2018).

Dentro de los diferentes grupos de microorganismos patdgenos, los hongos son
los que causan el mayor nimero de enfermedades, con alrededor de 8.000 espe-
cies reportadas dentro de las que se incluyen: Magnaporthe oryzae, Botrytis cinerea,
varias especies de Puccinia spp., Fusarium spp., Colletotrichum spp. y Rhizoctonia
solani, entre otras (Dean et al., 2012; Ellis et al., 2008). También se reportan microor-
ganismos fitopatogenos del grupo de los Oomycetes, principalmente varias espe-
cies del género Phytophthora spp. Finalmente, también se reportan bacterias como
Pseudomonas syringae, Ralstonia solanacearum, Agrobacterium tumefaciensy varias
especies del género Xanthomonas spp., entre otras (Dean et al., 2012; Kamoun et al,,
2015; Mansfield et al., 2012).

En la tabla 3.1 se relacionan los principales patégenos reportados con mayor preva-
lencia en algunos de los cultivos mas importantes de Colombia durante el afio 2019
(Montes, 2019). En primera instancia, Colletotrichum spp., Phytophthora spp. y
Fusarium sp. son los de mayor incidencia, seguidos de Botrytis sp., Sclerotinia spp.
y, finalmente, Erwinia sp., Oidium sp., Alternaria sp. y Cercospora sp., entre otros.
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Tabla 3.1. Principales patogenos que afectan algunos de los cultivos mas importantes en Colombia en 2019

Patégeno Enfermedad Cultivo Referencia

Pudricion acuosa
Dickeya chrysanthemi  del pseudotalloo  Banano Alarcon & Jiménez (2012)
bacteriosis

Mycosphaerella fijiensis
Morelet var. Difformis

Colletotrichum
gloeosporioides

Sigatoka negra Banano Alarcén & Jiménez (2012)

Antracnosis Aguacate  Granada et al. (2018)

C. gloeosporioides y Citricos:
Colletotrichum. Antracnosis limay Alarcén & Jiménez (2012)
Acutatum naranja
Phytophth Pudricion del

) tog) ; o udrlflon de Pina Aecid & Earth (s. f.)
parasitica corazon

. Fusariosis — o |

Fusarium sp. Pudricin Pina Rios et al. (2019)
Thielaviopsis sp. Pudricion negra  Pifia Rios et al. (2019)

(Continda)
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(Continuacién tabla 3.1)

Patégeno Enfermedad Cultivo Referencia
Asohofrucol & C
Fusarium subglutinans Malformacion Mango ( 2;(; 3;) e orpoica

Tomate de  Cdmara de Comercio de

C. gloeosporioides Antracnosis arbol Bogotd [ccs] (2015)
T

Botrytis cinerea Moho gris , omate de ccB (2015a)
arbol

Alternaria sp. Tizon foliar ",Fomate e ccB (2015a)
arbol

2

hy to.p ithora Damping off Papaya EncuRed (s. f.)
palmivora

C. gloeosporioides Antracosis Papaya EncuRed (s. f.)

Pudricién de 1
Phytophthora cactorum uancion cela Fresa Cano (2013)
corona

Pudricién apical
del fruto Guayaba Castellano et al. (2003)

Colletotrichum sp. Antracnosis Guayaba Leiva et al. (2018)

(Continta)

Dothiorella sp.
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(Continuacién tabla 3.1)

Patégeno Enfermedad ‘ Cultivo ‘ Referencia

Phytophthora infestans leon delluloo ccB (2015b); Tamayo (2001)

C. gloeosporioides Antracnosis Lulo ccB (2015b); Tamayo (2001)

Marchit

F. oxysporum archtes Lulo ccB (2015b); Tamayo (2001)
vascular

C. gloeosporioides Antracnosis Mora Arévalo et al. (2011)

Peronospora sparsa
Berk.

Fuente: Elaboracion propia

Mildeo velloso Mora Arévalo et al. (2011)

Los microorganismos patdgenos se pueden clasificar en cuatro categorias: la primera,
saprofitos obligados, correspondientes a aquellos organismos que solo pueden colo-
nizar y sobrevivir en materia organica muerta o en descomposicion; la segunda,
parasitos obligados, que incluye a todos los microorganismos que solo pueden vivir
en un huésped vivo como, por ejemplo, mildeo polvoso, mildeo velloso, royas, entre
otros; la tercera, parasitos facultativos, los cuales generalmente viven como sapro-
fitos, pero tienen la habilidad de parasitar y causar enfermedad bajo condiciones
favorables como, por ejemplo, Pythium spp. y varias especies de bacterias fitopatd-
genas y, por ultimo, la cuarta, los saprofitos facultativos, que corresponden a aquellos
microorganismos que generalmente viven como parasitos pero tienen la capacidad
de utilizar la materia organica muerta o en descomposicion bajo ciertas condiciones
como, por ejemplo, microorganismos del género Phytophthora spp. y Botrytis spp.
(Ellis et al., 2008).

Los microorganismos patogenos pueden infectar diversos tipos de plantas en dife-
rentes estados de desarrollo. Se pueden clasificar en patégenos foliares, patégenos
del suelo o enddfitos segun el tejido que infectan como, por ejemplo, los que afectan
la filésfera, la rizosfera, tejidos vasculares, semillas, etc. Pueden causar afectaciones
tanto en campo como durante la postcosecha y causar pérdidas econémicas consi-
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derables ademas de la pérdida del alimento en si. Se estima que mas de la mitad de
los alimentos producidos en el mundo se pierden a causa de la dispersion de dichos
patdgenos (Ellis & Boehm, 2008; Cotes, 2018).

Agentes de control biolégico

Como se menciono anteriormente, también existen microorganismos que estan invo-
lucrados en un nimero considerable de procesos benéficos para las plantas hospe-
deras. Gracias a su participacion aumenta la disponibilidad de nutrientes esenciales
para su crecimiento, la produccién de fitohormonas se ve favorecida y la resistencia a
enfermedades también incrementa (Qu et al., 2020). Varios microorganismos bené-
ficos han sido reportados por su capacidad para producir compuestos volatiles y no
volatiles o de desarrollar mecanismos de acciéon que contrarrestan el aumento de
otros microorganismos clasificados como patdgenos (Abd-Elgawad, 2020; Fira et al.,
2018; Junior et al., 2020; Liu et al., 2013). Los microorganismos empleados para tal fin
son denominados agentes de control biolégico y han sido identificados y empleados
para el desarrollo de bioproductos (bioinsumos) que puedan ser integrados dentro
de estrategias de manejo mas amigables con el medio ambiente para disminuir el uso
de productos de sintesis quimica.

En Colombia, hasta diciembre de 2019, se encontraban registrados ante el Instituto
Colombiano Agropecuario (1cA) 326 bioinsumos clasificados en: inoculantes de uso
agricola (96), agentes de control bioldgico de plagas y enfermedades (226) y un bioin-
sumo registrado con los dos modos de accion. Dentro de los principales agentes de
control biolégico empleados se registran varias especies de Bacillus spp., Pseudomona
aureofaciens, Streptomyces racemochromogenes, Burkholderia cepacia y diversas
especies de Trichoderma spp. Los agentes de control bioldgico mencionados estan
recomendados para el control de Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Alternaria
solani, Mycosphaerella fijiensis, Fusarium oxysporum, Phytophthora cinnamomi,
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum acutatum y Pseudomonas syringae,
entre otros (tabla 3.2) (1ca, 2019).



