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PRESENTACIÓN 

En el mercado mundial la tendencia actual de la de­

manda se caracteriza por el consumo de alimentos 

'limpios', de buena apariencia ffsica y con óptimas 

cualidades organolépticas (M1n Ambiente. 2002). 
Al respecto, la leg islación en varios pa íses exige una 

dismin ución considerable del uso de plaguicidas 

químicos, la implementación de med1das fitosa­

nitarias integradas y de buenas prácticas agrícolas 

(http//wwwcci.org.co/noticias.html; 

httpJ/www.eurep.org/fruit/index_html). 

El cultivo de lechuga (Lactuca sotiva) es afectado por 

una diversidad de patógenos siendo las especies 

Sclerotinia mínor Jagger y Sclerotinia sclerotiorum 
(L1b) de Bary los hongos que ocasionan las mayo­

res pérdidas económicas. Este hongo se puede en­

contrar en todas las áreas del mundo en donde se 

produce lechuga tanto en campo abierto como en 

invernadero, produciendo pérdidas de plantas que 

pueden oscilar entre 10% y 50% (Nico, et al., 2001 ). 
Las dos especies de Sclerorinia presentan alta simili­

tud en los aspectos biológicos y morfológicos, pero 

se diferencian en que S minor produce esclerocios 

de menor tamano y S. sclerotiorum produce apote­

cios frecuentemente, fenómeno que para el caso 

de 5. minor ocurre raramente (Subbarao, 1998). En 

el caso de la región hortícola Sabana de Bogotá oc­

cidente, no se tiene conocimiento de la especie del 

fitopatógeno más predominante en las áreas de cul­

tivo. lo cual sería importante saber para determinar 

los riesgos con respecto a la producción de inóculo 

(esclerocios y ascosporas), aspecto relevante para 

tomar decisiones de manejo de la epidemia. 

La enfermedad moho blanco causada por Scleroti­
nia spp. presenta gran importancia dada su amplia 

distribución en las regiones templadas y tropicales 

del mundo y las pérdidas que ocasiona en los cul­

t •vos afectados pues reduce los rend'mientos y la 

calidad del producto cosechado. Dentro de este 

género, Sc/erorinia sclerotiorum es la especie más 

ampliamente distnbu ída y la que tiene mayor im­

portancia económica (Zhou y Boland, 1998), ya que 

tiene distribución mundial y un rango de hospede­

ros de 408 especies vegetales de 75 familias dentro 

de los que se encuentran fríjol, cítricos, melón, pa­

t illa (squash), soya, tomate, lechuga, pepino, apio, 

cilantro. repollo. brócoli, coliflor, zanahoria, tomate, 

pimentón, papa, uva, girasol, alcachofa, espárrago, 

remolacha y muchos cu ltivos ornamentales, entre 

otros (Boland y Hall, 1994) citados por (Zhou y Bo­

land, 1998) Por su parte, Sclerotinia minar se pre­

senta principalmente en zonas temperadas (Smith 

et al .. 1992) y tiene un rango de huéspedes menor 

que el de S. sc/eroriorum que incluye lechuga, ap10, 

zanahoria, soya, uva, girasol, maní y algunas pocas 

plantas adicionales. La fuente de 1nóculo pnmario 

de Sc/erotinia spp. la constituyen los esclerocios en 

el suelo, los cuales pueden permanecer por varios 

años y el micelio presente en los residuos vegetales 

infectados de anteriores ciclos de cultivo (Jones, et 
al 2004, 2004b) 

La producción 1ntens1va de lechuga en los muni­

cipiOS de la región Sabana de occidente en el de­

partamento de Cundinamarca, se caracteriza por 

la dependencia exclusiva de fungicidas de síntesis 

química cuyo uso es permitido en otros cultivos di­

ferentes, debido a que actualmente no existen va­

riedades resistentes a este patógeno (Young, et al. 
2004) Esta situación es particularmente grave si se 

tiene en cuenta el corto Ciclo del cultivo de la lechu-
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ga, que se consume como producto fresco y que 
además, por no haber productos registrados para 
este cultivo, no hay períodos de carencia definidos 
para la aplicación de fungicidas. Justamente el exa­
gerado e indiscriminado uso de fungicidas por parte 
de los agricultores, aumenta los riesgos de contamt­
nación ambiental, de desarrollo de resistencia y de 
residualidad de ingredientes act1vos en el producto 
de consumo 

Dadas las tendencias de cambio en los hábitos de 
consumo por alimentos sanos y el contexto actual 
de las negociaciones comerciales internacionales, es 
necesario plantear y dirigir esfuerzos de investiga­
ción, desarrollo y transferencia de tecnologías alter­
nativas que fortalezcan la competitividad del cultivo 
de la lechuga en el país 

Dentro de las opciones para el manejo de la enfer­
medad moho blanco, los tratamientos físicos al sue­
lo tales como la solarización han demostrado efecti­
vidad. Con esta técnica se logra desinfectar el suelo 
al recubrirlo con una lámina plástica de pol ietileno 
de un espesor entre 0.025 y O 1 mm durante un pe­
ríodo de tiempo comprendido entre 4 y 6 semanas, 
pudiéndose efectuar riegos por debajo de la lámma 
durante ese lapso Así se alcanzan temperaturas de 
45 oc a 50 OC a una profundidad de 1 O cm y de 38 OC 
a 45°C a 20 cm, logrando destruir los esclerocios allí 
presentes (Shlevin etal., 2004) 

Otra opción promisoria para el manejo del moho 
blanco es el control biológico mediante la utiliza­
ción de bioplaguicidas, formulados a base de mi­
croorganismos antagonistas nativos Sin embargo, 
a pesar de la biodiversidad existente en el país, son 
pocos los estudios desarrollados que permitan ob­
tener dichos bioplaguicidas, como el propuesto 
en el presente trabajo, cuyo pr1ncipio activo es una 
cepa nativa del hongo Trichoderma koningiopsis (an­
tes identificado como Trichoderma koningiJ) con de­
mostrada actividad previa en varios pato-sistemas 
donde se han obtenido resultados de control entre 
50% y 70%. Es el caso de Pythium splendens en fríjol 
y pepino (Jacqmin et al., 1993); Rhizoctonio solo ni en 
fríjol (Mezui etol., 1994); Rhizoctonia solani en papa 
(Beltrán et al, 2007), R. solani y Fusarium oxysporum 
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f.sp.lycopersici en tomate (Cotes et al.. 2001 ); Botrytis 
cinerea y Oidium sp en tomate (Moreno et al, 2007); 
Sc/erotinia sclerotiorum en lechuga (Cotes et al., 2007) 
y Altemaria dauC/ en ci\antro (Vil\amizar et al. 2004). 
Drchos modelos han involucrado actividades a nivel 
de laboratono, pruebas experimentales en inverna­
dero bajo condiciones controladas y en cultivos co­
merciales en campo abierto e invernadero. 

El logro de un bioplaguic1da impl1ca el cumplimien­
to de d1versas etapas técnicas que aseguren la ob­
tención de un producto seguro, eficaz y confiable. 
Dichos pasos comprenden el aislamiento del micro­
organismo y su conservación, la evaluación de su 
actividad biocontroladora, las investigaciones para 
conocer la ecología, fisiología y taxonomía del bio­
controlador potencial, el estudio de los mecanismos 
de acción implicados en dicha act;vidad, su produc­
ción masiva, su formulación, 'a determinación de 
dosis, las formas y frecuencias de aplicación, la eva­
luación del producto en campo, los estudios de im 
pacto ambiental y la caracterización molecular y/o 
huella genómica del microorganismo para lograr su 
posterior patenta miento, cuando este proceso apli­
que y dependiendo del país. 

Una vez que se han obtenido aislamientos microbia­
nos con potencial para ser usados en control bio­
lógico, es decir aquellos que no representan riesgo 
de ser patógenos humanos, animales o vegetales 
y que, de acuerdo con lo que se conozca de ellos, 
pueden ser usados en el control de un patógeno en 
particular, se es debe evaluar su actividad biocon­
troladora, para lo cual se desarrollan inicialmente 
bioensayos de laboratorio e Invernadero que permi­
ten identificar los aislamientos más promisorios para 
luego ser evaluados en campo. En esta última fase 
se determinan sus tiempos de acción y concentra­
ciones mínimas efectivas y se definen tanto el tiem­
po como la cantidad de inóculo necesarios para lo­
grar un control efectivo del tito patógeno, cuando se 
ap\ica en condiciones de campo. Esta información 
complementada con el estudio de los mecanismos 
de acción involucrados en el control biológico, per­
mite optimizar tanto su empleo como los sistemas 
de producción masiva para obtener un inóculo mi 
crobiano efectivo 

- . ~ 
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De otra parte, basados en el conocimiento sobre 
la ecología y la fis1ología se determina el efecto de 
los factores med,o-ambíentales sobre su supervi­
vencia y propagación natural y las cond1ciones ne­
cesarias para su producción mas1va En esta última 
etapa se busca producir altas cantidades de ~nócu­
lo a bajo costo y que preserve sus características 
biocontroladoras. pues frecuentemente durante 
este proceso se produce una reducoón de su ac­
tividad o de su supervivencia en condiciones de 
almacenamiento 

Luego de tener un inóculo m crob1ano efectivo, se 
somete a la fase de formulación con el fin de mejo­
rar la eficacia del microorganismo. ya que perm ite la 
aplicación eficiente de éste, además se le confiere 
tolerancia a las condiciones medio-ambientales de 
campo y de almacenaje, ayudando a aumentar su 
vida út il En 1a primera etapa de preformulación, se 
define el sistema de entrega del microorganismo 
(verbigracia: gránulos, polvos, suspensiones oleosas, 
etc.); con la información obtenida se establecen los 
parámetros de inestabilidad a los que éste se enfren­
tará cuando sea expuesto a condic;ones de campo 
y almacenamiento, se seleccionan los auxiliares de 
formulación que permitan la obtención de prototi­
pos de bioplaguicidas con adecuadas características 
y se seleccionan los más estables y eficientes Basa­
dos en los resultados de los estudios de preformu­
lación. se desarrollan los estudios de formulaCión, 
cuyo objetiVO es lograr la combinación correcta de 
los ingredientes de tal manera que el ingrediente ac-

f,tri!AIU 

tivo junto con los auxiliares de formulación formen 
un bioplaguicida estable, efectivo, seguro, de fácil 
aplicación y aceptable para su uso. Este microorga­
nismo formulado debe someterse tanto a estudios 
de vida útil para establecer por cuánto tiempo y en 
qué condiciones de almacenamiento puede man­
tenerse viable y eficiente, como a evaluaciones de 
campo para determinar su eficacia biocontroladora, 
lo cual permite su registro, producción industrial y 
comercialización. 

En el presente trabajo se presenta parte de los resul­
tados generados en los proyectos de Investigación 
'Optimización tecnológica y evaluación de bioplagui­
cidas a base de Trichodermo koningii para el control 
de enfermedades en cultivos de tomate bajo Inverna­
dero• financiado por COLCIENCIAS durante los años 
2005 a 2007 y 'Generación de estrategias de manejo 
integrado de plagas en cultivos de lechuga, cilantro 
y espinaca bajo esquemas de producción limpia" fi­
nanciado por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo 
Rural -MADR- y ASOHOFRUCOL durante los años 
2006 a 2009 El bioplaguicida desarrollado a base de 
Trichoderma koningiopsis para el control de fitopa­
tógenos del suelo y foliares, en este caso se evaluó 
sobre Sclerorinia sc/erotiorum y Sclerotinia minoren el 
cultivo de lechuga. Además, dado que para controlar 
un fitopatógeno es necesario conocer su biología, 
ecología y epidemiología, también se presentan los 
resultados de los estudios realizados en estos aspec­
tos en condiciones de la región Sabana de Occidente, 
Cundi na marca 
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CBB CORPOICA 

Carlos Andrés Moreno Ve1andia 
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La lechuga es una df' las hortalizas de mayor ronsumo 
en Colombia, s1n embargo, la 'ncidencia de la enferme­
dad moho blanco ~'la reduodo los rend1mientos del cul­
tivo En el país es escaso el conoCimiento de as especies 
del hongo Sclerorinia que causan esta enfermedad así 
como de la respuesta del microorganismo a las molé­
culas quím1cas comúnmente usadas para su control 
Teniendo en cuenta que conocer este problema es fun­
damental para tomar decisiones de manejo, el presente 
trabajo buscó generar información del estado actual de 
la problemátiCa del moho blanco de la lechuga. Para 
esto se real iza ron muestreos de plantas enfermas en 
cultivos comerciales en los m u n1cipios de Funza, Ma­
dnd y Mosquera en donde se obtuvieron aislamienros 
y se determinó la especie del agente causal Se hizo el 
segu1m1ento a la IncidenCia y se determ1nó el patrón 
de d1stnbucion espacial de 1a enfermedad en campo 

.Cor los aislamientos del hongo se efectúo una prLeba 
de patogen1cidad in vivo sobre plantas de lechuga Los 
hongos S scleroriorurn y S. rnmor se observaron en los 
cultivos muestreados: en 75% de estos se encontró S. 
sclerot1orum, en SO% estuvo presente S mmor y en 25% 
de los casos se hallaron las dos especies La incidencia 
de la enfermedad vanó de 5% a 54% entre las fincas 
muestreadas y se vió que la prod Jcción de esclerocios 
en el tejido vegeta 1 fue mayor para S minor. Aunque er 
algunos cult1vos comerciales de lechuga se apreciaron 
apotecios de S sclerottorum, la distribución espacia l de la 
enfermedad fue agregada para ambas especies. El fun· 
g1cida más utilizado por los agricultores para el control 
de la enfermedad es iprodione, pero en ningún cultivo 
se notó descenso o estabilidad de la epidemia Por esta 
razón se llevaron a cabo pruebas de susceptibilidad in 
vitro en donde se observó que los fungiCidas lprodio­
ne, Procim1dona y Tebuconazole inhibieron totalmente 
el crec1miento oe los i!ISii!mlentos de S sclerotioru'YI y 
S. minar ob\enidos. suginendo que existen otros facto· 
res diferentes al hongo que reducen la eficacia de Jos 
fungicidas en campo Los resultados también sugieren 
que se deben evaluar as formas. frecuencias y técnicas 
de aplicación de los fung1cidas utilizados por los agri­
culwres y otros métodos de control alternativos para 
aumentar la eficacia sobre la enfermedad moho blanco 
de la lechuga. 

1.1 INTRODUCCIÓN 

El departam!?nto de Cundinamarca r!?presenta un 

área importante para la producción de hortalizas en 

el país pu!?s allí se realiza cerca de 72% de la produc­

ción d!? lechuga en Colombia (DANE. 2002), desta· 

cándose en esta actrvidad la regió:-1 Sabana de Occi­

dente, cercana a Bogotá, DC En este departamento 

S!? siembran al año alrededor de 383 ha con lechuga, 

con un rendimiento promedio de 22 t/ha (OANE, 
2002) Sin embargo, el área sembrada tie'1e la ten­

dencia a aumentar debido al aumento en la deman­

da de este alimerto, del cual una persona consume 
0.52 Kg al año en Colombia (Agrocadenas, 2003) 

A pesar de las buenas expectativas en la demanda, los 

rendinr ientos en el país son bajos comparados con 

los obtenidos en Estados Unidos y Bélgica, principa­

les países productores con 38 y 37 t/ha respectiva­

mente (FAO, 2009). Ésta pérd1da en los rendimientos 

se debe pr1ncipalmente a la incidencia de la enfer­

medad moho blanco, de la cual se conoce en varios 

países que es causada por las especies de hongos 

S. sclerovorum y S minar (Subbarao et a!, 1998), pre­

sentes en todas las reg iones del mundo conde se pro­

duce lechuga y que causan pérdidas econ6m1cas im­
portantes En Cal1fornia por ejemplo, la principal zona 

productora de lechuga de los Estados Unidos, han 

registrado pérdidas de 609ú y se estima que debido a 

esta er¡fermedad se pierden anualmente cerca de 150 

millones de dólares en el mundo (Davis et al, 2002) 

E"l Colombia son pocos los estudios realizados para 

determinar la presencia de estos dos patógenos en 

el cultivo de lechuga y pa'a cuantificar las pérdidas 

ocasionadas por los mismos, teniendo como refe­

rencia solamente los estudios de eficacia realizados 

en campo por Ávíla de Moreno (1991) y Smith (2007) 

quienes encontraron una incidencia promedio de 

46% a 68% en el testigo; y una incidencia cercana 

a 70%, según la comunicación personal de ur pro­

ductor de lechuga del municipio de Mosquera. cita­

da por Pérez (2003). 

Aunque no hay mayor claridad sobre la ocurrencia 

de las dos especies de Scierotinia en el país, en el 

~ . . . 1 
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director:o de fitopatógenos de Colombia, Buriticá 
( 1999) menciona la presencia del hongo S. minar en 
Cundir,amarca, lo cual es ímportar,te en el preser,te 
tema ya que las especies 5. scieratiorum y S minar 
presentan diferencias en su biología. 5. sc/eratiorum 
por ejemplo, tiene la capacidad de formar apote­
cios a partir de los esclerocios mientras que en S 
minar esto no es frecuente (Abawi y Grogan, 1979; 
Subbarao, 1998), aspecto que también implica dife­
renCias en la epidemiología de la enfermedad, que 
a su vez debería verse traducido en diferencias en la 
forma de control con respecto al tipo, la elección del 
sitio blanco y las épocas para tal control. 

Además de la falta de claridad en el conocimiento de 
las dos especies que causan el moho blanco y de la 
magnitud de las pérdidas ocasionadas en Colombia, 
se sabe que aunque no exister fungicidas de sínte­
SIS química registrados ante eiiCA para su uso en el 
cultivo de lechuga, los agricultores los utilizan con 
frecuencia y también que después de cuarenta años 
de empleo no se han rea l1zado estudios pa ra medir 
la sensibilidad de los fitopatógenos a éstas molécu­
las. Ten1endo en cuenta que la importancia de tener 
este conocimiento traería beneficios para el reg1stro 
y uso correcto de métodos de control, reducc1ón de 
costos de producción y por consiguiente aumento 
de competitividad para el sector. los objet1vos del 
presente trabajo fueron prec1sar la incidencia de las 
especies de Scierotinia en el cultivo de lechuga en 
los municipios de Funza, Madrid y Mosquera, cuanti­
ficar las pérd1das de rendimientos por causa de este 
hongo y determinar la sens ibilidad de aislamientos 
del hongo a fungicidas comerciales 

1.2 METODOLOG{A 

1.2.1 Detenninación del aaente 
1 •dmoho 

blanco de la lechuga 

Para obtener aislamientos del agente causal del 
moho blanco se colectaron muestras de lechuga 
(hojas, raíces o plantas completas) con síntomas y 

signos de la enfermedad, en 14 cultivos de los muni­
cipios de Funza (3), Madrid (S) y Mosquera (6). Estas 

_..,. 

muestras se procesaron en el Laboratorio de Control 
Biológico del Centro de Biotecnología y Bioindustria 
de Corpoica (Mosquera), se tomaror. esclerocios y 
trozos de micelio que tueron inoculados directa­
mente en medio de cultivo PDA Sintético suplemen­
tado con Cloramfenicol (250 mg/L; Merck). El medio 
de cult1vo 1noculado se incubó a 25 °C hasta obser­
var crecimiento del micelio del hongo y se realizó la 
purificación de las colonias Para la conservación de 
los aislamientos de los hongos se almacenaron es­
clerocios secos en viales de vidrio estériles Durante 
el crecimiento de los aislamientos en el medio de 
cultivo se realizaron observaciones de las caracterís­
ticas microscópicas y macroscópicas del hongo con 
el fin de determinar la espeCie, teniendo en cuenta 
las características desmtas por Hawthorne (1975) 
para el caso de S. minor. por Kohn (1979) para el caso 
de S sclerotiorum y de Willets y Wong (1980). 

1.2.2 Cuantificacion de perQ.1das 
por el moho blanco en cultivos 
comerciales 

Para cuantificar las epidemias, se registró periódica­
mente la incidencia de la enfermedad en seis cult ivos 
comerciales de lechuga tipo batavia a campo abierto, 
estableCiendo áreas fijas de muestreo desde el tras­
plante. En tres de estos cu ltivos se utilizó una red para 
la muestra con un área de 1.000 m2 en el centro del 
cult1vo y en los otros tres se instalaron aleatoriamen­
te 20 puntos de muestreo de 10 m de longitud (100 
plantas aproximadamente) dentro de las camas de 
cultivo Mediante el programa Sigma plot se determi­
nó el modelo de crecimiento que más se aJuStó a la 
curva de Incidencia obtenida en cada caso. 

1 .2.3 Estimación del patrón 
de distribución espacial 
de la enfermedad en campo 

Los datos de incidencia de la enfermedad obtenidos 
en los cultivos donde se utilizó la red de cuadrantes 
para el muestreo, fueron utilizados para determinar 
la distribución espacial de la enfermedad El tamaño 
de los cuadrantes fue de 2 m de longitud paralela a 
la cama de cultivo y de 1,7 m de ancho (igual al an­
cho de la cama). Para caractenzar el modelo espacial 
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de la Incidencia se aplicaron herramientas del aná~ 

lisis geoestadís!ico, como los mapas de contorno y 
los semivariogramas mediante el programa GS + 9 O 

1.2.4 f'rueoa de patogentctdad 
de Sderotlllia spp. en plantas 
de lechuga 

Con el fin de comprobar la patogenicidad de los 
aislamientos de Sclerotinia obten1dos y de estanda­

rizar una metodología para reproducir la enferme­

dad en condiciones de invernadero, se selecciona­

ron dos aislamientos identificados como S. minar y 
S. sc/erotiorum y codificados como Sc001 y Sc002 
respectivamente Estos hongos se multiplicaron en 

sustrato estéril de cebada perlada (25 g) dispuesta en 
Erlenmeyer de 250 ml,suplementada con agua des­
tilada (50 ml), y se le adicionaron S discos (0.5 cm de 

diámetro) de medio de cultivo PDA con crecimien­
to del hongo El sustrato de crecimiento inoculado 

se incubó durante una semana en condiciones de 
oscuridad y temperatura ambiente (15 °(), tiempo 

después del cual se formaron esclerocios que fl-eron 
cosechados y secados durante una hora en una ca~ 

bina de flujo laminar horizontal Estos esclerocios se 
utilizaron como inóculo para la prueba de patoge­

nicidad y se evaluó el efecto de diferentes densida­
des (2, 5, 8 y 11 esclerocios) sobre la inciden e a de 

la enfermedad en plantas de lechuga sembradas en 
materas con suelo (4 kg). Para inocular los esclerocios 
se llenó la matera hasta % de su capacidad, el V4 de 
sustrato restante se mezcló con el inóculo y poste­
riormente se adicionó a la matera Finalmente se rea-

lizó el trasplante de plántulas de lechuga tipo batavia 
variedad Vanmax de 4 semanas de edad La unidad 
experimental consistió en 10 plantas y el diseño 

utilizado fue el de bloques completos al azar con 4 
repeticiones. Mediante ANAVA se determinaron los 
efectos significativos de los tratamientos sobre la 
1ncidenc1a del moho :)lanco y se hicieron compara­

ciones de promedios de tratam ientos mediante la 
prueba de Tukey (a::o 0.05). 

1.2.5 Determinación 
de la sensibilidad de aislamientos 
de Se/ero , ia a fungicldas 

Con el fin de determinar el estado de sensibilidad a 
fungicidas de aislamientos de S sclerctiorum y S mi­
nar provenientes de cultivos comerciales, se evaluó 
el efecto in vitro de Benomil, lprodione y Procimido­
na (ingredientes activos uti lizados con frecuencia 
en el cultivo de lechuga en la zona de estudio) y de 

Boscalid, Kresoxim-metil y Tebuconazole (moléculas 

utilizadas en otros paises en el control de Sc/erotinia 
spp.), poniendo a crecer el hongo en med io de culti­

vo PDA suplementado con cada fungicida. Para esto 
se seleccionó un aislamiento de cada especie para los 

municipios de Funza, Madrid y Mosquera Para la se­
lección de las dosis de los fungicidas se tuvo en cuen­
ta la dosis más alta de ingrediente activo recomen­

dada para el producto comerc1a l y arbitrariamente 
se evaluó también 1/2, 2/3, 3/2 y el doble de la dosis 
comercial (Tabla 1) Como inóculo se uti lizaron culti­
vos de los hongos de seis dias de edad, provenientes 

del segundo subcultivo después de la react ivación de 

Tabla l, Fu ngicidas seleccionados para la prueba de sensibilidad in VJtro de 5c/erolinia spp. 

Dosis (ppm) 

4 
Dosis 

Fungicida } .. 
~ recomendada r; o 

Benomil 0,0 125,0 166,7 250,0 375,0 500,0 

Boscalid 0,0 300,0 400,0 600,0 900,0 1200,0 

Tebuconazole 0,0 0,5 0,7 1,0 1,8 2,0 

!prodione 0,0 0,3 0,3 0,5 0,8 1,0 

Kresox1m-metil 0,0 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 

Procfmidona 0,0 250,0 333,3 500,0 750,0 1000,0 

' . 
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los aislamientos conservados. Para la preparación de 
los medios de cultivo con fungicida, se hizo una so­
lución stock con base en la dosis recomendada y la 
solubilidad de cada uno de los fungicidas. El volumen 
requerido de solución fungicida fue adicionado al 
medio PDA estéril con una temperatura aproximada 
de 45 'C, se ag1tó manualmente para homogeneizar 
la mezcla y luego se sirvió en cajas de Petri El inóculo 
obtenido anteriormente se colocó en el centro de la 
caja de Petri que contenía el medio PDA-fungicida, 
con el micelio en contacto con el agar y se llevó a in­
cubar en condiciones de oscundad y a 25 ac durante 
8 días. Diariamente se midió el diámetro de la colonia 
(dos diámetros perpend1culares que fueron prome­
diados) y finalizado el ensayo se registró el número 
de esclerocios produc1dos El experimento se efectuó 
mediante un diseño experimental completamente 
aleatono con tres repeticiones y la unidad experimen­
tal consistió en una caja de Petri Para cada aislamien­
to evaluado se incluyó un testigo absoluto en el cual 
no se adicionó fungicida al medio de cultivo Durante 
ocho días se reg1stró el diámetro de la colonia de hon­
go y se real·zaron obseNadones de la colonia para 
detectar efectos sobre la morfología. Se determnó la 
velocidad de crecimiento m1celial mediante un anál i­
sis de regresión lineal entre el d1ámetro de la colonia 
y el tiempo de incubación para cada repetición, con 

ayuda del programa Excel de Microsoft Office 200T y 
estos va lores fueron sometidos a un ANAVA y a una 
prueba de comparación de medias de T ukey {o= 0.05) 
utilizando el prograroa Statistix· 1 O También se esti­
mó el porcentaje de inhibición de crecimiento de los 
aislamientos debido a la acción del fungicida. 

1.3 RESULTADOS 
1.3.1 A.geme causal del mono 
blanco oe la lechuga 

Los cultivos de lechuga muestreados entre los años 
2006 a 2008 (en 14 flncas) presentaron tamaños de 1 
a 3 Ha, en las veredas San Francisco, San José y San 
Jorge (de Mosquera), El Corzo (de Madrid) y Tres Es­
quinas, La Isla y México {de runza) Durante todo el 
ciclo de cult1vo se apreciaron síntomas tales como 
marchitamiento de hojas externas y decaimiento ge­
neralizado de la planta, lesiones de color marrón en 
el tej1do foliar, pudrición blanda acuosa, crecimiento 
de micelio color blanco sobre el tejido y formación 
de esclerocios (Figura 1 ). Tanto en las plantas de le­
chuga como en el medio de cultivo en las cajas de 
Petri se observaron aislamientos cuyos esclerocios 
fueron de dos tipos: unos de forma irregular, apla-

Figura 1. Síntomas y signos de la enfermedad moho blanco de la lechuga causados por 5. minor (fotograffas en la fila superior) y Sc/ero­
tinía sc/erotiorum (fotograffas en la fila inferior) Obsérvese la fonnación de escieroclos de los hongos sobre el tejido foliar. 
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Table 2. Producción de esclefodos en la superfide de plantas de lechuga afectadas por el moho blanco. 

Dimensiones de los esclerocios 
Producción de esclerocios en el tejido vegetal en campo (No.) de campo (mm) 

Desvil!ción T21maño 
Míninimo Máximo Promedio 

S. scleroriorum n "' 
S minor 1,0 1266,0 206,9 

nadas y de mayor tamaño y otros de forma redon· 
deada y más pequeños; aquellos de forma irregular 
formaron esclerocios de forma rad1al o concéntrica 
en la caja de Petri, mientras que los aislamientos de 
esclerocios pequeños los formaron de manera uni­
forme {Figura 1) De acuerdo con estas características 
los primeros fueron clasificados como S. scleratiarum 

y los otros como S. minar Se determinó que la es­
peoe S. sclerotiorum estuvo presente en 50% de las 
fincas muestreadas, S. minar en 290AJ y que 21% de las 
fincas presentaron las dos especies de Sclerotinio en 
el cultivo. En campo se observó que S. minar produce 
mayor cantidad de escleroc1os sobre las plantas afec­
tadas comparada con S. sc!erotiorum (Tabla 2). 

1.3.2 Incidencia del moho blanco 
en cultivos comerciales 
de lechuga 

La incidencia de la enfermedad varió entre 12 y 
33% para el caso de S. sclerotiorum mientras que 
para S. minar se presentó entre 25 y 51% Cuando 
los dos patógenos se presentaron en una misma 
área, la enfermedad alcanzó una ncidencia de 45% 

nempo después del trasplante (dias) 

estándar de muestra Aocho Largo 

37,7 19,0 2,4 a 3,7 4,2a6,0 

306,9 27,0 1,7 a 1,8 

(Fig ura 2) Lo importante para destaca r en este as­
pecto es que a pesar del uso de los fungicidas re­
comendados para el control de Sclerotinia spp., en 
ningún caso se apreció una estabilidad de la curva 
de progreso de la epidemia. En la mayoría de los ca 
sos los agricultores aplican los fungicidas lprodione y 
Procimidona, en otros casos emplean Captan y Vali 
damicina, con 1 O aplicaciones por ciclo de cultivo, lo 
cual representa en promedio 1 7% de los costos tota­
les de producción en una Ha, incluyendo la mano de 
obra para realizar las aplicaciones. 

1 .3.3 Distribución espacial 
del moho blanco en el cultivo 
de lechuga 

Según los semivariogramas omnidireccionales de la 
incidencia de la enfermedad, no hubo dependencia 
espacial entre cada punto de muestreo para los cul 
tivos ubicados en las fincas La Fragua (vereda San 
Jorge, Mosquera), Lagunilla (vereda Tres esquinas, 
Funza) y San Nicolás (vereda El Corzo, Madnd) En 
\os semivariogramas se presentó un efecto pepita, 
es decir que la semivar'anza fue muy similar a la va-

1() 

fli'IU Sdn lll~ ~l.j '= · 5 ~!~fljf.~ ... XTI ¡ 5 'ili!.o.• 

Y~<ti.l:lH(·Il 49~;ió,;j1J 

R'• O.!"P<QIXXJI 

Tiempo dospués d•l trasplante (días) 

Figura 2. Curvas de progreso de la incidencia de la enfermedad moho blanco de la lechuga en cultivos comerciales. Durante el ciclo de 
cultivo el agricultor aplicó fungicidas y realizó sus practicas agronómicas de rut1na 
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Figura 3. Semivariogramas obtenidos para la incidencia d@ la enfermedad moho blanco causada por S mínor en la finca San Nicolás, 
Madnd. IZQUierda: muestreo realizado ll di as después del trasplante. Derecha: muestr@O realizado 63 días después del trasplante. 

rianza de la muestra (Figura 3). El efecto pepita que 
muestran los semivariogramas también es un indi­

cador de baja correlación espacial de la enfermedad 
causada por as especies S. sclerotlorum (Funza) y 
S. mmor (Mosquera y Madrid) 

La incidencia de la enfermedad en el área de mues­
treo se inició a partir de pequeños focos hasta focos 
con altos niveles de incidenc1a durante el final del 
ciclo del cultivo (Figura 4). 

1.3.4 Patogen icidad 
de Sclerotinia spp. 

Las plantas de lechuga inoculadas con las cepas 
de S sclerotiorum Sc002 y S. minor ScOO 1 presenta­
ron síntomas de la enfermedad moho blanco, los 
cuales fueron similares para las dos especies. Estos 
síntomas fueron pérdida de turgencia de hojas ex­
ternas, amarillamiento y necrosis de hojas viejas y 
posterior desarrollo de micelio color blanco sobre el 

Incidencia (%) 

35,0 

32,5 

30,0 

27,5 

25,0 

22,5 

20,0 

17,5 

15,0 

125 

10,0 

1.5 
5,0 

2.5 
0,0 

Figura 4. Mapas de contorno 20 de la Incidencia de la enfermedad moho blanco de la lechuga causada por S. mínor en la finca 
San Nicolás, Madrid, para los muestreos realizados 21 días (Izquierda) y 63 días (derecha) después del trasplante La barra de colores 
muestra la escala de incodencia. 
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Figura S. Síntomas y signos de la enfermedaó moho blanco de la lechuga cau~da por S m mor Sc001 en las plantas de le eh uga estable­
cidas en materas. Antes del trasplante el sustrato se inoculó con esdetocros del patógeno. 

tejido infectado (Figura 5), lo cual coincidió con la 
descripción de síntomas realil<lda por Bolton y co­
laboradores (2006) y Subbarao (1998). Después de 
la formación del micelio se produjo la formación de 
esclerocios. cuya diferencia entre las dos especies de 
Sclerolinia spp radicó en el tamaño de ellos 

El ANAVA mostró efectos significativos de la densi­
dad de esclerocios inoculados en las materas sobre 
el grado de incidencia de la enfermedad causada 
por Sclerorinia spp en las plantas de lechuga. 

La enfermedad moho blanco se presentó primero 
en las plantas inoculadas con S sclerotiarum (9 días 
después de la inoculación) mientras que en las uni­
dades experimentales inoculadas con S minar la 
enfermedad se apreció desde el día 26 después de 
la inoculación En ambos casos la densidad de 11 

esclerocios causó la incidencia significativamente 
más alta (48 y 27% respectivamente). Sin embargo, 
S. minar causó mayor presencia de la enfermedad en 
comparación con S. sc/erotiorum en todas las densi­
dades de inóculo utilizadas (Figura 6) 

- 1 !o-!-11 

n•mpo d•spué• del trasplante (días) 

Los mayores porcentajes de incidencia de S minar, 
podrfan ser atribuidos a causas endógenas de los es­
clerocios, ya que Lumsden (1979) describió que los 
esclerocios de 5. minar poseen reservas energéticas, 
lo cual permite la directa penetración de la cutícula 
de la planta de lechuga por las hifas, mientras que 
en la germ1nación miceliogénica de S sclerotiorum, 
las hifas inicialmente deben nutrirse y desarrollarse. 