Capitulo Il Control de calidad de bioinsumos recomendados para el manejo de fitopatégenos (bacterias y hongos) 101

Tabla 3.2. Principales agentes de control bioldgico de bioinsumos registrados ante el 1ca hasta di-
ciembre de 2019 para el control de fitopatogenos

Agente de control biolégico Patégeno / Cultivo

Burkholderia cepacia B. cinerea / Pompoén

Reino: Bacteria

Filum: Proteobacteria
Clase: Betaproteobacteria
Orden: Burkholderiales
Familia: Burkholderiaceae
Género: Burkholderia
Especie: B. cepacia complex
(Palleroni & Holmes 1981)
Yabuuchi et al. (1993)

(Continda)
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(Continuacién tabla3.2)

Agente de control biolégico Patogeno / Cultivo
Trichoderma lignorum F. oxysporum / Clavel
Fusarium oxysporum sp. Lycopersici / Tomate
Reino: Hongo R. solani | Arroz

Divisién: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma

Especie: T. lignorum (Tode) Harz
(1871)

Trichoderma koningiopsis F. oxysporum [ Tomate

Reino: Hongo

Division: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma

Especie: T. koningiopsis
Samuels, Sudrez & Evans (2006)

(Continta)
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(Continuacién tabla 3.2)

Agente de

Trichoderma viride R. solani / Pompén, arroz

Phytophthora spp. / Aguacate, tomillo, romero,
Reino: Hongo vainilla, estragon, oregano, café, gulupa,
Division: Ascomycota tomate, uchuva, lulo, tomate de arbol, aji,
Subdivision: Pezizomycotina pimentdn, berenjena
Clase: Sordariomycetes Scleratinia sclerotium | Lechuga
Orden: Hypocreales B. cinerea / Lechuga
Familia: Hypocreaceae Bipolaris oryzae | Arroz
Género: Trichoderma Sarocladium oryzae | Arroz
Especie: T. viride Pers. (1794) Gaeumannomyces graminis | Arroz

Helminthosporium oryzae | Arroz

(Continda)
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(Continuacién tabla 3.2)

Agente de control biolégico Patogeno / Cultivo

Streptomyces racemochromogenes Burkholderia glumae | Arroz
Pseudomonas fuscavaginae | Arroz

Reino: Bacteria

Filum: Actinobacteria

Clase: Actinobacteria

Orden: Actinomycetales

Familia: Streptomycetaceae

Género: Streptomyces

Especie: S. racemochromogenes

Sugai (1956)

Fuente: Elaboraciéon propia

Tipos de formulaciones

La formulacion de los microorganismos es un paso esencial durante el desarrollo de
un bioinsumo viable y efectivo, asi como la producciéon y obtencion de las estructuras
que van a ser empleadas como ingredientes activos (Glare & Moran, 2016). En cuanto
a los bioinsumos registrados ante el 1cA como agentes de control, en su mayoria
corresponden a formulaciones tipo polvo mojable (wp), seguidas de suspensiones
o soluciones concentradas (sc) y concentrado soluble (sL), entre otros (figura 3.1).
Los principales ingredientes activos corresponden a: esporas o conidios, seguidos
de clamidosporas y en menor cantidad células. Es importante tener en cuenta esta
informacion para realizar una adecuada reconstitucion de los bioinsumos y garan-
tizar una mayor recuperacion de dichas estructuras viables.
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= Bacillus subtilis = Burkholderia cepacia = Streptomyces racemochromogenes
Trichoderma asperellum = Trichoderma atroviride = Trichoderma harzianum
= Trichoderma koningii = Trichoderma koningiopsis = Trichoderma lignorum

= Trichoderma viride

SOLUCION CONCENTRADA
(C)

POLVO SOLUBLE (SP) (1|

POLVO MOJABLE (WP) E 2

GRANULOS DISPERSABLES %

GEL EMULSIONABLE (GL) ;

CONCENTRADO SOLUBLE (SL) %

CONCENTRADO
EMULSIONABLE (EC)

Bioinsumos (No.)

Figura 3.1. Principales tipos de formulacion e ingredientes activos de bioinsumos registrados ante el
1cA hasta diciembre de 2019 para el control de fitopatogenos.

Fuente: Elaboracién propia

Criterios para la elaboracion de los controles
de calidad y evaluacion de la eficacia

Saber qué criterios seguir para determinar si un bioinsumo cumple con los requi-
sitos establecidos para la obtencion del registro de productor y su comercializacion
es un paso clave dentro del proceso de evaluacién. A continuacion, se presentan
algunos aspectos que se deben tener en cuenta para llevar a cabo un correcto control
de calidad.

Reconstitucion de los bioproductos

La rehidratacion es un factor critico que se debe tener en cuenta para la evalua-
cion de la eficacia de los bioproductos formulados como polvos mojables, granulos
dispersables o los inmovilizados en matrices poliméricas. El proceso de reconsti-
tucién consta de 4 pasos: humectacion, inmersion, dispersion y disolucién (si es
soluble). Dependiendo de la manera en que se realice la reconstitucion, se garantiza
la viabilidad y reactivacion de las células o estructuras formuladas (Freudig, 1999;
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Morgan et al., 2006; Muller et al., 2010). Adicionalmente, durante este paso también
se deben tener en cuenta dos aspectos importantes, a saber: el vehiculo de hidrata-
ciéon —el cual podria facilitar la reparacion de posibles dafos causados durante la
formulacion, la restauracion de las funciones fisiologicas y garantizar su actividad
biologica— y el efecto de la temperatura, el pH, la osmolaridad, el volumen y el
tiempo de rehidratacion (Carbd et al., 2017; Muller et al., 2010). Dentro de las solu-
ciones empleadas para la rehidratacion de productos se recomiendan las siguientes
(Aguirre et al., 2018; Carb¢ et al., 2017; Morgan et al., 2006):

o Agua destilada

o Solucidn salina 0,9 %

o Glucosa anhidrida

o Leche descremada (100 g/L)
o Tween 80

Segun estudios realizados por Carbd et al. (2017), se sugiere que el tiempo de hidra-
tacion sea de 10 minutos como minimo y de 2 horas como maximo. Sin embargo,
cabe aclarar que el tiempo de hidrataciéon puede aumentar segun el tipo de formula-
cion desarrollada, que puede establecer cada productor mediante procesos de carac-
terizacion del producto.

Caracteristicas y mecanismos de accion de
los agentes de control biolégico

Como se menciond anteriormente en este apartado, para evaluar la actividad biol6-
gica de un bioinsumo sobre un patégeno determinado es necesario tener en cuenta
las caracteristicas de los diferentes tipos de microorganismos: el microorganismo
antagonista, el microorganismo patogeno y las condiciones requeridas para su desa-
rrollo e interaccion. Dado que la mayoria de estas evaluaciones se realizan bajo
condiciones controladas en un laboratorio (in vitro), es indispensable conocer las
caracteristicas macroscdpicas y microscopicas de los microorganismos evaluados en
diferentes medios de cultivo o sustratos empelados para su evaluacion.

Otro pardmetro importante para la correcta evaluacién de los bioinsumos es conocer
los mecanismos de control bioldgico empleados por los agentes de control. Los meca-
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nismos de accion ejercidos por parte del biocontrolador sobre el patogeno de la planta
se dividen en directos e indirectos (figura 3.2). Dentro de los mecanismos directos
encontramos: la competencia por nutrientes y espacio, la produccion de antibiéticos, la
produccién de enzimas liticas, la inactivacion de enzimas producidas por el patégeno
y el parasitismo. Dentro de los mecanismos indirectos se incluyen todos aquellos que
tienen la capacidad de causar un cambio morfolégico o bioquimico en la planta hospe-
dera como, por ejemplo, el desarrollo de tolerancia por parte de la planta hospedera,
la solubilizacién o captura de nutrientes inorganicos o la activacion del sistema de
resistencia inducida (De Almeida et al., 2015; Viterbo et al., 2002).

Interacciones

« Competencia por nutrientes limitados (azicares, hierro)
= Competencia por espacio (colonizacion)

* Formacion de biofilms

« Produccion de antimicrobianos (volatiles y difusibles)

* Micoparasitismo

* Produccion de enzimas

+ Activacion de defensas

- F>

Patogeno Biocontrolador

Figura 3.2. Interacciones entre microorganismos patégenos y agentes biocon-
troladores (mecanismos de accién).