Cincuenta y cuatro días después del trasplante se 
apreció la formación de apotecios en la superficie 
del sustrato de creomiento de las plantas de lechuga 
inoculadas con el hongo S. sclerotiarum (Figura 7) En 
Colombia no existían reportes de la formación de apo­
tecios de Sclerotinio sp; sin embargo, bajo las cond icio­
nes experimentales y también en campos de cult ivo 
del munic;p\o de Mosquera, durante el desarrollo de la 
presente investigación fue posible observar dicho fe­
nómeno Esto indica la posibilidad de cue en nuestras 
cond1c1ones (Sabana de Bogotá) ocurra la dispersión 
de la enfermedad moho blanco a través de ascospo­
ras, además de la forma usual de producción de escle­
rocios como estructuras de resistencia. 

- J-I 

30 j/ -'4 51 58 (.5 7 2 

n@'mpo ~spué~ del trasplante (días) 

Figura 6. Efecto de la densidad de inóculo de S . .derotiorum Sc002 (izquierda) y 5. minot ScOOl (derecha) sobre la incidencia de la 
enfermedad moho blanco. Los marcadores al final de cada sene con diferente letra son stgnmcativamente doferentes (T ukey a= O OS). 
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Figura 7. Apoteclos deS sc/erotiorum Sc002 formados sobre el sustrato de crec•moento de las plantas de lechuga en las materas. 

Los resultados de esta prueba de patogenicidad 

son útiles para implementarse en pruebas de efi­

cacia de métodos de control de la enfermedad en 

condiciones controladas y para medir la suscepti­

bilidad de aislamientos de Sclerotinia a fungicidas 

químiCOS 

1.3.5 Efecto de fungicidas 
sobre Sclerotinia spp. 

Después de ocho días de contacto 1os ingredi.entes 

activos lprodione, Procim1dona y Tebuconazole, in-

hibieron el crecimiento de los seis aislamientos de 

los hongos S sclerotiorum (Sc002, Sc006, Sc008) y 
S minor (ScOOl, ScOOS, Sc007), sugir iendo así una 

alta sensibilidad de estos hongos a las moléculas, 

por lo que la Procimidona podría ser un fung1cida 

con alto potencial para el control de Sclerotima spp. 

en el cultivo de lechuga (Tabla 3) 

Los fungicidas lprodione y Procimidona pertenecen 

al grupo qufmlco de las dicarboxamidas, moléculas 

que afectan principalmente el crecimiento de los 

hongos y en menor razón .a germinación de las 

Coeficiente de Velocidad media Desviación Grupos 
homogéneos (Tukey 95%) Tratamiento correlación (R2

) de crecimiento {mm/día) estándar 

Testigo 0,97 20,72 ()1 

Kresoxim-metil pcr Ci,~ b 

BLMCulod 0.98 9,21 0¡58 ( 

lollll''ll ,, 0,84 <),21 

lprodione 0,00 0,00 

Proc1midona 0,00 V,C e 

Tebucona.zole 0.00 0,00 

-- - - . --- - . - ~ 
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esporas (De Liñán, 1997; Da micone, 2000; Beltrán 
et al., 2006; Pappas y Fisher, 2006;), efecto debido 
a la inhibición de la biosíntesis de quitina y de los 
triglicéridos de las membranas biológ1cas, por al­
teración oxidativa de sus componentes (Pappas y 
Fisher, 2006) 

El lprodione ha sido empleado para el manejo de 
moho blanco en lechuga en algunos países con 
resultados satisfactorios de control (Hubbard et al., 
1997), así como también para otro tipo de ñtopa­
tógenos (Hisada et al., 1978; Pappas y Fisher, 2006). 
Según De Liñán (1997) este fungicida se recomienda 
para el manejo específico de S. minoren cult1vos de 
lechuga a una concentraCión de 0,5 ppm 

En Colombia existe una gran variedad de fungici­
das a base de lproclione, el cual es empleado por 
los agricultores frecuentemente para el control de 
varias enfermedades en flores de corte (clavel, cri­
santemo y rosas). hortalizas (tomate, cebolla y papa) 
(ICA, 2008) y lechuga, aunque para ésta últ1ma no 
hay mngún fung1cida registrado 

En países como España, la Procim1dona está reco­
mendada para el control del moho blanco (Terralla, 

2009) En Colombia este producto se encuentra re­
gistrado para el control de Botrytis spp en clavel, pero 
no para el manejo de SclerotJnia spp en lechuga. 

Desde el año 1994 se encuentran registrados varios 
fungicidas con el principio activo Tebuconazole en 
el mercado colomb1ano de productos fitosanitarios. 
Sin embargo, el uso convencional de esta molécula 
ha sido principalmente en arroz. banano, cebolla de 
bulbo, cebolla de rama y tomate (ICA, 2008) pero no 
se tiene información sobre su uso en el cultivo de le­
chuga En otros países como Estados Un1dos, este in­
sumo ha sido empleado en el control de enfermeda­
des causadas por S. sc/erotiorum en cultivos de soya 
y cano a (Mveller e e al., 2002; Bradley et al., 2006) pero 
no se ha descrito su uso en el cultivo de lechuga. 

Por el contrario, en el presente estudio la molé­
cula Kresox1m-metil permitió el desarrollo de los 
hongos (Tabla 3), aunque afectó la producción de 
esclerocios y las características morfológicas de las 
colonias. Con el fungicida Benomil, se observaron 
cambios en la textura de las colon1as de los aisla­
mientos utilizados así como también una inhibición 
en la producción de los esclerocios. En el caso del 
fungicida Boscalid, todos los aislamientos conserva-

F"~gura 8. Ef~to del ingrediente activo Kresoxim-metil en la morfologla de las colonias de los 6 aislamientos de Sclerotinio sp. de la Saba­
na de Bogotá. (T =Testigo absoluto, 1 =0.()63 ppm, 2 = 0,083 ppm, 3 = 0,125 ppm, 4 =0, 188 ppm, S= 0,25 ppm) A. Aislamiento Sc001 
(5. minor). B. Sál02 (5. sclerotiorum). C. ScOOS (5. minor) O. Sc006 (5. sclerotJorum) E. Sc007 {5. sclerotiorum). F. Sc008 (5 minor). 
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ron sus características pero este fungicida tmpidió 
la formación de los esclerocios (Figura 8). Algunos 
aislamientos presentaron baja sensibilidad a los fun­
gtcidas Kresoxim-metii, Boscalid y Benomil mientras 
que otros fueron altamente sensibles, insinuando 
una variabilidad genética entre los aislamientos de 
Sclerotinia sp., la cual debe ser estudiada. 

El ingrediente Kresoxim-metil pertenece al grupo 
químico de las Estrobilurinas (De Liñán, 1997), com­
puesto que es un metabolito secundario segrega­
do de forma natural por el hongo Bastdiomiceto 
Strob1/urus tenacellus (lnternational Programme on 
Chemica Safety, 2009) KresoK'm-metll interfiere en 
la síntesis de Adenosin trifosfato (ATP), la pr'nopal 
fuente de energía de la célula, ocas tonando la altera­
ción de una gran canttdad de procesos bioquímicos 
vttales y en consecuencia afectando severamente 
el crecimiento y el desarrollo del hongo (Pesticide 
Safety Directorate, 1 997; Carmona, 2006). 

Aunque en Colombia se encuentra registrado este 
producto fungicida desde el año 1999 (ICA, 2009), 
no se posee información con respecto al control de 
Sclerotinia sp en lechuga. Según la Organización de 
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimenta 
ción - FAO- el ingrediente activo de este fungicida 
es utilizado para prevenir las enfermedades ocasio­
nadas por Sclerotinia spp. y Botrytis spp en cultivos 
de tomate, pero no para lechuga (FAO, 2009) De la 
misma manera, la Agencia de Protección Ambiental 
de los Estados Unidos indica que esta molécula no 
está registrada para el control de Sc/erotinia spp. en 
lechuga, sino para el manejo de mi/deo polvoso en 
Aores (EPA US, 2009). 

La molécula Benomi pertenece al grupo químico 
de los Benzimidazoles (De liñán, 1997) la cual inhibe 
la elongación del tubo germinativo y el crecimiento 
del micelio a bajas concentraciones (Leroux et al., 
2002; citado por Pérez, 2003), ya que bloquea el pro­
ceso de división celular de los hongos por medio de 
su transformación dentro de la célula en la molécula 
de metilbenzimidazol-2 il carbamato (Carbendazim 
o MSC) y posteriormente en un mononucleót,do ac­
tivo (De L1ñán, 1997;Terralia, 2009). En Colombia se 
encuentran registrados varios productos a base de 

este ingrediente activo para ser utilizados en arroz, 
fresa. frijol y clavel, pero no se recomiendan para el 
manejo de la enfermedad moho blanco de la lechu­
ga (ICA, 2008) 

Boscalid es una molécula que pertenece al grupo 
químico de las carboximidas. el cual inhibe la espo­
rulación, ,a germinación y el crecimiento del tubo 
germinativo de las esporas e impide el crecimiento 
del m1celio del hongo (BASF, 2006). Este ingrediente 
activo también interfiere con la respiración de la mi­
tocondria debido a la inhibición de la enzima succi­
nato deshidrogenasa (Stammler y Speakman, 2006) 

En Europa, el Boscalid ha sido empleado como una 
herramienta eficiente para el control de S. sclerotio­
rum (Stammler et al., 2007) En Estados Unidos ha 
demostrado alta eficacia en el manejo de enferme­
dades en cano la y fríjol ocasionadas por S sclerotio­
rum como la pudrición del tallo y el moho blanco 
respectivamente (Matheron y Parchas, 2004: Bradley 
et al., 2006). 

Según la Agencia de Protección Amb1ental de los 
Estados Un1dos, Boscalid está recomendado para el 
control de enfermedades en cultivos de hortalizas 
y frutas en general, inclustve de la lechuga (EPA US, 
2009). Aunque en Colombia los productos Cantus y 
Cumora que contienen éste principio activo se en­
cuentran registrados desde el año 1998, únicamen­
te están recomendados para enfermedades en rosa 
y banano respectivamente y no para el control de 
Sc/erotinia spp. en lechuga (ICA, 2008). 

El presente estudio establece un punto de referen­
cia sobre el estado de la sensibilidad de los fitopa­
tógenos S sclerotiorum y S minar en los cultivos de 
lechuga de los municipiOS de Funza, Madnd y Mas­
quera, Cundinamarca 

1.4 CONCLUSIONES 
Los hongos S sc/erotiorum y 5. minor son los agen­
tes causales de la enfermedad moho blanco de a 
lechuga en las zonas productoras de los municipios 
de Funza, Madrid y Mosquera Cundinamarca. 
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El hongo S. scleroriorum tiene la capactdad de formar 
apoteoos en las condiciones amb:entales de las zonas 
productoras de lechuga estudiadas, por lo que se de­
ben contemplar estrategias de protección dirigidas a 
controlar el inóculo del hongo en las superficies aéreas 
de las plantas de esta hortaliza 
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El hongo Tnchoderma konmgiops1s cepa Th003 fue ais­
lado de suelo en el departamento de Cund namarca y 
ha sido objeto de varios estudios por sus características 
promisonas para el control biológico de diferentes hon­
gos fitopatógenos Por esta misma razón en el Labora­
torio de Control s·1ológico del Centro de s·1otecnología 
y Bioindustna de Corpoica se desarrolla ron diferentes 
sistemas de producción masiva de este agente biocon­
trolador Con el propósito de contar con un sistema de 
producción masiva, técnico y económicamente favo­
rable, se evaluaron diferentes sustratos orgánicos bajo 
condiciones de fermentación sólida y medios de culti­
vo líquidos en condiciones de fermentación bifásica, 
teniendo como punto de partida los resultados de las 
1nvestigaciones previas de Peña, et al. (2002) y Cruz, et 
ol. (2007), donde se obtuvieron producciones de T. ko­
rJing¡opsis Th003 con concentraciones finales de 1.0 x 
109 conidios/g en sustratos sólidos y de 5.0 x 10" coni­
dios/ml en medios líquidos La técnica de fermentación 
sólida fue utilizada para evaluar dos metodologías de 
producción, en una el sustrato estandanzado SS 1 se d·s­
puso en bandejas de alum1nio y en la otra en bolsas de 
polletileno. Tras realizar 3 lotes piloto para cada meto­
dología, las productividades promedio de T. koning1opsis 
Th003 al final de las fermentaciones fueron de 8.45 x 1 O' 
conidios/Kg sustrato/hora para la fermentación en ba n­
dejas de aluminió y de 4 73 x 109 con.ldios/Kg sustrato/ 
\>ora en bolsas de po!ieti!eno 

2.1 INTRODUCCIÓN 
Para alcanzar una producción eficiente eJe hongos 

biocontroladores tal como Trichoderma sp, es de 
gran importancia determinar la relación óptima en­

tre las fuentes de carbono y nitrógeno (C!N), que 

permita mantener la actividad de los compleJOS en­
zimáticos como xilanasas, celulasas y glucosidasas 
entre otros, secretados por el hongo para la asimi la­

ción de los nutrientes del sustrato Por otra parte, en 
este proceso se debe brindar el suministro efectivo 

de oxígeno durante el crecimiento del hongo, lo 

cual influye en la colonización completa del sustrato 

y posterior esporu lación (Harman y Kubicek, 1998). 

La estandarización del proceso de producción de 

T. konmg1opsis Th003 se inició con la evaluación de 
sustratos potenciales para su eficiente crecimiento 

a nivel de laboratorio; es así como en investigacio­

nes previas en el Laboratorio de Control Biológico se 
utilizaron matnces sólidas compuestas por cereales 

(trigo, cebada perlada, millo y arroz) con diferentes 

relaciones C/N Adicionalmente, se evaluaron sus­

tratos líquidos como medio de cultivo Saboureaud, 

solución de sacarosa con microelementos y arroz 
licuado Después de estas investigaciones se estan­

darizaron las condiciones de incubación del micro­

organismo, las cuales fueron de 27 oc. humedad 

relativa superior a 50% y un tiempo de incubación 
entre 7 y 8 días Igualmente, fueron seleccionados 

dos med'1os de cult'1vo promisor1os para la produc­
ción masiva de Th003, uno sólido y otro líquido, 
codificados como SS 1 y SL 1 respectivamente (Peña, 

2002) 

2.2 METODOLOG{A 
Microorganismo 
La cepa Th003 de T koningiopsis fue suministrada 

por el Banco de Germop/asma de Microorganismos 

con interés en control biológico, administrado por 

el Laboratorio de Control Biológico de Corpoica, la 

cual se encontraba crioconservada a -70 •c. Suman 
tenimiento a corto plazo (3-5 semanas) se realizó 
mediante el almacenamiento de cultivos esporula­

dos en medio agar PDA a 4 ·e 



Proceso de fermentación de T. koningiopsis Th003 
A part:r de cultivos del hongo de 7 días de edad en 
medio PDA, se removieron los conidios mediante 
la adición de 10 mi de una solución de Tween 80 
a O 1% (v/v). La suspensión de conid1os obtenida se 
ubicó en un tubo estéril y se homogeneizó en un 
agitador vibratono durante 30 segundos. A partir de 
esta suspensión madre se realizaron diluciones se­
riadas usando una solución deTween 80 a 0.1% (v/v) 
con el nn de obtener el1nóculo con una concentra­
ción de 1 x1 07 conidios/ml 

Posteriormente con el sustrato SSl, seleccionado en 
el estudio de Peña (2002) como el meJor en cuanto a 
rendim1ento y con una relación C/N de 8 89, se eva­
luó la producción de r koníngiopsis Th003 mediante 
dos metodologías de fermentación sólida. La prime­
ra metodologfa conSIStió en e empleo de bolsas de 
polietíleno de afta densidad que contenían 200g de 
sustrato humedecido (SSl) Cada bolsa se selló con 
un tapón de algodón y gasa con el propósito de 
permitir el intercambio de gases como el oxígeno 
y el dióx1do de carbono con el ambiente durante el 
tiempo de incubación. Luego el sustrato fue esterili­
zado en autoclave a 121 •e y 15 ps1 durante 20 min. 
Posteriormente, el inóculo fue inyectado con una 
jeringa a razón de 10 mi por bolsa (Figura 1). 

Las condiciones de 1ncubación fueron de 27 ·e y una 
humedad relativa de SO%, siendo éstas las recomen-

Figura 1.1noculadón de T. koningiopsis Th003 ~ bolsas 
de polietileno. 

dadas en las investigaciones prevías efectuadas en 
el Laboratorio de Contro1 Biológico por Peña (2002) 
y Cruz (2007}. Con esta metodología, se formaron 
tres lotes de fermentación de [ koningiopsis Th003 
cada uno con 100 bolsas aproximadamente 

La segunda metodología de fermentación sólida 
evaluada consistió en el uso de bandejas de alumi­
nio con dimensiones de 21xl4x5 cm, en donde se 
colocó un promedio de 150 g de sustrato 551 hume­
decido con agua Las bandejas con el sustrato fue­
ron esterilizadas en autoclave a 121 oc y 1 S psi du­
rante 20 m1n En este caso la inoculación del sustrato 
con Th003 se hizo por aspersión directa, a razón de 
3 S mi por bandeja, aproximadamente (Figura 2) 

Una vez inoculado el sustrato, las bandejas fueron 
selladas mediante una película plást1ca que permitía 
e/ intercambio de gases y luego se incubaron en las 
condiciones antes mencionadas. Con esta metodo­
logía se instalaron tres lotes con aproximadamente 
60 bandejas cada uno. 

Los tiempos de Incubación para las fermentaciones 
en bolsas de po/ietileno fueron de lO días, siendo 
éste el tiempo necesario para alcanzar la coloniza­
ción y la esporulación homogéneas del hongo en el 
sustrato y evitando así el parasitismo. Por otra parte, 
para las fermentaciones llevadas a cabo en bande· 
jas de aluminio, se requirieron B días de incubación. 

Figura 2.1nocurac1Ón de T. koningoopris Th003 en bandeJas de 
alumonio • 
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Bolsas de polletlléno Bandejas de aluminio 

Concentración Dmviación Coeficiente Concentración Desviación Coeficiente 
lOf!! (conidioslg) estándar de variación (conidlos/g) estándar de variación 

8.31 X 10' 0.0~11 C1 - - - -
' 1.65 X 109 0.109 1.19% 

9.18 X JOB o.c ,i) o ~ 

Promedio 1.13x 10' 0.161 1 ,78~ 

Al terminar la fase de incubación de cada lote, todo 
el sustrato colonizado se homogeneizó en un mez­
clador planetario y luego, mediante recuento en 
cámara de NeuBauer, se determinó por triplicado la 
concentración de conidios por gramo 

2.3 RESULTADOS 
Para la metodología de crecimiento en las bolsas de 
polietileno, la concentración promedio de conidros 

1.23xto• IQ5<; 0~"" 

2.oe x to• OQ2) G.28'llt 

1.55x 10" ,0,: v.t• 

1.62x10" 0.114 1.24% 

en los tres lotes de fermentación de T. koningiopsis 
Th003 fue de 1 13 x 109 conidios/g. La reproducibili­
dad del proceso fue alta, pues entre lotes se obtuvo 
una desviación estándar de 0.161 y un coeficiente 
de va nación de 1.78% (Tabla 1 ). Se presume que la 
mayor limitante encontrada en el crecimiento de T. 
koningiopsisTh003 con esta metodología, fue la baja 
transferencia de gases entre el hongo y el ambiente, 
en especial de oxígeno, ya que fue notoria la ten­
dencia de esporulación del hongo sólo en la zona 
cercana a la boca de las bolsas, lo que hizo nece-

Figura 3. Fermentación sólida de T. koninglopsis Th003 en bandejas de aluminio, 

- ~ 
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saria la manipulación periódica de éstas buscando 
dinamizar la transferencia de oxigeno, siendo esto 
dispendioso para un gran numero de bolsas. 

El proceso de fermentación en las bandejas de alu­
minio mostró una concentración de conidios supe­
rior a la de las bolsas. con un valor promedio de 1,62 

x 10~conidios/g. Igualmente, la reproducibilidad del 
proceso también fue alta, con una desv1ación están­
dar de O 114 y un coeficiente de variación entre lotes 
de 1.24% (Tabla 1} 

El mejor comportamiento encontrado en el creci­
miento de T. koningiopsis Th003 utilizando bandejas 
de aluminio se podría explicar por la mejor oxigena­
ción del hongo en el sustrato, a causa de la mayor 
área de transferencia Adicionalmente, el sustrato 
fue colon1zado por el hongo homogéneamente, a 
diferencia de lo que ocurrió en las bolsas, por lo que 
no fue necesario manipular el sustrato durante la in­
cubación (Figura 3) 

Después de estas fermentaciones se estimaron los 
rendimientos de producción del hongo en tres lotes 
piloto, obteniendo 473 x 109 conidios/Kg sustrato/ 

AGRADECIMIEN TI)$ 

hora para el crecimiento en bolsas de polietileno y 

8 45 x 109 conidios/Kg sustrato/hora para la fermen­
tac'¡ón en bandejas de aluminio Se puede afirmar 
que la metodología de fermentación sólida utilizan­
do bandejas, presenta mayor viabilidad de escala­
miento a nivel de planta p1loto pues, adicional a una 
mayor productividad. t iene menores tiempos de 
incubac1ón y se requiere menos volumen de inócu­
lo: 0,023 ml!g sustrato Mientras que la producción 
en bolsas de polietileno requiere mayor tiempo de 
incubación, mayor volumen de inóculo: 0,050 ml/g 
sustrato y mano de obra adicional para manipular 
periódicamente el sustrato durante la incubación. 
mostrando así que esta última metodología tiene 
bajo potencial técnico y económico para ser esca­
lable. 

2.4 CONCLUSIÓN 
El sustrato sólido 551 y la metodología de fermenta­
ción sólida en bandejas fueron las condiciones más 
prom1sonas seleccionadas para llevar a cabo la pro­
ducción masiva de T koning1opsis Th003 a nivel de 
planta piloto 
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La cepa nativa Th003 de Trtchoderma konmgiopsis ha 
mostrado a'ta eñcacia para controlar ñtopatógenos de 
suelo y foliares en diferentes patosistemas, por lo que 
el laboratorio de Control B1ológico de la Corporación 
Colombiana de Investigación Agropecuaria -Corpoica­
desarrolló un prototipo de bioplaguicida formulado 
como un polvo mo¡able usando como principio activo 
conidios de este hongo El producto fue caracterizado, 
demostrando adecuadas caraCterísticas microbiológi­
cas y fislcoqulmicas El estudio de vida útil comprendió 
la evaluación durante 18 meses de la viabilidad del hon­
go formulado y sin formular, almacenado a tres tempe­
raturas: 4 ec, 18 CC y 28 <>C Cada tres meses se evaluó el 
porcentaJe de germinación del microorganismo en me­
dio Agar Extracto de Malta, luego de 24 horas de incu­
bación. El prototipo de bioplaguicida no presentó una 
disminución significativa de la germinación cuando fue 
almacenado durante 18 meses a 4 OC, mientras que los 
conidlos sin formular redujeron su porcentaje de gerrTli­
nación de 97% a 20% para el noveno mes de almacena­
miento. Cuando este se realizó a 18 OC. e1 producto en 
polvo mantuvo estable su germinac16n durante los 18 
meses de almacenamiento; en contraste, el tratamien­
to correspondiente a los conidios sin formular presentó 
una disminución progresiva de la germinación a partir 
del sexto mes de almacenamiento, hasta obtener una 
germinación de 4% luego de 18 meses Los resultados 
permirieron recomendar la conservación del prototipo 
en polvo a temperaturas entre 4 "C y 18 •e para asegurar 
la calidad y efectividad del m1smo durante su vida útil 

3.1 INTRODUCCIÓN 
Una formulación de alta calidad es la base para el éxi­
to de un bioplaguicida de origen microbiano; la po­
sibilidad de obtener productos adecuados depende 

de las propias características del microorganismo, de 
su relación con los componentes de la formulación y 
del ambiente de almacenomiento (Engormix, 2008) 

Para el desarrollo de nuevos productos de origen 
biológico se deben tener en cuenta diferentes as­

pectos: definir un medio de cultivo óptimo y el me­

jor sistema para la obtención masiva del inóculo, 
para permitir una buena relac1ón costo- rendimien­

to en la producción; establecer ensayos de produc­

ción a pequeña escala, garantizar la estabilidad del 

producto; determinar las condiciones de almace­
namiento; poder utilizar la maquinaria estándar de 
cualqu1er explotación agrícola para su aplicación y 
ser efectivo en dosis parecidas a las utdizadas para 
los agroquímicos Una vez se desarrolle una formula­
ción, es necesario realizar bioensayos de laboratorio, 

invernadero y campo que confirmen la efectividad 

del producto Ul'\a vez formulado (Engormix, 2008). 

Una formulación óptima debe asegu rar la estabil i­

dad biológica y física del producto en condiciones 

de almacenamiento, debe optimizar la viabilidad 

y actividad b1ocontroladora del principio activo, 
debe mejorar las características físicas y químicas 
del producto para su aplicación, debe incrementar 
la capacidad del microorganismo biocontrolador 
para adaptarse a condiciones adversas del medio 

ambiente y debe garantizar el valor camercial del 
agente biocontrolador (Chiou & Wu, 2003). 

En toda formulación se distinguen dos tipos de 

componentes. el principio activo responsable de 

la actividad biocontroladora (hongos filamentosos, 
levaduras, bacterias. virus o nematodos) y los exci­

pientes. Estos últimos comprenden: el vehículo que 

puede ser sólido o líquido y los coadyuvantes que 
ayudan a mejorar o modificar la acción del ingre­
diente activo Los excipientes deben ser inertes fren­

te al microorganismo y frente a las plagas (Gómez & 
Villamizar, 2000) 
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Una de las razones que ha limitado a Implementa­
ción de los agentes de control biológico en campo, 
ha sido la ínactivación que en algunos casos sufre el 
prinopio activo (células, conidios, esporas o toxinas) 
como consecuencia de la acción de la radiación so­
lar (Saxena et al., 2002). Sin embargo, una estrategia 
para asegurar la estabilidad y la efectividad para el 
uso de estos agentes es su formulación (Niegel & 
Dylan. 2003) Uno de los factores a tener en cuenta 
en la formulación de bioplaguicidas es incrementar 
su resistencia a condiciones ambientales adversas 
tales como la lluvia y la degradación por la luz ul~ 

travioleta. 

Un gran número de trabajos han sido dedicados 
a encontrar técnicas y materiales adecuados para 
inhibir o retardar la fotoinactivación de los micro­
organismos utilizados como agentes de control 
biológico. Entre los intentos por fotoproteger a los 
biocontroladores del daño producido por la radia­
ción solar, se incluyen técnicas de encapsulación y 
formulaciones granulares, como también el uso de 
pantallas solares, materiales dispersantes, materiales 
fluorescentes y colorantes, entre otros (Cohen et al, 
2003). 

La estabilidad en almacenamiento es otro de los 
problemas en el desarrollo de bioplaguicidas, ya que 
de ésta depende la viabilidad o actividad durante la 
distribución del producto en el mercado (Boyetchko 
y Hynes, 2006). 

Durante el almacenamiento. los microorganismos 
pueden sufr'r alteraciones debido a factores del pro­
ceso de manufactura del producto, como el medio 
de cultivo, el proceso de separación y secado y la 
utilización de agentes protectores de secado (Aba­
días eral., 2001) 

Factores ambientales como la temperatura y la hu­
medad relativa y la forma de empaque pueden afec­
tar la viabilidad y actividad del agente biocontrola­
dor durante la fase de almacenamiento (Boyetchko 
y Hynes, 2006), siendo de gran importancia conside­
rar y estudiar estos factores ourante el desarrollo de 
un producto, para ofrecer al cliente final un produc­
to de alta calidad. 

3.2 METODOLOGÍA 

3.2.1 Desarrollo de la formulación 

Una vez desarrollado un sistema de fermentación 
para el aislamiento de Trichoderma koning•opsis 
Th003, se iniciaron los estudios de formulación de 
la b1omasa. Considerando que dicho aislamiento en 

estudios previos demostró su eficienCia tanto para el 
control de patógenos foliares como de patógenos 
del suelo, se diseñó un prototipo de formulación en 
polvo moJable (WP), que permitiera su aplicación en 
agua med1ante aspersión (Figura 1). En el d1seño de 
esta formulación se consideró que una de las con­
diciones más limitantes para la eficiencia del agente 
de b1ocontrol, era la radiación ultravioleta del sol Por 
tal razón, este prototipo incluyó en su composición, 
protectores solares y otros auxiliares de formulación 
como protectores de secado, adherentes y diluentes. 

Una vez desarrollado el producto en polvo fue ca­

racterizado y presentó una concentración promedio 

Figura1. 81oplaguicida a base de Trichodermo koningiopsis 
Th003 formulado como polvo mojable (WP). 
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Tabla 1. Caracterfstfcas de la formulaciÓn polvo mojable a base~ T. konlngiopsisTh003. 

Característica 

Viabilidad 

GerminaCión 

Contenodo de contaminantes 

Aspecto 

Tamaño de partícula 

Col u 

úlor 

Humedad 

Densidad apisonada 

pH 

Protección ultra11ooleta 

de 1,0 x 10~ conidios.g·', una germinacoón de 95% 
después de 16 horas de incubación y un tamaño de 
partícula menor a 100 11m (Tabla 1) 

Posteriormente se elaboraron varios lotes del bio­
plaguicida, los cuales fueron caracterizados física, 
química y microbiológicamente (Tabla 1), y con los 
resultados se establecieron los límites de aceptación 
para todas las pruebas de control de calidad del 
producto terminado Estos controles son aplicados 
a cada lote de producción para asegurar la cal idad 
del producto y la repetibilidad en las características 
de todos los lotes 

El odeal en los productos biológicos es mantener 
viables y estables las características fisiológicas y de 
act,vidad biocontroladora del ingrediente activo; sin 
embargo, dadas las condiciones desfavorables para 
el microorganismo a nivel ambiental es preciso de­
sarrollar formulaciones que mejoren su desempeño 
en campo, faciliten su manejo, su apl icación y per­
mitan su almacenamiento en condiciones económi­
camente rentables, con una pérdida mínima de las 
cualidades iniciales del producto (Eizein et al., 2004) 
Uno de los requerimientos para tener en cuenta 
para la aceptac1ón y comercializaCión de un produc­
to biológico es su vida út1l, la cual se ve influenciada 
por factores de almacenamiento como la tempe­
ratura, la humedad relativa y el tipo de empaque, 
entre otros. determinando el mantenimiento de las 

Polvo(WP) 

lx 109UFC/g 

>80% en 24 horas 

< 5 X 106 UFC/g 

flt.olvo 

Interior a 100 ~m 

Verde claro a gris 

Propio del producto 

4-7% 

500 Kg/L 

5-7 

Incluye filtros ultravioleta 

características del agente de contra biológico Por 
tal razón, como parte de los estudios de formulación 
se determinó la vida útil del bioplaguicida, bajo dife­
rentes condiciones de almacenamiento. 

3.2.2 Determinación de la vida útil 
del bioplaguicida 

El estudio de vida útil comprendió la evaluación du­
rante 18 meses de la estabilidad de la capacidad de 
germinación de los con1dios de Th003 en el prototi­
po de bioplaguicida en polvo. 

La producción masiva del microorganismo se llevó a 
cabo empleando un sustrato de crecimiento previa­
mente estandarizado por el Laboratorio de Control 
Biológico. Postenormeme se elaboró e\ biop\aguiCI­
da y se determinó la concentración de conidios, la 
humedad y la germinación. siguiendo las metodo­
logías establecidas por el Laboratorio de Control de 
Calidad de 81oplaguicicas BIOTÉCNICA de Corpoica, 

La unidad experimental consistió en bolsas metaliza­
das selladas al vacío (Figura 2) donde se colocó una 
muestra de 0,1 g del prototipo polvo mojable y O 1 g 
de conidios secos del microorganismo sin formular. 
Las muestras y contra-muestras fueron guardadas a 
tres temperaturas: 4<>C, 18 OC y 28 o( Las evaluacio­
nes se realizaron cada tres meses contando con seis 
repeticiones por tratamiento (3 de la muestra y 3 de 
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Figura 2. Muestras de los bloplaguicidas empleadas 
en el estud1o de estabilidad 

la contra-muestra) y determinando en cada tiempo 

de evaluación el porcentaje de germinaoón del mi­

croorganismo en medio Agar Extracto de Malta. Las 

muestras fueron colocadas en tubos de ensayo con 
9 m. de una solución de Tween 80 de 0,1% y se hi­
cieron diluciones ser1adas hasta l()·l A partir de las 

dos últimas d'luciones se sembraron 100~1 en tres 
cajas de Petri con e1 medio antes mencionado y se 
llevaron a incubacrón a 25 o( durante 24 horas, tiem­
po después del cual se estableció el porcentaje de 

germinación de los conidios med1ante observación 

al microscopio de 10 campos ópticos 

3.3 R.ESULTADOS 
El bioplaguicida no presentó disminución de la ger­
mrnaoón cuando fue almacenado durante 18 meses 
a 4 OC, mientras que los conidios sin formular reduje­
ron su porcentaje de germinación de 96,9% a 20,1% 
en el noveno mes de almacenamiento (Figura 3}. Este 
comportamiento sugiere que a una temperatura de 

4 OC ros auxi liares de formulación del prototrpo de 
bioplaguicida, posiblemente ejercieron un efecto po­

sitivo sobre los conidios del hongo durante el t1empo 

de almacenamiento impidiendo la inducción de fuer­
tes estados de latencia. 