Fuente: Elaboracion propia
Aplicacion de los bioinsumos y microorganismos patégenos

Garantizar que el patégeno esté activo para evaluar la actividad bioldgica de un
biocontrolador es un paso indispensable que se debe garantizar al momento del
realizar el ensayo. El patogeno debe estar activo y debe evidenciar signos o caracte-
risticas tipicas de su crecimiento para su uso. Se debe emplear una dosis de inocu-
lacién que garantice la produccion de la enfermedad como, por ejemplo, cuando la
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evaluacion se realiza sobre frutos. La aplicacion del bioinsumo y del patégeno se
puede realizar de las siguientes maneras:

o Aspersion: la inoculacién por aspersion consiste, como su nombre lo indica, en
rociar el ingrediente activo (conidios o células) de manera homogénea sobre el
sustrato empleado para la evaluacion; ya sea en el medio de cultivo o en los frutos.
Se debe tener en cuenta el volumen a inocular, la concentracién final del inéculo
y verificar que la totalidad de la superficie donde se va a realizar la evaluacion
quede cubierta con la muestra.

o Inoculacion por gota: para que sea mas precisa, la inoculacion por gota se puede
realizar mediante una micropipeta. En su defecto, se puede emplear una pipeta
Pasteur. Al igual que con la inoculacién por aspersion, se debe tener en cuenta el
volumen, la concentracion y que la gota no se vaya a regar o expandir.

o Inmersion: la mayoria de los ensayos in vivo emplean frutos para determinar la
actividad antagénica de un biocontrolador. En estos casos la inoculacion del pato-
geno o el biocontrolador se realiza mediante la inmersién de los frutos durante
unos segundos en la suspension realizada del patdgeno o en la suspension recons-
tituida del bioproducto. Una vez se deja secar la muestra sobre el fruto se incuban
a las condiciones respectivas.

Parametros de evaluacion de la actividad biolégica

La capacidad de un patdgeno para desarrollar la enfermedad depende de la cepa
empleada; las condiciones del cultivo; la edad del cultivo; las dosis seleccionada o
recomendada; el sustrato de evaluacidn; la uniformidad de la forma de inoculacion
y las condiciones ambientales como humedad, pH, temperatura, entre otras (French,
1982). La separacion de los propagulos o células patogénicas a partir de un medio
solido se puede realizar mecdnicamente a partir del crecimiento superficial. Para el
caso de los hongos, si se requieren solo los conidios, se puede pasar la suspension del
patdgeno a través de muselina estéril para retener partes de micelio y dejar pasar solo
los conidios. Posteriormente, la concentraciéon de conidios (ya filtrados) se ajusta
por recuento en camara de Neubauer en un microscopio éptico (objetivo 40x). En
muchas ocasiones, para el caso de células bacterianas, se puede ajustar la suspen-
sion empleando una escala de referencia de McFarland o haciendo una lectura de la
absorbancia en unalongitud de onda de recomendada (segun el tamafio del microor-
ganismo) (Tan et al., 2013).
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En las evaluaciones que implican el uso de un patosistema (frutos, hojas, tallos o
pétalos), es indispensable saber como diagnosticar y distinguir adecuadamente un
signo de un sintoma, asi como entre incidencia y severidad. Los signos indican enfer-
medad por observacion directa de un patdgeno o sus partes (hifa, conidio, cuerpos
fructiferos, entre otros), mientras que los sintomas indican enfermedad por reaccion
del huésped, que se evidencia por la coloracién anormal de los tejidos o por pudri-
cion (Ellis & Boehm, 2008).

En cuanto a la incidencia y severidad; la incidencia hace referencia a la proporcion
o nimero de unidades de una muestra u otra poblaciéon definida (plantas, frutos,
hojas) en las que esta presente una plaga o fitopatégeno (Convencion Internacional
de Proteccién Fitosanitaria [cIPF], 2016). En la mayoria de las evaluaciones la inci-
dencia es expresada como un porcentaje del total del nimero de muestras infectadas,
por lo cual es una variable mucho mas facil y rdpida de medir comparada con la
severidad. Por otro lado, la severidad es un término utilizado para caracterizar el
impacto que tiene el proceso de la enfermedad sobre los tejidos de un individuo
(fruto u hoja, por ejemplo). En otras palabras, la severidad hace referencia al drea
o volumen de tejido afectado y se determina empelando escalas de clasificacion del
avance de la enfermedad (Seem, 1984).

Aceptacion o rechazo de bioinsumo

Si tras una evaluacién bajo las indicaciones descritas por la casa comercial o las
metodologias estandarizadas por el laboratorio encargado el bioinsumo no cumple
con las especificaciones establecidas, el producto se debe rechazar. En caso de existir
discrepancias, se debe repetir el ensayo con las muestras reservadas para tal fin
(contramuestras).

Material de referencia

Las cepas de referencia son microorganismos viables obtenidos de una coleccion
nacional o internacional. Si las cepas control corresponden a aislamientos propios
del investigador, estas deben estar caracterizadas morfoldgicamente, por pruebas
bioquimicas y debidamente identificadas molecularmente. La conservacion de estos
microorganismos debe garantizar su pureza y estabilidad microbiologica porque
son los que se emplean como tratamientos control o de contraste en los ensayos de
eficacia. Es indispensable que las cepas empleadas como cepas control cuenten con
el certificado de procedencia e identidad.
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Metodologias

La evaluaciéon de la actividad antagonica de un microorganismo empleado como
ingrediente activo de un bioinsumo tiene como fin proporcionar informacion
confiable acerca de su eficacia. En consecuencia, la eleccion de un método de ensayo
adecuado es crucial, asi como la seleccion de los materiales, los medios de cultivo, el
tipo de ensayo, las variables a evaluar y las condiciones ambientales del area donde
se va a realizar el ensayo. Se recomienda que la seleccion del método de evaluacién y
el analisis estadistico se realice segun el microorganismo en estudio.

Para la evaluacion de la actividad antagoénica se pueden emplear métodos nacionales
o internacionales normalizados o métodos internos desarrollados y estandarizados
por el laboratorio. Estos deben garantizar resultados confiables en cuanto a equiva-
lencia (unidades de medicion) y trazabilidad.

A continuacién se describen 13 metodologias —en su mayoria tomadas de biblio-
grafia especializada— que se pueden emplear como modelo para la estandariza-
cion de protocolos de evaluacion de la actividad antagonica de diferentes agentes
de control biolégico (bacterias y hongos). Las metodologias descritas a continua-
cion, se seleccionaron para que puedan ser llevadas a cabo bajo condiciones in vitro;
haciendo uso de cajas de Petri, tubos de ensayo o montaje de patosistemas de evalua-
cion, seleccionando frutos susceptibles (todos bajo condiciones controladas).

Metodologia I
Patogeno modelo: Colletotrichum gloeosporioides

Biocontrolador: Levadura (ej: Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula glutinis,
Pichia onichys)

Técnica: Enfrentamiento

Se inocula un volumen de 0,5 ml del bioproducto reconstituido en agua y ajustado
a una concentracion de 1 x 107 células/ml de la levadura en el centro de una caja
de Petri que contiene un medio de papa dextrosa agar ppa. Se homogeneiza sobre
la superficie del medio con ayuda de un rastrillo estéril. La muestra se deja secar
durante aproximadamente 1 hora dentro de una cabina de flujo laminar. El patégeno
C. gloeosporioides se inocula en el centro de la caja de Petri, para lo cual se toman
0,5 ml de la suspensidn ajustada a una concentracién de 1 x 10° esporas/ml. Las
cajas se incuban a 25 + 1 °C durante 8 dias, periodo después del cual se toman dos
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medidas perpendiculares del didmetro de la colonia, las cuales se promedian para
determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento diametral mediante la ecua-
cion 3.1 (figura 3.3) (Aguirre et al., 2019).

Figura 3.3. Medidas perpendiculares del didmetro de la colonia. a. Enfrentamiento entre el agente bio-
controlador y el fitopatégeno; b. Crecimiento del fitopatdgeno sin presencia del agente biocontrolador.

Fuente: Elaboracion propia

Inhibicion(%) = (M)xloo

DCP

Ecuacion 3.1. Inhibicion de crecimiento diametral (%). Elaboracién propia.
Donde:
DCP: Diametro de la colonia del testigo patégeno (mm)

DCE: Diametro de la colonia del ensayo (mm)

El disefio experimental es completamente al azar. Se debe contar con un trata-
miento control que consiste en la inoculacion del patégeno sin presencia del biopro-
ducto (levadura) y la inoculacién del bioproducto sin inoculacién del patégeno C.
gloeosporioides.

Metodologia IT

Patégeno modelo: Thielaviopsis sp.
Biocontrolador: Trichoderma asperellum
Técnica: Enfrenamiento en suelo

Para evaluar la eficacia de un bioproducto formulado a base de un hongo como
Trichoderma spp., se puede emplear la metodologia descrita por Wijesinghe et al.