Dentro de los auxiliares de formulación empleados 
para la elaboración del bioplaguicida se encuentran 
sustancias protectoras de secado y compuestos que 
tienen un efecto osmoregulador sobre el mrcroor­
ganismo Tales protectores son principalmente sus­

tancias que protegen la integndad de la membrana 
celular durante el proceso de deshidratación Este 

efecto fue reportado por Jackson et af., (2006) quie­

nes evaluaron diferentes formulaciones del hongo 

entomopatógeno Paecilomyces fumosoroseus con 

el propós1to de aumentar su tolerancia a la dese­

cación y su estabilidad durante el almacenam1ento. 
Los autores observaron un aumento significatrvo 
de la viabilidad de las blastosporas del hongo al ser 
almacenado durante 12 meses a 4 OC y -20 OC, res­
puesta que atribuyeron a la adición de protectan­
tes, como la leche descremada, a la formulación del 
broplaguicida; a drferencia de ello, los conidios sin 

formular presentaron una disminución drástica en 

los porcentajes de germinación a partir del segundo 

mes de almacenamiento, llegando a obtener valores 

cercanos a 20% 

Compuestos de tipo poliol, denominados solutos 

compatibles, son comúnmente utilizados como 
protectores de secado Estas sustancias son acu­
muladas por 1as células permitiéndoles mantener e 
equilibrio osmótico Intracelular, la integridad de las 
proteínas y proteger los organelos. Dichos solutos 

son generalmente azúcares o alcoholes que están 
relacronados con la tolerancia del mrcroorganismo 

ante el estrés osmótico que se puede generar en el 
proceso de elaboración del bioplaguicida (Abadías 

et al., 2000) 
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Figura 3. Cinética de la germinación de los conidios 
de T. koningiopsis Th003 formulados y s1n formular, 
durante 18 meses de almacenamiento 