112 Plaguicidas microbianos: control y aseguramiento de calidad

(2011). Parala evaluacion se emplean tubos de ensayo estériles de 25 mm de didmetro
por 145 mm de longitud y suelo previamente tamizado a través de una malla de 25
cm?, seco y con un pH ajustado a 4,6 (el pH puede variar seguin el patogeno a evaluar
y el cultivo al cual va dirigido el producto). Una muestra de 20 g de suelo se introduce
dentro de cada tubo de ensayo y se esteriliza por 2 horas seguidas a 15 psiy 120 °C.
Finalizado el proceso, el suelo se deja secar a temperatura ambiente.

Para la evaluacidn de la eficacia, el suelo estéril debe ser inoculado con 2 ml de una
suspension de 1 x 10° conidios/ml de Thielaviopsis sp., que se incuban durante 7
diasa 28 °C £ 1 °C. Se debe verificar la presencia del patdgeno en el suelo inoculado
mediante la seleccién de algunos tubos al azar, la evaluacion de la viabilidad y la
determinacion de la concentracién mediante la técnica de recuento en placa. Una vez
confirmada la presencia del patégeno en el suelo, se adicionan a cada tubo del expe-
rimento 10 ml del bioproducto reconstituido siguiendo las indicaciones del fabri-
cante; al final debe verificarse la concentracion final del principio activo. Los tubos
inoculados se incuban durante 8 semanas a temperatura ambiente (19 °C a 20 °C) y
una vez por semana (cada 8 dias) se deben adicionar 5 ml de agua destilada estéril
a cada uno de los tubos bajo condiciones de esterilidad para mantener la humedad
del suelo. La eficacia del producto debe ser evaluada cada semana y expresada como
disminucién de las urc del patdgeno.

El ensayo debe contar con un control absoluto (suelo inoculado solo con agua), un
control del patégeno (suelo inoculado con el patégeno y con 10 ml de agua estéril)
y un control del biocontrolador (suelo inoculado solo con el bioproducto, se debe
mantener la proporcion de los voliumenes finales).

El disefio experimental es completamente al azar. La unidad experimental constara
de un tubo con 3 réplicas y todo el ensayo se repetira 3 veces en el tiempo.

Metodologia III
Patégeno modelo: Ralstonia solanacearum

Biocontrolador: Bacillus spp. o Pseudomonas spp.

Técnica: Spot Test
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No son muchas las metodologias empleadas para la evaluacion de la eficacia de
productos a base de bacterias bajo condiciones in vitro. Sin embargo, a continuacién
se proponen dos metodologias de Spot Test para determinar la eficacia de los bioin-
sumos frente a patdgenos como, por ejemplo, R. solanacearum u otros (Ge et al.,
2017; Ryan et al., 2004; Tan et al., 2013).

En la metodologia descrita por Tan et al. (2013), la evaluacion se realiza en un medio
de agar Luria Bertani (LB) y King B (xB). El bioinsumo, cuyo principio activo es
una bacteria, se debe reconstituir siguiendo la metodologia descrita por el fabri-
600:1’0)
empleando una escala de McFarland o un espectrofotometro (600 — 630 nm).

cante; asimismo, el bionsumo se debe ajustar a una concentracion de 1,0 (OD

A partir de la muestra reconstituida, se inoculan 2 pl en el centro de las cajas de
Petri que contengan el agar (LB y kB). Las cajas inoculadas con el biocontrolador se
incuban durante 36 horas a 30 °C + 2 °C. Finalizado el periodo de incubacion, se
debe evidenciar el crecimiento caracteristico de la bacteria a evaluar sobre las cajas
de Petri. Posteriormente, bajo condiciones de esterilidad se adicionan 2 ml de una
suspension de 1 x 10° células/ml del patégeno, que en este caso corresponde a R.
solanacearum. Las cajas inoculadas se dejan secar y se incuban nuevamente durante
48 horas a 30 °C £ 1 °C (figura 3.4).

El ensayo debe contar con un control patégeno (el cual corresponde a las cajas inocu-
ladas solo con la suspension de R. solanacearum sin presencia del agente biocon-
trolador) y un control positivo (que corresponde a las cajas inoculadas solo con el
bioinsumo). Mediante un calibrador digital, la actividad antimicrobiana se deter-
mina midiendo el halo de inhibiciéon (mm) formado alrededor de la colonia del
agente biocontrolador. La unidad experimental del ensayo corresponde a una caja
de Petri. Debe contar con 3 réplicas por tratamiento y 3 repeticiones en el tiempo.
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Enfrentamiento
spot test

2, Adicion de 2 mL de una suspension
del patégeno ajustado a una
concentracion de 1 x 108 células/mL

Figura 3.4. Técnica de enfrentamiento entre el agente biocontrolador y la bacteria fito-
patdgena.

Fuente: Elaboracion propia

Otra metodologia propuesta para evaluar la eficacia del principio activo de un bioin-
sumo a base de bacterias es la descrita por Ge et al. (2017), con algunas modifica-
ciones. Al igual que en las metodologias anteriores, el producto debe reconstituirse
siguiendo las especificaciones de la casa comercial. Para este caso, se toman 10 pl del
bioinsumo reconstituido y se inoculan en el centro de una caja de Petri con agar LB.
Las cajas inoculadas se incuban durante 24 horas a 30 °C. Finalizado el periodo de
incubacion se debe verificar el crecimiento caracteristico del agente biocontrolador
y, bajo condiciones de esterilidad, se debe adicionar una suspension del patéogeno
ajustado a una concentracion de 1 x 10* células/ml (menor concentracién en compa-
racion con la metodologia anterior). Las cajas se incuban nuevamente durante 24
horas a 30 °C £ 1 °C. El efecto antagonista se determina midiendo el halo de inhi-
bicién formado alrededor de la colonia del agente biocontrolador con ayuda de un
calibrador digital (figura 3.5).
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Enfrentamiento spot test

Figura 3.5. Medicién del halo de inhibicién causado por el enfrentamiento
del agente biocontrolador y la bacteria fitopatdgena. Se pueden tomar dos me-
didas perpendiculares y promediarlas.

FLIC]’I(L’Z Elabomcu’)n pl'()Plil

La unidad experimental es una caja de Petri. El ensayo cuenta con 3 réplicas y se
realiza 3 veces en el tiempo. Como testigo patdgeno se inocula R. solanacearum sin
presencia del biocontrolador. Como control positivo se inocula el biocontrolador sin
presencia del patdgeno.

En la metodologia descrita por Ryan et al. (2004) se propone una modificacién en
la forma de inocular el microorganismo patdgeno. Una vez se haya reconstituido el
bioinsumo, 10 ul de la muestra se inoculan en el centro de una caja de Petri con Agar
LB. Las cajas inoculadas se deben incubar durante 24 o 48 horas (segtn el agente
biocontrolador) a 30 °C + 1 °C. Posteriormente, y a diferencia de las metodologias
descritas anteriormente en este apartado, se deben adicionar sobre el medio LB 15 ml
de agar agua semisolido (aAss) de manera tal que cubra la totalidad de la superficie.
Una vez se haya gelificado el aass, se inocula el patégeno sobre toda la superficie
del medio mediante la aspersion de una suspension de 1 x 10° células por ml. Las
cajas se incuban nuevamente durante 24 o 48 horas (segtn corresponda) a 30 °C *
1 °C. Finalizado el periodo de incubacidn, se debe determinar el efecto antagonista
midiendo el halo de inhibicién formado alrededor de la colonia del agente biocon-
trolador. El patégeno también se puede inocular mediante el ajuste de la concentra-
cién de manera directa en el AASs para, posteriormente, adicionarlo sobre el medio
LB inoculado con el biocontrolador.
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El disefio experimental es completamente al azar. La unidad experimental es una
caja de Petri. El ensayo debe contar con 3 réplicas y realizarse 3 veces en el tiempo.
Igualmente, se debe contar con controles que validen el crecimiento del microorga-
nismo patogeno, asi como el del agente biocontrolador.

Foro: Liz Alejandra Uribe

Figura 3.6. Halo de inhibicion causado por el enfrentamiento entre el agente
biocontrolador y la bacteria fitopatégena inoculada mediante la adicion de
agar semisolido.