1 ~ 

. . ~ 

33 



~~~-==---.:~: .... :;~~ /: -::~~: :"~::~_::_::-_:;-~~ ... ::~:;:;-;::~;;:~~-~:;.:%:-::-:-;-=..:--~,...,,....: __ ---:~:~~:::~;::~:/~::~::~::-:-.- ::: ::=----~~~<_; =·: 
L•wmNltt .11 ,_.., \lftrl .... e:M.U 4 ...... dll i"t'4 ....,."'~~,. -...n1J 
~ ~ ·w .,, • l .. uth•~ • ~ ,.._ ~., ru,...rd,.,. ~.,.. ~\J..·I,...f\l'tijf .,_,.lt~Wi llf.' 'f "".," ""' """*i 

Cuando el almacenamiento se realizó a 18 OC, el 
producto en polvo mantuvo estable su germinación 
durante 18 meses (Figura 3), obteniéndose valores 
de germinación que oscilaron entre 94,8% y 96.8%. 
Por el contrario, el tratamiento correspondiente a los 
con1dios sin formular presentó una d isminución pro­
gresiva de la germinación a partir del sexto mes de 
estar almacenado hasta obtener una germinación 
de 4,2% 1 u ego de los 18 meses. 

Las muestras de bioplagu1cida conservadas a 28 oc 
mostraron una reducción en la capacidad de germi­
nación de T koningiopsis tanto formulado como sin 
formular (Figura 3) Los conidios s1n formular presen­
taron una disminución en su germinación de 93 6% 
después de seis meses de almacenamiento Sin em­
bargo. luego de 1ncubar las muestras por 36 horas 
se alcanzó una germinación supenor a 95%, lo que 
sugiere, al igual que cuando se guardaron a 18 oc, 
que el microorganismo entró en un estado de laten­
Cia debido al almacenamiento a dichas temperatu­
ras. Para el bioplaguicida la germinación se mantuvo 
por encima de 80% hasta los seis meses de guarda­
do y a partir de allí ésta decayó drásticamente, pero 
fue superior a 80% al incrementar los tiempos de in­
cubación Algunos autores han establecido que las 
formulaciones de microorganismos requieren que el 
ingrediente activo (conidios del hongo) entre en un 
estado de latencia durante el almacenamiento para 
mantenerse estable y no pierda sus características 
fisiológicas y de actividad biocontroladora en el mo­
mento de su aplicac1ón (Murillo et al., 2003) 

La temperatura de almacenamiento es un factor crí­
tico que determina la conservación de la viabil idad 
y de la actividad biocontroladora de los bioplaguici­
das Resultados similares a los obtenidos en el pre­
sente estudiO fueron observados por Zahnf et al., en 
e1 2006, quienes evaluaron el almacenamiento bajo 
dos temperaturas de una formu lación a base de la 
levadura Cryptococcus nodaensís; los autores obser­
varon una viabilidad del principio activo entre 7,8 y 
8 Log UFC.g 1 cuando el producto fue almacenado a 
4 °(. mientras que a temperatura ambiente (25 °() 

provocó una reducción en el conteo de unidades 
formadoras de colonia hasta valores inferiores a 5 
Log UFC g·1 luego de 14 semanas. 
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Factores ambientales como !a temperatura y la hu­
medad relativa determinan en gran medida la vida 
úti l de los b1oplaguicidas; es así como temperaturas 
de 40C y humedades relativas cercanas a 12% man­
tuvieron alta la viabilidad y la actividad biocontrola­
dora de una formulación granular a base de Alterna­
rla alternata durante 20 meses de almacenamiento; 
esta misma formulación al ser conservada a 20 OC 
presentó una reducción significativa en su eficacia 
y viabi lidad luego de 12 meses.(Lawrie et al , 2002). 
Así mismo, el producto "Pesta': cuyo principio activo 
es Fusarium oxysporum Foxy 2, presentó una reduc­
ción de 32% y 21% en su viabilidad luego de seis 
y doce meses de almacenamiento respectivamen­
te, los autores afirmaron que la pérdida rápida de 
las reservas endógenas de carbono fue una de las 
posibles causas que ocasionaron baJos niveles de 
v1abilidad del microorganismo almacenado a 25 OC 
(Eizein et al., 2004). Al igual que en los ensayos an­
teriormente mencionados, Trichodermo koningiopsis 
Th003 mostró mayor viabilidad y vida útil cuando 
fue guardado a una temperatura de 4 OC, presentán­
dose una disminución en dichos valores a medida 
que se aumentó a 28 oc. 

En todos los tratamientos evaluados en el presente 
estudio se observó que al aumentar la temperatura 
de almacenamiento, aumentó el efecto deletéreo 
sobre la germinación, lo que indica que para incre­
mentar la vida útil de los protot1pos, estos deben ser 
conservados a la menor temperatura pos1ble 

Los resultados de las seis réplicas de la cinética de la 
germinación de cada tratamiento fueron sometidos 
a un aná'isis de regresión, a partir de cual se elaboró 
la línea de tendenCia y sobre ella se extrapoló la vida 
útil de cada producto. teniendo en cuenta una ger­
minación mínima de 80%. 

Los mayores tiempos de vida útil se obtuvieron 
con el prototipo en polvo almacenado a 4 oc y 18 
OC (Tabla 2) Por otra parte, la temperatura de 28 o( 

presentó un efecto nocivo sobre el microorganismo, 
obten1éndose una de vida útil de 3,7 meses para el 
formulado en polvo y de O meses para las esporas 
sin formular. Estos resu ltados evidencian el efecto 
protector que tienen los excipientes sobre el mi-

- ~ 
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Producto Temperatura de almacenamiento (•C) Tiempo de vida útil (meses) 

Conidios sin formular 4 

Conidios sin formular 18 

Conidios sin formular 2B 

Prototipo polvo 

Prototipo polvo 18 

Prototipo polvo 1& 

croorgan1smo, asegurando su estabilidad durante 
el procesamiento y almacenamiento, ayudando a 
su aplicación en campo, proteg1endo el producto 
de condiciones ambientales desfavorables y pro­
moviendo la efectividad del bioplaguicida sobre el 
agente blanco 
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Aunque la mayoría de b1oplaguicidas que se en­
cuentran en el mercado nacional e internacional 
deben ser preservados en condiciones de refrigera­
ción, a partir de los resu ltados del estudio se puede 
recomendar la conservación del prototipo en polvo 
a una temperatura promedio de 18 •c. 
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Teniendo en cuenta los resultados mostrados en e' 
capítulo 2 sobre producción masiva, selección del me­
dio de cultivo y condiciones de fermentación para I 
koningropsis Th003, en este estudio se evaluaron dos 
metodologías de fermentación para la produccrón del 
bioplaguicida a escala planta piloto. Se utilizaron equi­
pos diseñados en el Laboratorio de Control Biológico de 
Corpoica y se evaluaron la fermentación bifásica en un 
fermentador de tipo airlifty la fermentaoón sólida en un 
fermentador de bandejas estáticas. Después de optimi· 
zar las condic1ones y determinar la reproducib1lidad de 
!os procesos. el rendimiento promedio obtenido- medí· 
do ef1. camidad de conidios en el susuato por tiempo de 
fermentación (con•dios/Kg h) ·fue de 5 97x 1 O'conidios/ 
Kg.h y 142x10 'conidios/Kg h para la fermentación bi· 
fásica y sólida. respectivamente La fermentación sóliaa 
fue seleccionada como metodología de fermentación 
para T. konmg1ops1sTh003. Las operaciones en el proceso 
de formu•aclón del bioplaguicida polvo mojable (WP), 

así como la separación del pr ncipio activo. la mezcla 
con exciprentes y el secado, fueron también estandari· 
zadas a nivel planta piloto 

4.1 INTRODUCCIÓN 
Las oportunidades económicas y comerciales de los 

bioplaguicidas dependen en gran medida de su fa· 

cilidad de escalamiento Este es un mecanismo me· 

diante el cua l se trasladan condiciones y variables de 

apelaCión de un proceso en un equioo o sistema 

determinado, a otro de tamaño diferente (Gallego er 
al, 2.002). Con e\ esca\am:ento de ia producción de 

broplaguicidas se busca mantener las condiciones 

óptimas de crecimiento del microorganismo, la ge· 

neración y separación de metabol1tos y/o biomasa 

encontrados a nivel de laboratorio, obtenie'ldo re­
sultados similares en cuanto a rendimientos y pro· 

ductividades Para ei escalamiento se debe recoger 

ia mayor cant idad de información posible del pro­

ceso en condiciones de laboracorio; esto implica co· 

nocer la fenomenología del proceso y <actores tales 

como la temperatura. la concentración de nutnen­

tes. el pH y la activrdad del agua, entre mros Adicio· 

nalnnente, con los datas experimentales ge.'lerados 

se deben realizar balances de materia y determ'rnar 

los rendimientos er términos de cantidad de micro· 

organismo por sustrato y cant idad de sustrato por 

producto ñnal (Duarte, 1995) Teniendo en cuenta 

estos aspectos, para el escalamiento a nivel planta 

piloto de la producción de; bioplaguicida a base de 
T. kon¡ngioosis (Th003), surgieron las operaciones y 
puntos criticas descritos en la figura l. 

Entre las técnicas de fermentación más estudiadas 

para la producción de hongos filamentosos se en· 

cuenaan la fermentación sólida (SSF), la fermentación 

surnerg:da (SmF) y la fermentación bifásrca (mezcla de 

SSF y Smr) Para los procesos de SSF los factores más 

importantes incluyen el tipo de sustrato, el microor­

ganismo, el contenido de humedad. el pH y la altura 

de la matriz sólrda. De otra par te en la fermentación 

sumergida (SmF) para hongos filamentosos los facto· 

res más descacados por comrolar, son las condiciones 

reológicas de operación como la viscosidad, la densi­

dad, las velocidades de agitación, el pH y la concentra· 

ción de oxfgeno disuelto (Singhania et al, 2008) 

En el Laboratorio de Control Biológico del Centro de 
Biotecnología y Broindustria de Corpoica, tras varios 
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Figura 1. Esquema general del escalamiento de la producción 
del b•oplaguiclda a base del hongo T. konmgiopsis Th003 

estudios de evaluación del crecirr.iento compara tivo 
para la producc1ón masiva del hongo T koningiopsls 
Th003, se desarrolló un método ae proaucción rra­
siva eficiente en un medio sól100 codificado como 
SS 1 Sin embargo, !as cor.diciones del proceso de 
fermentación para este hon;;ro no habían sido es­
tandarizadas a nivel de p1anta pib to, por lo nnto se 
hizo 0ecesaria su estandarizcc;ón para la obtención 
de conidios del hongo bicconnolador. 

Una vez las condiciones de producción rr.asiva ae 
T koningiops•s ThO::J3 a escala piloto se estandari­
zaron, este principio activo fue formulado oara la 
obtención oe un b10p1aguicida e'l forma de polvo 
mojable (WP). Los operaciones unitarias de separa­
ción, mezcla, secaao y molienda fueron escaladas a 
nivel de planta p;Joto y la eficiencia de las m1sr:1as se 
evaluaron teniendo er. cuenta los puntos cr'ticcs de 
estos procesos (Figura 1 ). 

El esca,a mien'.:o de la producción a n1vel de planta 
p1loro fue rea lizado en la planta de biop!aguicídas 
ubicada en el Centro de :liotecnología y 8ioindustria 
de Corpoica Esta construcción cuenta con instala­
ciones adecuadas para la producción de bioplagui­
cidas a nivel semicomerml y equipos apropiados 

(--

para las operacio:~es de ferr:1entación, separación 
continua de principio act ivo, mezcla. granulación y 
secado También cuenta con áreas para e1 control de 
ca l,dad tarta de matenas primas como de produc­
tos en proceso y terninados. 

4.2 METODOLOGÍA 
4.2.1 Escalamiento del proceso de 
fermentación de I koningiopsis 
Th003 

Para la estandarización de la fermentación bifásica, 
inicialmente se efectuó la fermentación líquida de­
terminando las co'ldiciones óptimas para maxlm;­
zar la producción de conidios de Th003 en un fe r­
mentador de tipo a1M t. Este medio de cultivo fue 
el inóculo para la fermentación sól:da producida en 

L.n fermentador de bandejas Ambos fermentadores 
fueron diseñados y JUestos en marcha previame'lte 
en e' Laboratorio de Control Biológico de Corooica. 

Primera fase: fermentación líquida 
Preoorac:ón de! vrt'inóc_r/o 
A partir de cul :ivos en medio P8A con el hongo cre­
cido dL:ra'lte 7 días, se removieron los conidios me­
ciar, te la adición de 1 O mi de una soluc16n de Tween 
80 a O 1% (v/v). La susoensión de conidios obtenida 
se puso en un tubo estéril y se homogeneizó en un 
agitador vibratorio dura'lte 30 segundos A partir de 
esta suspersión m:~dre se rea lizaron diluciones se­
riadas en solución Tween 80 a O 1% (v/v) con el fin 
de lograr una suspensión en concent·ación de 1 xl01 

con1dios/ml 

Esta suspensión se i :~ocJ ió (2 5 mi) en Erlenmeyers 
de 125ml de capacidad que con:eníar. 25 mi del 
I'T'ed io de cul tivo estéril codificado como S~ 1 (Per.a. 
2002). Los Erlenmeyers se incubaron a 25oC con agi­
taCión constante (1 80rom) en un baño teri'T'ostata­
da Li ndberg 81ue' durante 24 horas TranscurridO 
este tiempo, se procedió al control de calidad del 
caldo de fermentación med.ante una coloraciór 
de Gram para detectar la pr<:>sencia de bacterias y 



Tabla 1. Prlnclpales caraaerlstlcas del fermentador airlift, diseñado en el Laboratorio de Control Brológko. 

Característica 

Volumen 

Tipo de lazo 

Relación altura d iámetro 

Tipo de distribuidor de aire 

Material d e construcción 

Descripción 

20 lrtros 

Interno 

Anular 

Acero inoxidable y vidrio -------
Tabl:a l. factores y n~les evalllitdos durante la fermentación liquida del hongo T.l<oolngropsisTh003 en un biorre<rctor airlift de 20 
litros. 

Factores Nivel bajo Nivel alto Variable de respuesta ----
Altura de la zona de ascenso 44.3 cm 55.1 cm 

Caudal del gas de entrada 0.5 wm 0.7Svvm 

0075%(v/v) O 1%(v/v) Concentroción de -- biomasa (micelio 
Volum en de antiespumante 15 ml 

de azul de Lactofenol para visual izar las estructuras 
fúngicas Posteriormente se lleva ron a cabo tres 
cambios de volumen suces1vos en Erlenmeyers de 
125ml, SOOml y 1 OOOml, manteniendo una relación 
volumen medio de cult'1vo a volumen del Erlenme­
yer de 1:5 . Los Erlenmeyers fueron incubados baJO 
las mismas condiciones ya descritas y las coloracio­
nes mencionadas fueron realizadas para verificar 
la pureza del cu ltivo y para observar microscópi-

Figura 2. Fermentador airlift utilizado para la producciór1 
del preinóculo de r: koningiopsisTh003 

20 m l principalmente, g/ll 

camente la morfología del hongo. Finalmente, los 
preinóculos se inyectaron a un fermentador tipo 
airli ft para la evolución de la fermentación liquida y 
la estandarización del proceso. 

Fermentación en biorreactor airlift de 20 litros 
El fermentador airlift (Figura 2) es un equipo neumá­
tico de contacto gas-líquido, en el que el gas (aire 
u oxígeno) cumple las funciones de agitación, con­
tribUCión a la transferencia de calor y suministro de 
oxígeno (Fiórez, 2002) 

En el diseño del equipo se tuvieron en cuenta pará­
metros como la geometría, el volumen del reactor, 
el tipo de ,azo, la relación altura diámetro, el separa­
dor gas-líquido, la instrumentación y por supuesto 

el material de construcción En la Tabla 1 se resumen 
las principa les característ icas del fermentador airwl1t 
diseñado en el Laboratorio de Control Biológico de 
CORPOICA (Fiórez, 2002) 

La selección de los factores y niveles por evaluar para 
la fermentación líquida de T koningiopsis Th003, se 
hizo teniendo en cuenta las ca racterísti e as relacio­
nadas con el equipo (altura de la zona de ascenso) y 
las condiciones físicas de la fermentació1 (caudal de 
aire y volumen de antiespumante) (Tabl3 2) 

- - --.. . - ~ . . . 
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Tabla 3. Matriz del diseflo experimental fa<:toriill fraccionado para la fermentación Uqutda del hongo T konrngiopslsTh003 en un 
bioneactor airlift de 20 litros. 

Altura de la ~ona 
FetmE'ntación de ascenso (cm) 

44.3 

2 ·l-3 

) 55.1 

•1 55.1 

S ~ 

6 6IU 

Para la estandarización se realizaron seis fermenta­
ciones, empleando un diseño experimental factorial 
fraccionado a la mitad (Tabla 3) Las evaluaciones 
fueron hechas al cabo de 48 horas de incubación 

4.3.1 Resultados fermentación 
bífásíca 1 primera fase 

Durante las fermentaciones llevadas a cabo se 
presentó una morfología mixta de T. koningiopsis 
Th003 con presencia de agregados de diversos ta­
maños; se observó un rápido crecimiento micelial 
que incrementó la viscosidad del líquido y cambió 
gradualmente el color del medio de crecimiento a 
medida que t ranscurrió el tiempo de incubación 
(48 horas) 

Efe ctos estandari zados 

Figura 3. Diagrama de Pareto para los factores evaluados 
durante la fermentación liquida en un biorreactor airlift 
Factores: A: Altura zona de ascenso, B: Caudal de aire, 
C: Volum~n de antiespurnante 

• • • 

Caudal df' i\ire (vvm) 

0.75 

075 

0.5 

042 

Volumen de 
antiespumante (mi) 

15 

"lO 

15 

:?0 

18 

De acuerdo con lo anterior, durante las fermentacio­
nes 1 y 2 en 1.as que la velocidad de agitación fue 
elevada (:?:0 75wm), el micelio libre fue la forma de 
biomasa predominante. Por el contrario, en las fer­
mentaciones 3. 4, 5 y 6 a velocidades de agitación 
bajas (~O Svvm), la forma de biomasa presente estu­
vo constituida en su totalidad por micelio en forma 
de agregados; sin embargo, en ningún caso se pre­
sentó una limitaCión de oxígeno ya que el d1sueltc 
se mantuvo en valores superiores a 50% con todos 
los caudales de aire evaluados. 

Los datos de peso seco obtenidos experimental­
mente permitieron comprobar la hipótesis de que 
los factores evaluados afectaron directamente la 
productividad del proceso de fermentación líquida, 
ya que las diferenciaS entre tratamientos presen­
taron una variación hasta ae 1 O 23% y al realizar el 
análisis estadístico de Jos datos empleando la prue­
ba LSD, con un 95% de confianza, se determinó que 
existieron diferencias significativas entre fermenta­
Clones Los mejores resultados en términos de bio­
masa seca (15.61 g/1) se consiguieron bajo las condi­
ciones definidas en la fermentación 4; éstas fueron: 
altura del riser: 55.1 cm. caudal de aire: O Svvm y vo­
lumen de antiespumante. 20m/ 

De ésta fase se concluyó que el cambio en la mor­
fologfa del hongo fue un elemento q~,;e influyó de 
manera negativa sobre la producción de biomasa al 
final del proceso, por lo que es necesario llevar U'l 

control exacto sobre las condiciones de incubación 
respecto a la etapa del precultivo, la temperatura y 

la agitación 

. . . . 
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De acuerdo con el análisis Pareto (Figura 3), ninguno 
de los factores presentó un efecto s•gnificat•vo sobre 
,a concentración de la biomasa obtenida después 
del procr•so de fermentaCión líquida Se pudo ob­
servar que el resultado más importante fue \a inte­
racción de los factores altura de la zona de ascenso y 

caudal de aire (AS) con un efecto negativo, mientras 
que el menor efecto lo presentó el caudal de aire y 

el volumen de antiespumante (BC) de forma tam­
bién negativa. En cuanto a \a combinación altura de 

la zona de ascenso y volumen de antiespumante su 
efecto fue positivo 

Segunda Fase: fermentación sólida 
Una vez conocidas las mejores condiciones para la 
producción de T koningiops1s Th003 en fermenta­
Ción líquida y utilizando este caldo resultante como 
nócu o, se evaluó la fase de fermentación sólda. 

Para esta segunda fase se utilizó el sustrato sólido 
codificado como SS 1. 

Existen tres grandes tipos de biorreactores para la 
fermentación sólida: el lecho empacado con airea­
ción forzada, el tambor rotatorio y las bandejas con 
sustrato estático (Gervais, eral 2003); a este último 
grupo pertenece el fermentador utilizado, situado 
en el Laboratorio de Control Biológico El fermen­
tador sólido empleado contiene una cámara en 
acero inoxidable que permite poner 47 bandejas 
separadas entre sí, cargadas con 1.1 kg de sustrato 
húmedo, con una capacidad de carga de 60 kg Tal 
fermentador tiene un sistema de control de tempe­
ratura de tipo proporcional On 1 Off y dos resisten­
das de 208 Watts para esterilización in situ 

Para determinar las condiciones óptimas de ope­
ración. se aplicó un diseño experimental simplex 
La elección de los factores se efectuó teniendo en 

cuenta 3 tipos de características: las relacionadas 
con el equ1po (número de bandejas), las condtcio­
nes físicas de la fermentación (temperatura) y las 
relacionadas con el hongo T koningiopsis Th003 (vo­
lumen de nóculo). 

Se eligió la temperatura debido a que es un fac­
tor clave dentro del proceso de fermentación 
sólida, así mismo está directamente relacionado 
con la actiV.idad metabólica del microorganismo 
y con la velocidad de crecimiento (Krishna, 2005). 
El volumen del inóculo líquido obtenido en el fer­
mentador airlift y aplicado al sustrato sólido es un 
factor 1mportante pues de su concentraCión final 
depende la velocidad de colonización del sustrato 
sólido (Krishna, 2005 y Pandey. 2003) La cantidad de 
bandejas empleada para llevar a cabo cada corrida 
expermenta' también es ·mportante puesto que el 
espacio entre ellas limita la entrada de luz al sistema 
(sustrato+microorgan•smo). La variable de respues­
ta escogida fue la concentración final de conidios y 
los niveles seleccionados para cada uno de los facto­
res se determinaron teniendo en cuenta los valores 
reportados por la literatura consultada para este tipo 
de procesos (Tabla 4). 

El sustrato sólido se inoculó con el caldo de fermen­
tación proveniente del biorreactor airlift y la tem­
peratura y el caudal de aire se ajustaron según las 
condiciones de fermentación establecidas 

4.3.2 Res u Ita dos fermentación 
bifásica 1 segunda fase 

la evaluación del proceso de esporulación del hongo 
se hizo al día 7 de fermentación. Los factores evalua­
dos durante la fermentación bifásica tuvieron diferen­