Metodologia IV

Patiogeno modelo: Ralstonia solanacearum
Biocontrolador: Pseudomonas aeruginosa
Técnica: Difusion en agar

La metodologia de difusiéon en agar también puede ser empleada para la evalua-
cion de la actividad biolégica de un agente de control bioldgico. En la metodologia
descrita por Lemessa & Zeller (2007), 100 pl de la suspension del patégeno, que en
este caso es R. solanacearum ajustado a 1 x 10® células/ml, se aplican sobre la super-
ficie del medio de cultivo LB. Una vez la muestra esté seca, se abren 4 pozos de 9 mm
cada uno sobre la superficie del medio evitando llegar hasta el fondo (se puede servir
una capa de medio que sirva como base). En cada pozo se adicionan 30 pl del bioin-
sumo reconstituido. Las cajas inoculadas se incubadan durante 48 horas a 28 °C.
La actividad antimicrobiana se evalua midiendo los halos de inhibicién formados
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alrededor de las colonias del agente biocontrolador empleando un calibrador digital
(Lemessa & Zeller, 2007).

El disefio experimental es completamente al azar. La unidad experimental es una
caja de Petri. El ensayo debe contar con 3 réplicas y realizarse 3 veces en el tiempo.
Como testigo patogeno se debe inocular R. solanacearum sin presencia del biocon-
trolador. Como control positivo se debe inocular el biocontrolador sin presencia del
patogeno.

Metodologia V
Patégeno modelo: Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum
Biocontrolador: Pseudomonas aeruginosa

Técnica: Inhibicion del crecimiento micelial mediante la determinacion de peso
seco (g)

Con la siguiente metodologia se puede evaluar la eficacia de un bioinsumo a base
de bacterias para inhibir el crecimiento de un patégeno como Fusarium spp. En
este caso, en la metodologia descrita por Trivedi et al. (2008), se emplea la técnica
de enfrentamiento y la eficacia se determina mediante la capacidad de la bacteria de
inhibir el crecimiento del patégeno, tomando la medida del peso seco (g) después de
un proceso de fermentacion en medio liquido. Para esto, se realiza la reconstitucion
del bioinsumo siguiendo las recomendaciones de la casa comercial y se ajusta a la
concentracion recomendada. Erlenmeyers de 250 ml que contienen 50 ml de pPpa
(o el medio recomendado) son inoculados con 1 ml del bioproducto reconstituido
(ajustado a la concentracion a evaluar) y un disco de agar de ppA de 5 mm con el
patdgeno crecido. Los Erlenmeyer inoculados son incubados durante 72 horas a 28
°C con agitacién continua de 80 rpm. Finalizado el periodo de incubacion, el caldo
fermentado se pasa a través de papel filtro (No. 1 figura 3.3). Cada papel filtro es
secado durante 24 horas a 70 °C y, posteriormente, se toma el dato del peso (g) en
una balanza analitica. El porcentaje de inhibicién del crecimiento del patégeno se
determina empleando la ecuacién 3.2.

Inhibicion(%) = ( (1= Z;)li(;g ~ ) ]xlOO

Ecuacion 3.2. Inhibicion (%) para la metodologia de crecimiento
micelial por peso seco (Trivedi et al., 2008).
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Donde:

W1: Peso seco (g) de tratamientos testigo patogeno

W2: Peso seco (g) del tratamiento inoculado con bacterias
Wec: Peso seco (g) del testigo (agua estéril)

El disefio experimental es completamente al azar. La unidad experimental consiste
en un Erlenmeyer que contiene 50 ml de ppA. El ensayo debe contar con 3 réplicas
y debe realizarse 3 veces en el tiempo. Como testigo patégeno se debe inocular
Fusarium spp. (W1) sin presencia del biocontrolador. Como control positivo se debe
inocular el biocontrolador sin presencia del patégeno (para verificar viabilidad).
Como testigo absoluto (Wc) se debe emplear agua destilada estéril (sin inocular).

Fotos: Liz Alejandra Uribe Guriérrez

Figura 3.7. Inhibicion del crecimiento micelial mediante la determinacion
de peso seco (g). a. Filtracion del medio de fermentacion a través de papel
Whatman No. 1; b. Obtencién de biomasa humeda.

Metodologia VI

Patogeno modelo: Geotrichum sp. — M. fructicola

Biocontrolador: Metschnikowia citriensis — Pichia membranaefaciens - Kloeckera
apiculata

Técnica: Enfrentamiento
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Para evaluar la eficacia bajo condiciones in vitro de un bioinsumo cuyo ingrediente
activo sea una levadura, se pueden emplear las metodologias descritas por Wang
et al. (2020) y Zhang et al. (2017). Se debe realizar la reconstitucion del bioinsumo
siguiendo las metodologias descritas por la casa comercial y ajustando la concentra-
cion finala 1 x 10° células/ml. Un volumen de 100 ul de la suspensién de levaduras es
asperjado sobre la superficie del medio PDA. La muestra se deja secar durante 1 hora
Yy, posteriormente, un disco de agar de 5 mm de didmetro que evidencie crecimiento
micelial del patégeno se ubica en el centro de la caja. Se debe tener en cuenta que el
lado que evidencie el crecimiento debe quedar en contacto con el medio de cultivo.
Las cajas inoculadas se incuban durante 10 dias a 25 °C o 28 °C (seguin el patégeno
a evaluar) y cada dos dias se toman dos medidas perpendiculares del diametro de la
colonia. Las dos medidas se promedian y se determina el dato de crecimiento radial
en el tiempo (mm/dias). El porcentaje de inhibicion del crecimiento diametral se
determina empleando la ecuacion 3.1.

El disefio experimental es completamente al azar. La unidad experimental es una caja
de Petri con Agar ppA. El ensayo debe contar con 3 réplicas y realizarse 3 veces en el
tiempo. Como testigo patogeno se inocula Geotrichum sp. en medio PDA asperjado
con agua destilada estéril (sin presencia del agente biocontrolador). Como control
positivo se inocula el biocontrolador sin presencia del patégeno.

Metodologia VII

Patégeno modelo: Monilinia fructicola

Biocontrolador: Pichia membranaefaciens — Kloeckera apiculata
Técnica: Inhibicion de la germinacion

Zhang et al. (2017) describe una metodologia con modificaciones (Ren et al., 2012)
que permite determinar la eficacia de un bioinsumo a base de una levadura para
inhibir la germinacién de un microorganismo patégeno como, por ejemplo, M. fruc-
ticola. Para esto, se debe realizar la reconstitucion del bioinsumo siguiendo las meto-
dologias descritas por la casa comercial y se debe ajustar a la concentracion indicada.
Un volumen de 1 ml de la suspension debe ser inoculado en un Erlenmeyer de 50
ml que contenga 8 ml de caldo papa dextrosa (PDB). Asimismo, un volumen de 1
ml de la suspension del patégeno ajustado a 5 x 10° conidios/ml debe ser inoculado
en el medio que contenga la levadura. Los Erlenmeyer inoculados deben ser incu-
bados durante 72 horas a 25 °C = 1 °C a 80 rpm y cada 24 horas se debe realizar el
recuento de 100 conidios germinados y no germinados (por campo 6ptico) mediante
un microscopio 6ptico con el objetivo 40x.
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El disefio experimental es completamente al azar. La unidad experimental corres-
ponde a un Erlenmeyer que contiene 50 ml de ppB. El ensayo debe contar con 3
réplicas y realizarse 3 veces en el tiempo. Como testigo patdgeno se inocula Monilia
sp. en medio PDA (sin presencia del agente biocontrolador). Como control positivo se
inocula el biocontrolador sin presencia del patogeno.

La eficacia del producto para inhibir la germinaciéon del patégeno se determinara

comparando el porcentaje de germinacion obtenido en el testigo patdgeno con el
obtenido en el tratamiento empleando las ecuaciones 3.3 y 3.4 (Ren et al., 2012):

Conidios germinados

Germinacion (%) = ( )xlOO %

Conidios germinados + Conidios no germinados

Ecuacion 3.3. Germinacion (%) de conidios de hongos filamentosos.

o/)_ [
Inhibicién(%) = (%(S)T(A’))xmo
o

Ecuacion 3.4. Germinacion (%) de conidios de hongos filamentosos.

Donde:

GTP (%): Germinacion en el tratamiento del testigo patogeno (%)
GTC (%): Germinacion en el tratamiento (%)

Metodologia VIII
Patégeno modelo: Sclerotinia sclerotiorium

Biocontrolador: Trichoderma koningiopsis, Trichoderma harzianum vy
Trichoderma asperellum

Técnica: Antagonismo

Para determinar la actividad biocontroladora de agentes microbianos a base de T.
koningiopsis, T. harzianum y T. asperellum sobre S. sclerotiorium en condiciones
in vitro, se describe la siguiente metodologia estandarizada por el Laboratorio de
Control de Calidad de Bioinsumos de AGROsAvVIA. La metodologia se fundamenta
en la infeccion de esclerocios de S. sclerotiorum para evaluar el efecto biocontrolador
a través del micoparasitismo interno y externo de las estructuras del patégeno. Al
igual que en los procedimientos descritos en este apartado, todo el procedimiento se
realiza bajo condiciones de esterilidad.
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Previo al montaje, se debe cultivar el patéogeno para la obtencion de esclerocios
mediante la inoculacién de bandejas que contienen cebada estéril. Después de 10
a 15 dias de incubacién a 25 °C + 1 °C se cosechan los esclerocios y se desinfectan
con alcohol al 70 % durante 1 minuto seguido de dos lavados sucesivos con agua
destilada estéril y, posteriormente, con hipoclorito de sodio al 2 % durante 20
segundos, seguido de tres lavados sucesivos con agua destilada estéril. Finalmente,
los esclerocios se dejan secar sobre toallas de papel y se dejan listos para su uso.
Simultdneamente, se humedece suelo previamente tamizado a capacidad de campo
y se distribuye en cajas de Petri con 35 g en cada una sin compactar el suelo. Las
cajas con suelo deben ser esterilizadas a una temperatura de 121 °Cy 20 psi durante
15 minutos y, posteriormente, se debe verificar que la humedad del suelo estéril se
encuentre entre el 15 % y el 40 % mediante una balanza de humedad.

Para la evaluacion antagénica del agente biocontrolador se reconstituye el producto
siguiendo las indicaciones de la casa comercial y se ajusta a la concentracién reco-
mendada. Un total de 5 esclerocios se ubican sobre el suelo estéril de manera equi-
distante con ayuda de una pinza. Sobre cada esclerocio se adicionan 550 pl de la
suspension del agente microbial y se le coloca la tapa a la caja de Petri. Las cajas se
almacenan durante 8 dias a 21 °C * 1 °C y finalizado el periodo de incubacién se
determina el nimero de esclerocios parasitados.

Para validar que los esclerocios hayan sido parasitados por el agente bioldgico, se
determina la viabilidad de los esclerocios del tratamiento control (sin inocular) y los
inoculados con el bioinsumo. Para esto, se toman los esclerocios de cada réplica (tres
por tratamiento), se desinfectan de la manera descrita anteriormente y se ubican
sobre agar agua de manera equidistante. Las cajas con los esclerocios se incuban
durante 8 dias a 25 °C + 1 °C. Finalmente, con ayuda de un estereoscopio se observa
el micoparasitismo producido por el agente biocontrolador y se determina el porcen-
taje de parasitismo empleando la siguiente ecuacion:

Parasitismo(%) = (%)xlOO
Ecuacion 3.5. Célculo de parasitismo expresado en porcentaje (%) (AGROSAVIA, 2019a).

Donde:
a: es el numero de esclerocios parasitados por la réplica.

b: es el nimero total de esclerocios por réplica.
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El disefio experimental es completamente al azar. La unidad experimental es una
caja de Petri que contiene suelo. El ensayo debe contar con 3 réplicas y realizarse 3
veces en el tiempo. El testigo patégeno corresponde a los esclerocios desinfectados
pero sin inocular con el bioinsumo. Como control positivo se inocula el biocontro-
lador con una cepa de referencia.

Metodologia IX

Patdégeno modelo: Fusarium oxysporum
Biocontrolador: Bacillus amyloliquefaciens
Técnica: Antagonismo

La siguiente metodologia permite determinar la actividad biocontroladora de un
bioinsumo a base de bacterias como B. amyloliquefaciens para el control de hongos
patégenos como Fusarium spp. El bioinsumo debe reconstituirse siguiendo las indi-
caciones de la casa comercial y ajustarse a la concentracién deseada. Posteriormente,
un volumen de 100 pl de la muestra se inocula sobre medio PpA y con ayuda de un
rastrillo estéril, la muestra se distribuye sobre toda la superficie del medio y se deja
secar bajo condiciones de esterilidad. Un disco de agar de 5 mm o 6 mm con creci-
miento del hongo de 8 a 10 dias de edad se ubica en el centro de la caja. Las cajas
inoculadas se incuban durante 7 a 10 dias a 25 °C + 1 °C y finalizado el periodo de
incubacion, se toman dos medidas del didmetro de la colonia perpendicularmente
con ayuda de un calibrador digital. Para calcular el porcentaje de inhibicion se
emplea la ecuacion 3.6.

Inhibicion(%) = (A;AB)xwo

Ecuacion 3.6. Calculo de inhibicidon expresado en porcentaje (%)

Donde:
A es el promedio del crecimiento del tratamiento del testigo patogeno.

B es el promedio de crecimiento del patégeno en interaccion con el agente bio-
controlador.

El disefio experimental es completamente al azar. La unidad experimental es una
caja de Petri con agar papa dextrosa. El ensayo debe contar con 3 réplicas y debe
realizarse 3 veces en el tiempo. El testigo patégeno corresponde a la inoculacién solo
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del microorganismo patogeno sin inocular con el bioinsumo. Como control positivo
se inocula el biocontrolador con una cepa de referencia.

Metodologia X

Patogeno: Colletotrichum gloeosporioides
Biocontrolador: Meyerozyma caribbica
Patosistema: Frutos de mango

Para evaluar la eficacia de bioproductos a base de levaduras, se puede emplear la
metodologia descrita por Aguirre et al. (2018). Para la evaluacion in vivo se emplean
mangos sanos de tamafio y grado de madurez similar (pulpa firme y cdscara verde
con superficie amarilla). Los mangos deben desinfectarse durante 2 minutos sumer-
giéndolos en una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1,5 %. Posteriormente,
se lavan con agua estéril, se retiran residuos de hipoclorito de la superficie de la
fruta y se dejan secar a temperatura ambiente. Una vez secos, a cada mango se le
realizan dos heridas de 2,5 mm de profundidad y 3 mm de ancho con ayuda de un
instrumento cortopunzante estéril. Los frutos con heridas son sumergidos durante
10 minutos en el bioproducto reconstituido en agua destilada estéril y se ajusta a la
concentracion recomendada por la casa comercial.

Los mangos del tratamiento control son sumergidos inicamente en agua estéril.
Todos los mangos se dejan secar durante una hora y, posteriormente, son inoculados
adicionado 25 pl de una suspension de C. gloeosporioides en cada herida.

Los mangos inoculados son almacenados durante 15 dias dentro de camaras
himedas a 25 °C + 1 °C y 80 % de humedad. Cada 3 dias de se mide la incidencia
y severidad de la enfermedad. Para dicho fin se toma la medida del diametro de la
colonia y se define utilizando la ecuacion 3.7.

Incidenciadela enfermedad (%) = ( No.de frutos con signos y sintomas )xl 00

Total de frutos evaluados

Ecuacion 3.7. Incidencia de C. gloeosporioides. (Aguirre et al., 2018).

El disefio experimental es completamente al azar. La unidad experimental es 1
mango con 10 réplicas (10 mangos) y 3 repeticiones en el tiempo. Los tratamientos
para evaluar deben incluir: primero, los mangos inoculados con el bioproducto y el
patogeno; segundo, los mangos inoculados con el patdégeno unicamente; tercero, los



124 Plaguicidas microbianos: control y aseguramiento de calidad

mangos inoculados solo con agua destilada (testigo) y cuarto, los mangos tratados
solo con el bioproducto. Si se cuenta con la cepa de referencia se podria incluir en el
disefo experimental.