tes efectos sobre la concentración de conidios obte-

Tabla 4. Factores y niveles evaluados para la fermentación sólida del hongo T. konlngiopsis Th003 en un bioneactor de bandejas. 

Variables de estudio Nivel bajo Nivel alto 
---------------------------Temperatura "5 
-------- -------------------

Cantidad de bandejas 10 15 -------
Volumen de inóculo líquido 

----~----------------
110ml 220ml 

Caudal de aire inyectado Ovvm, 0.25vvm, O.Swm y 1 vvm ------

Variable respuesta 

Conc::entración de 
c::onrdios (conidios/g) 
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Figura 4. Representación grJfica de los efectos principales 
sobre la concentración de conidios de los factores evaluados 
l'n la fermentación sólida 

nida Al analizar por separado el efecto de los factores 
principales. se precisó que la cantidad de bandejas 
fue el que tuvo mayor influencia sobre la variable de 
respuesta. siendo éste un efecto negativo En segun­
do lugar de magn1tud se encontró el factor tempe­
ratura, el cual presentó un efecto positivo sobre la 
concentración de conidios, mientras que el tercer 
factor en orden de tamaño se refiere a la concentra­
ción del inóculo proveniente de la fermentación líqui­
da anterior y no presentó efecto alguno sobre la co­
nidiación del hongo T koningiopsis Th003 (F1gura 4), 

En función de estos resultados se concluyó que el 
volumen de inóculo empleado (en forma de micelio 
principalmente) no presentó un efecto significativo 

1,71x10" 

2 9,Boxw• 

3 2.79x109 

"1 9,84x108 

5 6,70x105 

6 1,13x109 

7 1,08x10' 

8 1 ,00xl0° 

Desviación estándar 

Promedio concentración 

Coeficiente de variaciÓn (%) 

:Opolto 

sobre la concentración de conidios obtenida al final 
de la fermentación bifásica, debido a que los nive­
les de los volúmenes evaluados fueron suficientes 
para cubrir de forma homogénea el sustrato sólido y 
permiti r asf una esporulación similar Sin embargo. la 
combinación del volumen de inóculo con el factor 
temperatura, mostró tener el mayor efecto negativo 
sobre la producción final de los conidios del hongo. 

La mayor concentración del hongo se alcanzó bajo 
las condiciones de temperatura de incubación de 
27 OC, Aujo de a1re de O vvm y 220 mi de inóculo 
(Tabla 5, Figura S). La concentración de conidios en 
las bandejas fue del orden de 109 conidios/g, siendo 
el valor maximo 2 79xl09 conidios/g y el valor pro­
medio de 1.29x 1 o~ conidios/g 

Después de 9 dfas de fermentación, divid1dos en 
2 días de fermentación líquida y 7 días de fermen­
tación sólida, la productividad promedio de la fer­
mentación bifásica fue de 5.97x1 o~conidios/Kg h 

Este valor es relativamente bajo comparado con los 
alcanzados por Kubota (1995) y Agosin et al. (1997) 
quienes obtuvieron valores de 6 Oxl O'c conidios/ 
Kg h y 1.4x1 011 conidios/Kg,h respectivamente, er 
fermentación sólida de Trichoderma harzianum. 

La baja productividad en la fermentación bifásica 
fue consecuencia del largo tiempo de fermentación 
(216 horas), que incluye la producción del pre inó-

log concentr¡¡oón 

' 3 

8,99 

9,45 

8,99 

8,83 

9,05 

9,03 

9,00 

0,19 

1,29x10° 

0,02 



Figura S. Crecimiento de T koningiopsis Th003 por fermentaCión 
bifásiCa. 

culo (48 ho1as), haciendo que la concentración del 
orden de 109conidios/g, encontrada al linal de la 
fermentación sólida. no sea sufiCiente para alcanzar 
una productividad superior a 1 Ox1 owconidios/Kg.h. 

4.2 1 2 Fermentación sóiida 

l a fermentación en estado sólido (SSF) se define 
como el cultivo de microorganismos sobre un so­
porte sólido humedec1do, un vehículo inerte o so­
bre sustratos insolubles que además pueden ser 
usados como fuente de carbono y de energía. Esta 
fermentación t1ene lugar en ausencia o con muy 
baja cantidad de agua libre (Holker eral., 2004). Es 
ut ilizada en varios bioprocesos como bioremedia­
ción, biodegradación de compuestos tóxicos y bio­
transformaclón de residuos agrícolas, así como en 
la producción de metabolitos secundarios como 
antibióticos. alcaloides, factores de crecimiento de 
plantas, enzimas, áCidos orgánicos, bíocombustibles 
y bioplaguicidas. Frente a la fermentación líqu1da, la 
sólida presenta rendimientos más altos para el caso 
de hongos filamentosos; esto se atribuye principal-

mente a que tal fermentaoón simula el hábitat natu­
ral del microorganismo (Pandey, 2003). 

la fermentación sólida de T. koning10psis Th003 se 
levó a cabo en el misMo fermentador sólido está­
tico de bandejas descrito anteriormente El sustrato 
fue el mismo que el utilizado para la fermentación 
bifásica, es decir el codificado como 551 pero con 
un pH ajustado a 4.0 (HCI 0.1 M), el cual reduce el 
riesgo de contaminación por bacterias y favorece la 
esporulación del hongo (Peña, 2002) 

Con el fin de estandarizar los procedimientos de 
fermentación sólida a escala piloto, y teniendo en 
cuenta los resultados encontrados en la fermenta­
ción bifásica en cuanto a la influencia del número 
de bandejas, se realizaron 4 lotes con 14 bande¡as 
cada uno El móculo se preparó a partir del hongo 
crecido durante 7 días en cajas de Petrí con med10 
de cultivo PDA, al cual se le adicionaron 10 mi de so­
lucrón estéril Tween 80 a O 1% (v/v) y se removieron 
los conidios. La concentración de la suspensión de 
estos fue ajustada a l.Oxl 07 conid1os/ml. 

A diferencia de la fermentación bifás1ca, donde la 
inoculación del sustrato se hizo desde la bomba de 
myección a través de boquillas de 1 mm. la Inocu­
lación del sustrato con T. konmgiopsis Th003 en fer­
mentación sólida se efectúo por aspersión directa, 
usando atomizadores de 500 mi los cuales permi­
tieron una aspersión homogénea de la suspensión 
de conidios sobre la superficie. BaJo condiciones de 
aseps1a se aplicaron 15 m1 de la suspensión para una 
cantidad aproximada de 1 5x102 conidios!bande¡a 
Posteriormente, las bandejas fueron Incorporadas al 
fermentador, donde se mantuv1eron en condiciones 
de 27 OC, una humedad de 60 a 65% y ausencia de 
inyección de aire 

Después de seis días de incubación se procedió a 
un muestreo al azar tomando S g del sustrato colo· 
nizado por cada bandeja. A estas muestras se les de­
terminó la concentración (conidios/g) por recuento 
en cámara de Neubauer y el contenido de humedad 
(%),usando una balanza halógena OHAUS MB 45 A 
los resultados se les njó el coeficiente de variación 
para verificar el n1vel de reproducibilidad entre rotes. 
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Tabla 6. Coefidentes de variación de la humedad{%) y concentración tinal (conrdios/gJ del sustrato esporulado para la fermentación 

sólida 

lote Coeficiente de variación para la humedad(%} Coeficiente de variación para la concentración {%) 

lote 1 

Lote2 

14.75 1.14 

15.69 2.60 

LDte3 1810 

Lote 4 

4.3.3. Resultados fermentación 
sólida 

En los cuatro lotes de producción se observó que la 
humedad del sustrato dentro del fermentador pre­
sentó variabilidad entre las bandejas para la variable 
de respuesta, dándose los menores valores en las 
bandejas cercanas a la resistencia del fermentador 
(Figura 6). Adicionalmente, los coeficientes de varia­
ción entre lotes fueron superiores a 10%, encontrán­
dose valores entre 14 75% y 1 8 44% (Tabla 6). Esta 
variabilidad en el contenido de humedad podría ser 
causada por el gradiente dentro de la cámara del fer­
mentador Resultados similares fueron encontrados 
por Cruz (2007) quien reportó un gradiente de hu­
medad al finalizar la fermentación entre 19% y 39% 

En cuanto a la concentración del sustrato colonizado, 
desoués de seis d las de fermentación en los cuatro lo­
tes, en la mayoría de los casos se encontraron valores 
superiores a 1 Ox l 09 conidios/g (Figura 7). mostrando 
una homogeneidad en el crecimiento del hongo en 
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F1gura 6. Humedad del sustrato colonizado por r. koning¡opsis 
Th003 en la fermentación sólida Las líneas sobre las barras 
representan la desviación estándar de los datos de humedad 
de cuatro lotes de fermentación (n~ 4). 

Tabla 7, Rendimiento en el proceso de fermentación sólida 
de T. konlnglopsls Th003. 

Lote Rendimiento SSF (conidios/kg hora) 

Lote 1 

Lote 2 

Lote 3 

Lote4 

;~ 

J 

o \~ 

9.15 X 109 

1.41 X 10 ° 
1,63 X 10'0 

1.93x10'" 

f 

11 

li 

,, 

• ~¡,¡ 

• lol~l 

• ~lt'l . ~ .. ~ 
J 

., h 

Tiempo detpuet d..r ""pl~nce (dlat) 

Figura 7. Concentración de conidios de T. koningiopsis Th003 en el sustrato colonizado en la fermentación sólida 
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la totalidad de los lotes evaluados Este crecimiento 
fue uniforme no sólo en la superficie del sustrato, sino 
también en su interior (F1gura 8). Al determ'nar los 
coeficientes de variación por lote (Tabla 7) se encon­
traron valores entre ell 14 y 2.60%, infer"1ores a 10%, y 
por lo tanto indicaron que la producción entre lotes 
fue reproducible en el tiempo. 

Al evaluar el rendlmíemo en los cuatro lotes en 
términos de conid1os/kg hora se encontraron valo­
res entre 9.15x1 09 y 1 93x1 0'0 conidios/kg hora, con 
un valor promedio de 1.42x10'J conidios/kg.hora 
(Tabla 8). Estos resultados son cercanos a los encon­
trados por Kubota (1995) y Agosin et al. (1997) quie­
nes reportaron rendimientos de 6.0xl010 conidios/ 
kg. hora y 1 4x1 01 con1dios/kg hora respectivamente, 
con T horzianum para fermentaciones sólidas con 
granos de maíz como sustrato. 

Al comparar los resultados de rendimiento de la pro­
ducción de con1dios, tanto en fermentación b1fásica 
(5.97x1 09COnldios/kg.hora) como en Fermentación 
sólida (1.42 x1 01' conidios/kg.hora), se concluyó que 
el proceso SSF presentó cerca del doble de rendi­
miento; este análisis permitió seleccionar la fermen­
tación SSF como el proceso estándar para la produc­
ción de la biomasa utilizada como principio activo 
del b1oplag uiCida a base de T. koningiopsis Th003 

Figura 8. Crecimiento de T. koningiopsis Th003 por fermentación 
sólida 

- -

4\6 

Un factor muy mportante es la propiedad hidrofóbica 
que exhiben 1os conid,os producidos en un sistema 
de fermentación sólda. determinado por la acumu­
lación en la pared celular de protefnas hidrofóbicas y 
compuestos como las tricorzianinas, que en conjunto 
repelen el agua Esto tiene g1an importancia para una 
rápida y persistente adherencia a la superficie de las 
plantas y de otros hongos que t1enen iguales propie­
dades de hidrofoblcidad (Jenk1ns etal., 2000). 

4.2.2 Escala mento del procese 
de for mulacion de 7: komn9iopsis 
th003 

Una vez se estandarizó la metodología de fermen­
taCión para la producción masiva de T. koningiop­
sis Th003, se desarrolló el escalam,ento, a nivel de 
planta p1loto, de la formulación del bioplaguicida 
diseñado como un polvo mojable (WP) teniendo en 
cuenta las operac1ones descritas en la figura l. 

Para d1cho escalam1ento se definieron los puntos 
críticos de cada una de las operaciones unitarias in­
volucradas. La importancia de esos puntos radica en 
el control que ejercen sobre los procesos, de manera 
que permiten definir s1 un lote terminado o en cur­
so es aprobado. Los puntos críticos del proceso de 
formulación fueron en su orden. el rendimiento de 
separación en peso de conidios húmedos por uni­
dad de biomasa procesada (g/kg), la concentración 
de la mezcla (conidios/g) y la concentración final 
después del proceso de secado (conidios/g) Para el 
escalamiento de las operaciones de formulac1ón se 
evaluaron cuatro lotes piloto de aproximadamente 
1 O Kg, y a los resu ltados encontrados se les determi­
nó el coeficiente de variación con el fin de evaluar la 
reproduc1bilidad del proceso 

Separación de los conidios 
Los conidios obtenidos en la fermentación sólida 
fueron separados por medio de un proceso de cen­
tnfugación continua. Inicialmente fueron apartados 
del sustrato mediante un lavado utilizando solución 
Tween 80 (O 1% v/v) y posteriormente filtrados a tra­
vés de una tela muselina La suspensión de conidios 
sin sustrato fiue alimentada con una bomba peristál­
tica (Pump dnve PDS006) a razón de 24 Uh hacia una 
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centrifuga continua (Carl Padberg 77933) cuya velo­

cidad promedio de operación fue de 27 000 rpm. 

La biomasa obtenida (conidios húmedos) fue pesa­

da y se determ·lnaron la concentración (conidlos /g) 

y la humedad (%). Al final de la operación se anotó 

el rendimiento en términos de g de con1d ios húme­

dos/kg de sustrato procesado para los cuatro lotes 

evaluados. 

4.3.4 Resultados escalamiento 
de la formulación 1 separación 

Los conidios húmedos obtenidos en los 4 lotes 

presentaron humedades entre 61 08% y 63 65% 

con una media de 62.36%. En cuanto a fa con­

centración se encontraron valores entre 1 Sxl o•c 

y 3 Oxl 0'0conid1os/g con un valor promedio de 

2.25x1 o•cconidios/g (Figura 9). Para lograr que el 

polvo mojable de T. konmgiopsis tuviera una con­

centración final de 1.0xl09conidios/g fue necesario 

part1r de conidios húmedos con una concentración 

mínima de l.Oxl 013conidios/g; en esa forma los cua 

tro lotes evaluados estuvieron dentro de este rango, 

con lo cual se garantizó que el producto final cum­

pliera con !os límites de aceptación establecidos. 

En cuanto al rendimiento en térm1nos de g de 

con1d1os/kg de biomasa procesada se observaron 

valores entre 73 20 y 84.40 g/kg (Tabla 8). Esta 

variable fue considerada como un punto cr:tico 

para el desarrollo de la operación de centrifugaCión 

ya que permite controlar el proceso y asegurar que 

no se tengan problemas con el equipo (centrífuga 

continua). con la inyección de la suspensión (bomba 

peristáltica) y con los tiempos de operación Teniendo 

en cuenta los valores obtenidos para estos cuatro 

lotes y los resultados previamente encontrados en 
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Figur~ 9. Concentración y contenido de humedad de conidios 
de T. koningk:Jpsis Th003 obtemdos después del proceso 
de centrifugación 

condiciones de laboratorio, se decidió establecer 

como límite un rendimiento de separación mínimo 

de 70 g de conidios/kg de biomasa procesada. 

Operación de mezcla 
Los conidios húmedos fueron mezclados con exci­

pientes que brindan al bioplaguicida fina l propieda­

des de desintegración y protección frente a los rayos 

ultravioleta del sol. Inicialmente, esos excip1entes 

fueron introducidos por cinco mmutos en un mez­

clador planetario; luego los conidios húmedos y 
agua estéril fueron adicionados en la marmita poco 

a poco Al final de la mezcla se tomaron muestras de 

tres puntos de la marmita con el fin de determinar la 

concentración (conid ioslg) y la humedad(%). 

El tiempo de mezcla ideal fue determinado evaluan­

do diferentes lapsos (10, 15 y 20 min) a la máxima 

velocidad de agitación. La distribución del m icrO­

organismo se determinó mediante eliM (Índice de 

Mezcla}, utilizando como t razador la concentración 

de conidios de T. koning1opsis en la marmita. 

Tabla 8. Resultados obtemdos en la operación de separac•ón para cuatro lotes de T. koningiopsis Th003 

Lote Concentración (conidios/g) Rendimiento {g conldios/ húmedos/kg biomasa procesada) Humedad (o/o) 

156xl01~ 7)..1.( 61.08 ,. 2 19 X 1 0'0 82.73 6'3.64 

3 1 51)( 10'0 fl4 "2 DJJJ7 

~ 1.99x 10'0 IJ1.30 62~ 



4.3.5 Resultados escalamiento 
de la formulación 1 mezcla 

En la Figura 1 O se observa que a los 1 O y 20 minu­
tos el índ1ce de mezcla está alejado del valor de 1, 

mientras que a los 15 minutos es igual o cercano a 1. 
es decir que los valores teóricos de la concentración 
de conidios y los determinados experimentalmente 
fueron muy similares. De esa manera un tiempo de 
15 minutos fue seleccionado como el tiempo óp­
timo de mezcla Este comportamiento también se 
observó en los demás lotes evaluados (Tabla 9) En 
cuanto a la humedad final de la mezcla no se en­
contraron diferencias significativas entre lotes, por lo 
que se estableció para esta característica un rango 
de aceptabilidad comprendido entre 43 y 45%. 

Para garantizar una concentración final de 1 Ox1 o~ 
conidios/g en el producto final seco. se determinó 
como límite de aceptación en el proceso de mezcla 
una concentración mínima de 6.0x1 08 conid1os/g 
en los tres puntos muestreados de la marmita Los 
cuatros lotes fabricados cumplieron con los límites 
fijados tanto de humedad como de concentrac:ón, 
asegurando así la homogeneidad del producto ob­
tenido 

Operación de secado 
El porcentaje d.e humedad es de gran importancia. 
ya que para que el microorganismo se encuentre 
en un estado de latencia es necesario almacenarlo 
a bajas humedades Para la mayoría de productos 
de control biológico se sugiere mantenerlos con hu­
medades inferiores a 10% (Surges, 2000) 

Para precisar el efecto de la temperatura sobre el 
porcentaje de germinación y la pérdida de hume­
dad de los conidios de T koningiopsisTh003, se eva-

1, 

1~ 

1~ 

rtempo {minuto•) 

-u 

Figura 1 O. fndlce de mezcla (IM) para el lote 1 de T. koning1opsis 
Th003 m muestra 

luaron cuatro cinéticas de secado a 27 OC. 30 OC. 33 
OC y 36 °( La cinética a 27 OC se mantuvo como 
contro l por ser ésta la temperatura recomendada 
en estudios previos rea lizados en condiciones de 
laboratorio. El cuarto de secado utilizado para las 
cinéticas presenta las siguientes características: di­
mensiones de 1 ,3x1 x2 m de alto, 41 cortinas mó­
viles para el paso del aire y contro ladores de tem­
peratura Autonics del tipo TZ4ST y TZN45 para un 
secado directo con aire, de HR promedio de 50% 
(Figura 11 ). 

Una vez iniciadas las cinéticas de secado, se toma­
ron dos muestras cada dos horas durante aproxi­
madamente 25 horas con el fin de determinar la 
humedad (%) y la germinación de los conidios (%) 

mediante las técnicas de pérdida de peso y micros­
copía respectivamente 

Tabla 9. Resultados de 1~ operación de mezcla húmeda de 41otes de T. koningiopsis Th003. 

Lote 

l 

4 

Tiempo de mezcla ideal (minutos) 

15 

15 

15 

15 

Humedad(%) 

44.96 

4318 

Concentración promedio (conidios/g) 

7 60x 108 

9.40 X 108 

831x10s 

921x10' 



Figura 11. Cuarto de secado de bandejas 

4.3.6 Resultados escalamiento 
de la formulación 1 secado 

Al realizar las cinét1cas de secado a las diferentes 
temperaturas (27, 30, 33 y 360C) se observó respecto 
a la pérd1da de humedad que a f'layor temperatura 
el producto se seca más rápido, hasta llegar a valores 
de humedad por debaJO de 6% (Figura l 2) Para lle­
gar a este valor se requirieron 17 horas a 27 OC y 17 5, 

l 

] 

l3 y S horas a 30 "(, 33 OC y 36 "( respectivamente. 
En cuanto a la germinación los resu ltados demues­
tran que con el aumento de temperatura la germi­
nación de los conidios se ve afectada negativamen­
te, acentuándose este efecto a mayores t1empos 
de exposición (Figura 13) A 27 o( después de 17 
horas de secado se presentó una reducción de la 
germ1nación en 5.1%, mientras que a 30 OC dismi­
nuyó 7 08% después de 19 horas A 33 ac la mer­
ma fue relativamente alta (1210%); no obstante, el 
mayor efecto se presentó a 36 °( ya que con sólo 5 
horas de secado tales valores se redujeron en 30% 
(Figura 14) la pérdida en la germinación a 30 oc 
no fue significativamente diferente comparada con 
la obtenida a 27 oc, por lo que estas temperatu ras 
podrían ser utilizadas en el proceso de secado. Las 
temperaturas de 33 oc y 36 °C no fueron recomen­
dadas para el secado, ya que aunque los tiempos 
fueron cortos, las pérdidas en germinación fueron 
superiores a 10%. 

Operación de Molienda 
Al producto seco obtenido se le disminuyó el ta­
maño de partfcula hasta obtener uno de 500 ¡.tm. 

12 

Tiempod<! secado (Horas) 

Figura 12. Efecto de la temperatura de secado sobrE! la diMmica de pérdtd<! de humedad del biopi<lguKida a base de T.lroning1opsis Th003. 
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ffgur~ 13. Efecto de la teolperatura de secado sobre la gennmación de los conidios de T. konlngiOpSIS Th003 en el bioplagulcida . 

El polvo resultante fue empacado en bolsas meta­
lizadas con capacidad de 500 g y selladas al vado. 
Finalmente, se llevaron muestras por duplicado de 
5 g de cada lote al laboratorio certificado (Biotécni­
ca') para realizar el control de ca lidad del producto 

terminado 

27 36 

Temperatura de >ecado re¡ 

F'¡gura 14. Pérdida de viabilidad de los conidios de T. koning(Opsis 
Th003 por efecto de la temperatura de secado a la que fue 
sometido el bloplaguicid~. 

4.3.7 Resultados escalamiento 
de la formulación 1 molienda 

Una vez terminados los procesos de producción del 
bioplaguiCida, cada uno de los lotes se sometió a pro­
tocolos de análisis de control de calidad. La concen­
tración de los productos finales se estimó mediante 
el recuento por triplicado en cámara de NeuBauer, 
mientras que la germinación (%)de los conidios for­
mulados se determinó después de 24 horas de incu­
bación en medio agar agua con el recuento de los 
conidios germinados comparado con el total 

Los controles de calidad de los lotes obtenidos se 
resumen en la Tabla 1 O. 

Al comparar los resultados de control de calidad de 
los lotes, se puede concluir que todos fueron apro­
bados en función de los límites de aceptabilidad del 
producto, los cuales fueron: una concentración final 
superior a 1 ,OxlO~ conidios/g, una humedad entre 3 