Metodologia XI

Patdgeno: Penicillium digitatum

Biocontrolador: Pichia guilliermondii y Candida oleophila
Patosistema: Frutos de naranja o limon

Otros procedimientos que permiten evaluar la eficacia de bioproductos a base de
levaduras son los descritos por De Corato et al. (2018) y Wang et al. (2020). Estos
consisten en seleccionar frutos sanos de tamafio y madurez similar (preferiblemente
no tratados con fungicidas). Los frutos seleccionados deben ser lavados con agua de
la llave para retirar la suciedad o los residuos de agroquimicos (si han sido tratados).
Los frutos se desinfectan sumergiéndolos en una solucién de hipoclorito de sodio
(NaClO) ajustado al 0,3 % durante 3 minutos, seguido de tres lavados sucesivos con
agua estéril y se dejan secar a temperatura ambiente (19 °C a 20 °C). A los frutos
desinfectados se les deben realizar dos heridas opuestas (a cada lado del fruto) de
2 mm de profundidad y 3 mm de longitud sobre el epicarpo con un instrumento
cortopunzante estéril. Los frutos secos correspondientes al tratamiento a evaluar se
sumergen durante 5 minutos en el bioproducto reconstituido y ajustado a la concen-
tracion a evaluar siguiendo las especificaciones de la casa comercial. Los frutos
tratados con el bioproducto se incuban durante 72 horas a 25 °C £ 1 °C y a una
humedad de 90 % + 5 % en un cuarto climatizado o cuarto designado para la elabo-
racion del bioensayo. Posteriormente, cada una de las heridas se inocula con 20 pl
de una suspension de 1 x 10° conidios/ml del patégeno a evaluar, que en este caso
corresponde a P. digitatum.

Los frutos inoculados se almacenan durante 6 dias bajo condiciones controladas, ya
sea en el cuarto climatico o el cuarto de bioensayos. Finalizado el periodo de incuba-
cién se evalda la presencia de signos o sintomas caracteristicos del patégeno evaluado
y se determina el porcentaje de inhibicién empleando la ecuacion 3.8:
Inhibicion(%) = (M)xl%
X HIC

Ecuacion 3.8. Inhibicién (%).
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Donde:

X HIC: Promedio del ntimero de heridas infectadas en los frutos tratados con el paté-
geno solo.

XHIT: Promedio del nimero de heridas infectadas en los frutos tratados con el
bioproducto.

El disefio experimental es completamente al azar. La unidad experimental consta de
un fruto con 10 réplicas (10 frutos) y 3 repeticiones en el tiempo. Los tratamientos para
evaluar deben incluir: primero, frutos inoculados con el bioproducto y el patégeno;
segundo, frutos inoculados con el patégeno tnicamente; tercero, frutos inoculados
solo con agua destilada (testigo) y cuarto, frutos tratados solo con el bioproducto. Si
se cuenta con la cepa de referencia se debe incluir en el disefio experimental.

Metodologia XII

Patégeno modelo: Botrytis cinerea
Biocontrolador: Trichoderma harzianum
Patosistema: Frutos de manzana

Batta (2004) describe una metodologia para evaluar la eficacia de un producto a
base de T. harzianum sobre B. cinerea mediante frutos de manzana Golden. Con
esta metodologia, se puede evaluar el efecto preventivo o curativo del bioproducto

variando los tiempos de inoculacién del microorganismo patégeno.

Para emplear este patosistema, al igual que los anteriores, se seleccionan frutos
sanos de tamafo y madurez similar (preferiblemente manzanas maduras). A cada
manzana desinfectada se le realizan dos heridas de 2 mm de didmetro y 2 mm de
profundidad a cada lado con una herramienta cortopunzante estéril. Las heridas se
inoculan con 25 pl de los tratamientos a evaluar, que en este caso corresponderian
a: 25 pl del bioinsumo reconstituido y ajustado a la concentracion indicada segin
las indicaciones de la etiqueta, 25 pl de agua destilada estéril (tratamiento control
absoluto), 25 pl del patdégeno B. cinerea a partir de una concentracién de 1 x 10°
conidios/ml y 25 pl del biocontrolador (si se cuenta con la cepa de referencia del
principio activo). Se debe tener en cuenta que en la aplicacién del biocontrolador y
del patégeno se ajustan las concentraciones de 1 x 107 conidios/ml y 1 x 10° coni-
dios/ml respectivamente, pero al inocular las heridas con 25 pl la concentracion baja
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2 exponentes, lo cual resulta en un valor de 1 x 10° conidios/ml de T. harzianum y
1 x 10* conidios/ml de B. cinerea.

Para la evaluacion del efecto curativo, la inoculacion del patégeno y del bioproducto
se realiza al mismo tiempo, mientras que para la evaluacion del efecto preventivo, la
inoculacion del bioproducto se realiza 36 horas antes de la inoculacion del patogeno.
Las manzanas inoculadas son introducidas dentro de camaras himedas tapadas y
se ubican en un cuarto de incubacién durante 32 dias a 20 °C + 1 °C o se orga-
nizan dentro de un cuarto de ensayos con temperatura y humedad controlada (>80
%) (figura 3.8). Cada 8 dias se toma la medida del diametro de la lesion caracteris-
tica causada por el patdgeno, formada alrededor del sitio de inoculacién, y 10 dias
después de la inoculacidn se observa la produccion de esporas sobre la superficie de
la fruta.

Foto: Liz Alejandra Uribe Gutiérrez

Figura 3.8. Camara hiimeda de bioensayo. Patosistema: Manzanas inoculadas con B.
cinerea. Los frutos no estdn en contacto con la servilleta humedecida con agua estéril.
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La eficacia del bioproducto se evaltua determinando el didmetro de la colonia a través
del tiempo y el nimero de conidiéforos por lesion, los cuales pueden ser observados
empleando un microscopico éptimo con un objetivo 40x.

Tabla 3.3. Determinacion cualitativa de patogenicidad con base en el nimero de conidiéforos por lesion

Densidad Determinacion
Conidioforos / lesion cualitativa
> 200 Alta +++
> 50-99 Media 154
<49 Baja S

0 No esporulacién
(Inhibicion)

Fuente: Elaboracion propia

El disefio experimental es completamente al azar. La unidad experimental del expe-
rimento se organiza de la siguiente manera: una manzana con dos heridas. Es decir,
el ensayo cuenta con 8 réplicas correspondientes a 8 heridas (4 manzanas) y debe
repetirse 3 veces en el tiempo.

Metodologia XIII

Patiégeno modelo: Botrytis cinerea
Biocontrolador: Trichoderma harzianum
Patosistema: Frutos de manzana

Para evaluar la eficacia de un bioproducto a base de Trichoderma spp., Batta (2004)
reporta una metodologia que permite simular las condiciones naturales de la infec-
cion. Para esto emplea el patosistema de frutos de manzana con micro-heridas hechas
con ayuda de una aguja estéril (puede ser de jeringa). En esta metodologia se selec-
cionan manzanas de tamafo y madurez similar (manzanas maduras). A cada una de
las frutas se les realizan 8 pinchazos distribuidos sobre toda la superficie con ayuda
de una aguja estéril. Las frutas heridas son sumergidas durante 30 segundos en los
diferentes tratamientos a evaluar correspondientes a: el bioinsumo reconstituido
y ajustado a la concentracion indicada segun las indicaciones de la etiqueta, agua
destilada estéril (tratamiento control absoluto) y suspension del biocontrolador (si
se cuenta con la cepa de referencia del principio activo ajustado a 1 x 107 células/ml).
Las frutas inoculadas se dejan secar durante 4 horas y, posteriormente, se realiza la
inoculacion del patégeno B. cinerea mediante aspersion sobre la superficie del fruto
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de 1,5 ml de una suspension de 1 x 10° conidios/ml (aproximadamente 3 aspersiones
para un volumen final de 1,5 ml).

Las manzanas inoculadas son introducidas dentro de cdmaras himedas tapadas y
se ubican en un cuarto de incubacién durante 32 dias a 20 °C + 1 °C o se organizan
dentro de un cuarto de ensayos con temperatura y humedad controlada (>80 %).
Cada 8 dias se toma la medida del diametro de la lesion caracteristica causada por el
patdgeno, formada alrededor del sitio de inoculacion, y 16 dias después de la inocu-
lacion se observa la produccion de esporas sobre la superficie de la fruta.

La eficacia del bioproducto se evalua determinando el didmetro de la colonia a través
del tiempo y el niimero de conidiéforos por lesion, los cuales pueden ser observados
empleando un microscopico dptico con un objetivo 40x.

El disefio experimental es completamente al azar. La unidad experimental del expe-
rimento se organiza de la siguiente manera: una manzana con 8 heridas o pinchazos.
Es decir, el ensayo cuenta con 32 réplicas correspondientes a 8 heridas (4 manzanas)
y debe repetirse 2 veces en el tiempo.

Caso de estudio

El siguiente caso de estudio corresponde a un ensayo realizado por AGROSAVIA
(2019b). En este se estandariz6 una metodologia para determinar la actividad biocon-
troladora de un bioinsumo a base de bacilos esporulados mediante la técnica de
antagonismo. Los parametros seleccionados para establecer la validez de la metodo-
logia propuesta son el de repetibilidad y reproducibilidad. Se analizaron 5 muestras.

Para esto y de manera independiente, se prepard una suspension del bioplaguicida
a la concentracion de 1x10® células/ml en una solucién de agua suplementada con
Tween 80 al 0,1 %. Cada muestra se homogeneiz6 con un vértex durante un minuto
Y, posteriormente, se sembraron por triplicado 100 ul de la suspension en una caja
de Petri con medio PpA. Posteriormente, un fragmento de 0,7 cm de diametro de
Fusarium sp. previamente crecido en PDA se ubico en el centro de cada caja inocu-
lada con el agente biocontrolador teniendo en cuenta que el lado que evidenciara el
crecimiento quedara en contacto con el medio de cultivo. Como testigo, se utilizaron
cajas de Petri con pPDA sin inoculacion del agente biocontrolador, a las cuales se les
sembro un fragmento de 0,7 cm de didmetro con el hongo.
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El tratamiento y el testigo se incubaron a 25 °C + 2 °C durante 6 dias debido ala rapidez
de crecimiento del hongo fitopatégeno. Transcurrido este tiempo se midi6 el didmetro
vertical y horizontal de cada colonia. Posteriormente, se promedi6 el didmetro de
crecimiento y se calculd el porcentaje de inhibicién utilizando la ecuacion 3.9:

B)xlOO

Ecuacion 3.9. Inhibicién (%).

A—
Inhibicién(%) = (
Donde: A corresponde al didmetro de crecimiento del tratamiento control y B al
didmetro de crecimiento del hongo en interaccion con el agente biocontrolador.
Resultados del caso estudio

A continuacion, se describirdn los resultados obtenidos empleando la técnica
propuesta con dos analistas.

Analista 1

Tabla 3.4. Datos brutos del didmetro de colonia (mm) obtenidos con el analista 1

. o Diametro vertical Diametro .
Tratamientos réplica . Promedio (mm)

(mm) horizontal (mm)

13,72 12,86

67,81 73,04 63,43
57,97 53,18 48,58
14,96 15,49

60,98 60,26 53,62

Testigo 2 -———

51,87 53,95 45,91
12,92 12,73

(Continta)
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(Continuacién tabla 3.4)

Tratamientos réplica R Piémetro Promedio (mm)
(mm) horizontal (mm)
1 54,91 59,17 50,04
Testigo 3 2 57,56 56,48 50,02
3 63,65 60,43 55,04
1 11,37 11,56 4,47
Muestra 4 2 12,03 12,02 5,03
3 11,86 11,91 4,89
1 60,76 59,42 53,09
Testigo 4 2 60,85 61,84 54,35
3 51,57 48,19 42,88
1 11,5 12,6 5,05
Muestra 5 2 15,93 16,69 9,31
3 13,54 12,92 6,23
1 64,27 62,02 56,15
Testigo 5 2 60,67 60,84 53,76
3 60,33 62,89 54,61

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3.5. Determinacion del porcentaje de inhibicién obtenido con el analista 1

1 87,97
87,79
88,94
89,09
85,03
86,52
87,00
88,35
89,28
90,48
90,75
88,60
91,00
82,68
88,59

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

DD H W= RN E WD =W

(Continta)
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(Continuacién tabla 3.5)

Promedio 88,14
Desviacion estdndar 2,19
Coeficiente de variacion 2,49

ljUCllfL‘I EILI[VOI}K ion Pl'(‘PlLl

Analista 2

Tabla 3.6. Datos brutos del didmetro de colonia (mm) obtenidos con el analista 2

Diametro Didmetro
Tratamientos réplica . horizontal Promedio (mm)
vertical (mm)
(mm)
1 11,95 8,31 3,13
Muestra 1 2 91 8,61 1,86
3 11,02 7,96 2,49
1 53,11 58,77 48,94
Testigo 1 2 61,94 63,77 55,86
3 4455 32,97 31,76
1 10,72 11,73 4,23
Muestra 2 2 11,37 10,71 4,04
3 11,9 12,02 4,96
1 61,28 61,27 54,28
Testigo 2 2 63,82 61,97 55,90
3 57,3 53,17 48,24
1 11,41 12,28 4,85
Muestra 3 2 10,22 10,84 3,53
3 15,27 14,12 7,70
1 64,32 64,11 57,22
Testigo 3 2 64,11 65,1 57,61
3 46,81 46,83 39,82
1 12,29 10,85 4,57
Muestra 4 2 12,43 12,09 5,26
3 13,53 13,91 6,72
1 69,21 63,24 59,23
Testigo 4 2 63,27 65,98 57,63
3 64,21 65,32 57,77

(Continda)
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(Continuacion tabla3.6)

Diametro LT
Tratamientos réplica . horizontal Promedio (mm)
vertical (mm)
(mm)

1 11,48 11,19 4,34
Muestra 5 2 14,39 13,62 7,01

3 12,56 12,1 5,33

1 61,74 71,65 59,70
Testigo 5 2 61,66 71,28 59,47

3 64,23 68,28 59,26

FLICI1[CI EIA[)UI'CL(]UH pmpm

Tabla 3.7. Determinacion del porcentaje de inhibicion obtenido con el analista 2

1 93,6

Muestra 1 2 96,67

3 92,15

1 92,77

Muestra 2 2 92,77

3 89,71

1 91,53

Muestra 3 2 93,87

3 80,67

1 92,06

Muestra 4 2 90,87

3 88,36

1 92,73

Muestra 5 2 88,22
3 91

Promedio 91,13

Desviacién estandar 3,61

Coeficiente de variacion 3,96

l' uente: El'leOl'dC ion PI'UP 1a
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Fotos: Lissette Torres Torres

Figura 3.9. Inhibicion producida por B. amyloliquefaciens sobre Fusarium sp.

Analisis

Los resultados mostraron que en los datos obtenidos con el analista 1 hubo una
variabilidad de 2,49 %, mientras que en los datos obtenidos con el analista 2 se
registr6 una variabilidad de 3,96 %, lo que indica que la técnica presenta una alta
repetibilidad.

Con respecto a la reproducibilidad, se obtuvo un coeficiente de variacion global
de 2,11 %, resultado que demuestra la reproducibilidad de la técnica entre los dos
analistas y con diferente tiempo de analisis (tabla 3.8).

Tabla 3.8. Determinacion del coeficiente de reproducibilidad

1 88,14 2,19

2 91,13 3,61
Desviacion Sr (repetibilidad) 2,9
Desviacion SR (reproducibilidad) 2,11

Fuente: Elaboracién propia

Limite de aceptacion: como limite de aceptacion se establece para el bioplaguicida a
base de Bacillus amyloquefaciens un porcentaje de inhibicién mayor al 80 %.

En conclusion, las diferentes repeticiones de la técnica presentaron valores similares

con coeficientes de variacion inferiores al 10 % (limite maximo de aceptacién) con
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todas las muestras. Por tal razon, se puede concluir que la metodologia analitica para
determinar la actividad biocontroladora de bioinsumos a base de bacilos esporu-
lados mediante el método de antagonismo es repetible y reproducible en el tiempo.

Perspectivas

o Los criterios bioldgicos y las consideraciones descritas en este capitulo cons-
tituyen una herramienta para la definicion, la estandarizacion y el registro de
procedimientos que pueden ser incorporados en la evaluacion rutinaria de la
eficacia de bioinsumos de uso agricola para el control de fitopatdgenos.

o La seleccion de las metodologias recopiladas en este capitulo pretende ser una
linea base para la normalizacién de procedimientos que garanticen la correcta
evaluacion de los bioinsumos que se comercializan en Colombia y el mundo.

o Los resultados obtenidos en cuanto a la eficacia de bioinsumos de uso agricola
para el control de fitopatogenos con las metodologias descritas estan alineados
con las consideraciones dadas sobre la obtencién de resultados confiables y la
trazabilidad de estos.
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