y 7 % y por ultimo una germinación superior a 80% 

después de 24 horas. 
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Latl' Concentración (conidioslg} Germinación (%) Humedad(%) 

l,Slx1o• 

., 1.58x109 

3 1.70xl09 

11 1,67 x10" 

4.4 CONCLUSIONES 

En la fermentación bifásica de T koningiopsis Th003, 

la combinación del volumen de inóculo con el fac­

tor temperatura, t1ene el mayor efecto sobre la pro­

ducción final de los con1dios del hongo, siendo la 

concentración promedio de 1.29x109 conidios/g la 

alcanzada para el mejor tratamiento. 
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DESARROLLO DE UN ESQUEMA 
DE MANEJO INTEGRADO 
DE LA ENFERMEDAD MOHO 
BLANCO DE LA LECHUGA QUE 
INCLUYE EL CONTROL BIOLÓGICO 
CON Trichoderma koningiopsis Th003 



<~ :;.:...-;,.-::;..::>;:- .-;::~~-:--:::-~.......::-/:-//:.::..:-::.-::-:;::.---.,..;.-:;:::/" 0~;:;: ;:::;-:~:..--_:...- :;.....:: ~--:::-:...-:~....-: -~-: -"'/:// 
,_.,. ....... ~ ...... ---..~ " ... ·-" ......... ~.~~.,._tt_.., ___ ~-----.. -~~ --

5.1 INTRODUCCIÓN 
En e\ mercado mundial la tendencia actual de la 
demanda se caracter'za por e' consumo de ali­
mentos limpios, de buena apariencia física y con 
óptimas cualidades organolépticas (M1n Ambien­
te, 2002). Al respecto, la legislación en varios paí­
ses exige una disminución considerable del uso de 
plaguicidas químicos, la Implementación de medi­
das fitosanitarias Integradas y de buenas prácticas 
agrícolas 

La enfermedad moho blanco de la lechuga causada 
por los hongos Sclerotinia sclerotiorum (L1b) de Bary 
y S minar jagger amenaza la sostenibilidad econó­
mica y ambiental del agroecosistema hortícola de­
bido a a magnitud de las pérdidas en rendimientos 
que ocasionan y al a to uso de fungicidas de síntesis 
quím1ca que el agncultor emplea para su control. 
tsta enfermedad es común en los muniop1os pro­
ductores de lechuga en la región Sabana de Occi­
dente en Cundinamarca, principal zona productora 
de Colombia 

Teniendo en cuenta las características de consumo 
en fresco de esta hortaliza, las tendencias al cambio 
en los hábitos que demandan alimentos libres de 
res 1duos de plagu1cidas y el contexto actual de las 
negociaciones comerciales internacionales, es nece­
sario dirigir esfuerzos de investigación, desarrollo y 
transferencia de tecnologías alternativas que forta­
lezcan la compet:tividad de los métodos de produc­
ción de lechuga en el país y en general de la cadena 
de horta'izas 

Una vía para reducir la entrada de 'nsumos en un sis­
tema de producción agrícola sostenible, consiste en 
implementar programas de manejo integrado de las 
enfermedades Los métodos para su control inclu­
yen el uso de moléculas químicas. control biológico 
con microorganismos antagonistas, control físico, 
prácticas culturales, siembra de cultivares resisten­
tes y medidas legales. En fitopatología se definieron 
los componentes que determinan el desarrollo de 
la enfermedad en el denominado "triángulo de la 
enfermedad' los cuales se interrelacionan entre sí, 

tales componentes son la planta hospedero, el pa 
tógeno y el ambiente (Agrios, 1988) La manipula­
ción de cualquiera de e los por el hombre como una 
estrategia de manejo, podría disminuir o controlar la 
enfermedad 

El uso de agentes de control biológico constituye 
una herramienta atractiva para el control de insec­
tos plaga y de fitopatógenos; en este jltimo caso el 
hongo Tnchoderma spp ha resultado eficaz para el 
control de diferentes patógenos en diferentes cu lti­
vos (Papavizas, 1985). 

Existen muchas vías oor medio de las cuales un 
microorganismo antagonista puede ejercer con­
trol contra un fitopatógeno blanco; la prevención 
de la infección por agentes de control biológico 
o la supresión de la enfermedad están basadas en 
\a resistencia inducida en la planta hospedero, la 
competición por nutrientes y espaoo, la antibiosis, 
el hiperparasitismo, la reducción de la habilidad 
saprofítica y de la diseminación de las esporas y/o 
de los factores de patogenicidad (Eiad y Freeman, 
2002). 

Elad y Freeman (2002) también afirman que las for­
mulaciones biológicas pueden serv·lr como medios 
alternativos de control si el las reducen la enferme­
dad hasta niveles económicos aceptables, sie ndo 
este el caso del bioplagu icida desarrollado a base de 
Trichoderma koning1opsis Th003. 

Algunas medidas para mejorar la capacidad de los 
agentes de control biológico para ser efectivos bajo 
diversas condiciones ambientales son: aplicarlos 
en mezcla o alternándolos con fung1c1das quími­
cos compatibles; aplicar más de un agente de bio­
control al mismo tiempo, con diversos modos de 
acción que sean complementarios (Shtienberg y 
Elad, 2002) o introducirlos en programas de manejo 
integrado, lo cual también ha sido objeto de inves­
tigación en Corpoica con el bioplaguicida a base 
de la cepa Th003 En tal sentido, en este capítulo se 
presentan los res u Ita dos de las investigaciones re a li 
zadas para generar una recomendación de uso de T 
koningiopsis Th003 para el control de la enfermedad 
moho blanco de la lechuga. 
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5.2 COMPATIBILIDAD 
DE Trichoderma 
konin_g_ioP-sis (Th003) 
CON( _PLP:GUICIDAS 
QU MICOS 

Magda Garcia M.Sc., Adriana Santos B.Sc., 
Andrés Díaz García M.Sc, Laura Villamizar D.Sc , 

y Alba Marina Cotes Ph D 

5.2.1 Introducción 

El bioplaguicida desarrollado en Corpoica a base 

del hongo Tnchoderma koningiopsis ha demostrado 

su versatilidad para ser aplicado para el control de 

patógenos foliares y del suelo, tanto en semillero 

como en campo en diversos cultivos de importan­

cia económica en Colombia. Sin embargo, el uso 

de bioplaguicidas en el contexto del manejo inte­

grado requiere que su eficiencia no se vea afecta­

da cuando su apl icación se hace en combinación 

o alternadamente con agroquímicos tales como 

plaguicidas .. fertilizantes y con otros agentes tales 

como biofertilizantes, extractos vegetales y otros 

bioproductos. 

Actualmente, los compuestos que 1nhiben la bio­

sfntesis de esterol (DMI por sus siglas en inglés) 

constituyen el 9rupo más importante de fungicidas 

quím1cos sistémicos en la agricultura (Figueras-Roca 

et al, 1996); la mayoría de dichos fungicidas impi­

den la demetilación C-14 de lanosterol o eburicol. 

Adicionalmente, en Colombia se aplican plagu cidas 

perteneCientes al grupo qu'mico de las carboxami­

das y su mecanismo de acc1ón está relacionado con 

la inhibición de la respiración celu lar del patógeno 

Por lo tanto, el objetivo del CJresente trabajo fue 

evaluar la compatibilidad in vitro de T koningiopsis 

(Th003) con los plaguicidas químicos comúnmente 

empleados en el cu ltivo de lechuga en la Sabana de 

Bogotá. 

lnvesticado:-es Laboratono de Control Biológico, 
Centro de B1otecnologia v 8iomdustri¡¡ • CBB, 
Co,por.aci6n Colomb•ana de h'I'JCstigadon Agropecuarra ~Corpotca 

km 14 vía Bogota.-Mosquera 
E-mall: lvtllamuar@corpo•ca ür¡ co 

t:Gi~ 

Dado el amplio espectro de los modos de acc1ón de los 
plagulcidas quím1cos usados comúnmente en Colom· 
bia, es posible que en condiciones de campo la activi­
dad biocontroladora de las formulaciones desarrolladas 
a base de r: koningiopsis, se vea dismmuida debido al 
efecto de los fung1c1das aplicados para el manejo de 
enfermedades. A pesar de esto, en la literatura científica 
son muy escasos los reportes de trabajos para determi­
nar la sensibilidad o la compatibilidad de microorgan­
ismos biocontroladores con los plaguicidas químicos. 
siendo por lo tanto muy valiosa toda la información 
generada acerca del efecto de estos p\aguicidas sobre 
el hongo T. koningiopsis. En este trabajo se eva luó el 
efecto de 13 plaguicidas químicos sobre el hongo T. ko­
ning¡opsis bajo condiciones de laboratorio y se encontró 
que solamente Validacin' y azufre presentaron mediana 
compatibilidad en la dosis más baja evaluada, mientras 
que los restantes fueron totalmente incompatibles en 
todas las concentraciones Estos resultados serán el 
punto de part1da para generar recomendaciones de uso 
y estrategias de apl,cación en campo del bioplagu1cída 
a base de r: koning1ops1s, que perrnitirán la reducción 
de la cantidad de q'Jímicos empleados y consecuent­
emente disminuir los riesgos concernientes a la resisten­
cia en los patógenos y a la residualidad en alimentos de 
consumo humano. 
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Fungicidas (Nombre, codificación) 

OrthoCides (Or) 

Validacin·• (Va) 

Aliette• (Al) 

Cobrethane~ (Co) 

Kocíde• (Ko) 

Score~ (Se) 

Carbendazim~ (Ca) 

Benomil• (Be) 

DifenoconaO!ol• (Di) 

Oxicloruro de cobre (Ox) 

Clorotalonil8 (CI) 

Metil-tiofanato• (Mt) 

Azufre (Az} 

5.2.2. Materiales y métodos 

Microorganismo 

El aislamiento de T koningiopsis Th003 fue obtenido 
del Banco de Germoplasma de Microorganismos 
con interés en Control Biológico de Corpoica 

Evaluación de la compatibilidad in vitro 

de T. koningiopsis con plaguicidas químicos. 

La compatibi lidad in vitro de T koningiopsis se evaluó 
en medio Saboureaud Sacarosa Agar (SSA), al cual 
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se le adicionaron los plaguicidas en estudio en tres 
concentraciones, equtvalentes a 100%, 50% y 25% 
de la dosis recomendada (Tabla 1) Los 13 plaguici­
das químicos evaluados fueron Orthocide', Aliette", 
Validacín", Score·. Cobretane", Kocide', Clorotaloníl', 
Difenoconazol', Metil tiofanato", Carbendazim", Be­

nomil', Oxicloruro de Cobre y Azufre en sus presen­
taciones comerciales. Con un sacabocados de S mm 
de diámetro se cortaron fragmentos de igual tama­
ño de medio PDA crecido con el microorganismo 
durante 8 días a 28°C Cada fragmento fue colocado 

jl 
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Figura 1. Efecto de los plaguicidas evaluadas (25% de la dosis recomendada), sobre el crecimiento radial de Trichoderma koningiopsis 
después de seis dlas de incubación. Tratamientos con la misma letra no son Significativamente diferentes entre sí. Tukey (t> = 95%). La 

codificación de las plagu1cidas corresponde a la Tabla l. 
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Figura 2. Efecto de los plaguicidas evaluados (SO% de la dosis recomendada), sobre el crecimiento radial de Trichoderma koningiopsis 

después de seis dlas de Incubación Tratamientos con la misma letra no son sk}níticativamente diferentes entre sí_ Tukey (a= 95%), La 
codtñcactón de los plagulcldas corresponde a la Tabla 1. 

en el centro de cajas de Petri con medios SSA con y 
sin plaguic1das. Los medios i"loculados con Th003 se 
·ncubaron a 28"C por seis días y a los O, 3 y 6 días se 
midió el radio de la colonia con un calhador digital 
Cada tratam1ento fue evaluado por tnplicado. 

5.2.3 Resultados y discusión 

Efecto de los plaguicldas químicos sobre la viabili­
dad de T. koninglopsis. 
Cuando se evaluó la compatibilidad del microor­
ganismo con los funguicidas a 25% de la dosis re­
comendada, se evidenció una disminución en el 
crecimiento radial de la colon1a en todos los plagui­
cidas Sin embargo, la prueba de comparación de 
medias de Tukey no detectó diferencias significati­
vas (P>O,OS) entre los ptagu1cidas Va 'idacin', Aliette' 
y azufre (Figura 1) Los demás fung1cidas causaron 
una inhibición significativa del crecimiento radia l de 
T. komngiops1s Th003 (P<O,OS). 

A la mitad de la dosis recomendada para los fungi­
cidas (500t6) se evidenció una tendencia similar y el 
microorganismo presentó un crecimiento radial me­
nor en presencia de los fungicidas en comparación 
con el control Sin embargo, la prueba de compa­
ración de medias de Tukey no detectó diferenc·las 
significativas (P>O,OS) entre tratamientos cuando 
se utilizaron los plaguicidas Va lidacin' y azufre 
(Figura 2). Los demás fungicidas evaluados inhibie-

ron significativamente el crec:miento radial del mi­
croorganismo (P < 0.05) {Figura 2). 

Los fungicidas Carbendacim', Benomil' y Metil-tiofa­
nato' en todas los dosis evaluadas, inhibieron total­
mente el crecimiento radial de T konlng1opsis. Este 
comportamiento está relacionado con el modo de 
awón de estos Ingredientes activos, los cuales in­
terfieren el proceso de división celular, permitiendo 
la germinación del microorganismo pero detenien­
do el desarrollo del tubo germinal lo que provoca 
irregularidades en la división celular y en algunos 
casos da lugar a células anormales. Los efectos ad­
versos de este tipo de compuestos en la división 
celular probablemente causan la Muerte del hongo 
(De Líl'\an, 1997). 

Al igual que en el presente trabajo, Kososki y cola­
boradores (2001) detectaron un efecto negativo de 
los fungicidas benomil, metil-tiofanato y clorotalonil 
a una concentración de 10ppm en el desarrollo del 
área micelial de Colletotrichum acutatum. Así mismo, 
Ponmurugan y colaboradores {2006) observaron 
una disminución gradual en el crecimiento radial de 
Phomopsls theae a medida que se aumentó la con­
centración de carbendazim en el medio de cultivo; 
los autores atribuyeron la supresión del crecimiento 
al efecto del fungicida, el cual inhibe la mitosis del 
hongo y de esta manera la división celular que de­

termina el crecimiento del microorgan1smo. 

- - -
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figura 3. E.fecto de kls plaguicidas evaluados (dosis n!Comendada), sobre el crecimiento radial de Trichoderma koningiopsis después 
de seis días de Incubación. Tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes entre sí. Tukey (95%), La codificación 
de los plaguícidas corresponde a la Tabla 1. 

Cuando se evaluó ra dosis recomendada (100%) 

para todos los plaguicidas se observó una dismi­

nución mayor en e' crecimiento radia en com­

paración al comportamiento presentado a 25% y 

50% de la dos1s. Este resultado indica que el efecto 

de estos productos de síntesis química aumentó 

directamente con la dos1s del Ingrediente act"1vo 

utilizada; es decir, que a mayor dosis de plaguicida 

mayor inhibrción del crecimiento del microorga­

nismo 

La prueba de comparación de medias de Tukey 

detectó diferencias significativas (P<O OS) entre el 

tratamiento control y los trece fungicidas evaluados 

(Figura 3), lo que derr~ostró que la adición de todos 

los productos al medio de cultivo, utilizando la dosis 

recomendada, afectó negativamente el crecimiento 

radial del mrcroorganismo. 

Los resultados de radio de colonia versus tiempo 

fueron sometidos a un análisis de regresión lineal. 

obteniéndose coeficientes de correlación superio­

res a 0,90, valores que sugieren que el crecimiento 

radial siguió una cinética de orden cero Con base 

en los resultados de regresión se determinaron las 

pendientes de cada recta, las cuales representan la 

velocidad de crecimiento radial en mm/día (Tabla 

3) Las velocidades establecidas para cada fungici­

da a las tres dosis evaluadas (25%, 50% y 1 00%) y el 

tratamiento control fueron sometidos a un análisis 

de vananza ANAVAy a una prueba de diferencia m·­

nima significativa (DMS) con una confiabilidad de 

95%. 

La velocidad de crecimiento radial de Trichoderma 
koningiopsis (Th003) tratamiento control, no presen­

tó diferencias significativas con respecto a la velo­

cidad obtenida para el tratamiento con azufre a las 

tres dosis evaluadas y con el plaguicida Validacin' a 

25% de la dosis recomendada. Estos resultados su­

gieren que el aislamiento Th003 de Trichoderma ko­
ning10ps1s fue compatible con el ingrediente activo 

azufre y podría utilizarse conjuntamente con dosis 

bajas del ingrediente activo Validacin' 

Las especies de Trichoderma son conocidas por ex­

presar reacciones diferenciales a grupos de fungici 

das (Sharma et al, 2001; Pandey et al., 2006). En este 

estudio también se ::>bservó un comportamiento 

similar. 

Se apreció que con Carbendazim', Benomil" y Me­
til-tiofanato' se presentaron los mayores niveles 

de inhibición, este fenómeno ha sido confirmado 

en numerosos estudios (Nallathambi et al, 2001; 

Desai er al., 2002; Singh et al, 2004; Nallatham­

bi et al, 2008) por lo que incluso se ha sugerido 

abandonar el uso integrado de Carbendazim' con 

T harzwnum, T viride y Gliodadium virens (Begum y 
Bhuiyan, 2004). 

. . ~ 
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Tabla 3. Velocidades de crecimiento in vitro de T. koningiopsis Th003. 

Tratamiento Dosis(%) Pendiente (mm/dfa) s.o. ,, 
100 2.29b 0,24 o,<:¡8 
so 1,86bc 0.73 0,92 
25 1,12 e 0,65 0,95 

Orthoode« Control 4,39a 0,46 0,95 

100 3,22 e 0,11 0,94 
so 3,60 be 0,29 0,90 
25 3,85 ab 0,26 0,92 

Validacln" (Va) Control 4,39a 0,46 0,95 

100 0,72d 0,06 0,95 
so 1,86c 0,14 0,98 
25 3,37 b 0,25 0,84 

Al iette• (Al) Control 4,39a 0,46 0,95 

100 1,72 b 0,48 0,95 
so 1,17 b 0,30 0,97 
25 1,75 b 0,38 0,97 

Cobrethane• (Co) Control 4,39a 0,46 0,95 
a 

100 0,33c 0,32 0,98 -
so 1,51 b 0,38 0,94 
25 1.85 b 0,32 0,98 

Koode• (Kol Control 4,39a 0,46 0.95 

100 1,47c 0,01 0,91 
so 2,09 be 0,40 0,99 
25 2,58 b 1,00 0,98 

Score" (Se) Control 4,39a 0,46 0,95 

100 Ob 1,00 
so Ob 1,00 
25 Ob 1,00 

Carbendazim• (Ca) Control 4,?.9 a 0,46 0,95 

100 Ob 1,00 
50 Ob 1,00 
25 Ob 1,00 

Benomil" (Be) Control 4,39a 0.46 0,95 

lOO oc 1,00 
50 0,66b 0,04 0,96 
25 0,99b 0,07 0,94 

Difencx:onazol• (DI) Control 4,39a 0,46 0,95 

100 oc 1,00 
50 0,66b 0,28 0,93 
25 0,99b 0,28 0,90 

Oxicloruro de cobre (Ox) Control 4,39a 0.46 0,95 

100 0,60b o m 0,98 
so 0,67 b 0,04 0,93 
25 0,65 b 0,06 0,93 

Clorotalonll• (CI) Control 4,39a 0,46 0,95 

lOO Ob 1.00 
so Ob 1,00 
25 Ob 1,00 

Metll-tiofanato~ (Mt) Control 4,39a 0,46 0,95 

100 3,50a 0,29 0,90 
50 3,67 a 0,33 0,90 
25 3,61 a 0,35 0,90 

Azufre (Az) Control 4,39a 0,46 0,95 

- -
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Con respecto a los fungicidas del grupo de las dicar­
boxam ldas (ta les como Orthocide") se produJO un 
efecto inversamente proporcional a la concentra­
<.ión usada con magnitudes de inhibición del creci­
m;ento de T. koningiopsís entre 70% con 625 ppm y 
44% con 2500 ppm, por lo cual se puede considerar 
medianamente compatible; Harman y colaborado­
res ( 1996) demostraron que T. harzianum es com­
patible con dicarboxamidas tales como lprodione· 
yVinclozolin". 

De otra parte, hubo ·1ncompatib1l1dad con el grupo 
de productos con oxicloruro de cobre (Incluyendo 
Cobrethane· y Koodel en todas las dosis evaluadas, 
con Inhibiciones del crecimiento entre 60% y 72% a 
las menores dosis y entre 60% y 100% con las dosis 
más altas; en contraste, Nallathambi y colaboradores 
(2009) reportaron toleranoa intrínseca de varias espe­
cies de Trichoderma con oxicloruro de cobre y Man­
cozeb (en concentraciones por encima de 500 mg/g). 

En conclus1ón, a part1r de los resultados obtenidos 
en el presente estudio se podría afirmar que la cepa 
de T. koningiopsís (Th003) fue incompatible con to­
dos los productos evaluados, a excepción de azufre 
y Val1dacin" a 25% de la dosis recomendada; lo an­
ter'lor probablemente se deba a que el microorga­
n·lsmo se ve enfrentado a una exposición forzada y 
drástica con los ingred ientes activos. Sin embargo, 
se recomienda realizar estudios en los cuales se 
evalúe el efecto m vivo de los productos químicos, 
usados habitualmente por los agricultores, sobre mi­
croorganismos b1ocontroladores, con el propósito 
de favorecer y desarrollar estrategias para el manejo 
integrado de los cultivos. 

5.3 PRUEBAS 
DE EFICACIA 
DE Tr.ichoderma 
koninqio~?,sis Th003 
PARA ""EL CONTROL 
DEL MOHO BLANCO 
DE LA LECHUGA 

Carlos Andrés Moreno Velandia M Se., Alexander Smith 
M ay 8 Se., Alba Marina Cotes Ph D. 

5.3.1 Formas y fre,uenc:las 
de aplicación del bioplaglliclda 

El objetivo de esta actividad fue seleccionar las for­
mas y frecuencias de apllcacrón de T. koningiopsís 
Th003, en el control de la enfermedad moho blanco 
de ra echuga 

~.3 l .' Metodología 

Ubicación 
Se realizaron tres experimentos independientes en 
condiciones de invernadero, con temperatura pro­
medio de 16 OC y HR promedio de 68%, en el centro 
de Investigación Tibaicatá de Corpoica, Mosquera -
Cundinamarca 

lnóculo patogénico 
Se utilizaron los aislamientos Sc/erotinia minar ScOOl 
y Sclerotinia sc/erottorum Sc002 respectivamente, 
obtenidos de cultivos comerc'ales de lechuga ba­
tavia en Mosquera y Funza (Martínez, 2007). Para 
la conservación de estos hongos se produjeron es­
clerocios en medio de cult1vo agar-papa-dextrosa 
(PDA), los cuales fueron colectados manualmente 
en condiciones de asepsia y se almacenaron en via­
les de vidlio a temperatura ambiente 

Para la producc1ón del inóculo patogénico de las ce­
pas de Sclerotinio, se inoculó un sustrato estéril de 
cebada perlada con discos de agar con crecimiento 

lnvestiRadOfes tabotatono de Control Biológico1 

Centro de 8rotecnoioera y 8joindustria- cae. 
Corpor.~cl6n Cclcmbrona deinvestigaciónA@ropecuarra-Corpo,ca 
Km 14 vra Bceotá-Mosquera 
E·mail: cmoreno~corpoica org co 

. . ~ - - . - -
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Tabla 1. Tratamientos evaluados en el experimento uno (Formas de aplicación del b10plaguidda WG a base de T. koníngiopsis Th003J 

Nó. Descripción del tratamiE!nto" Abreviación ..._ 

1 

4 

S 

Formulación WG de T. Qflllli')'Of'!il\ Th003 aplicadn en dr~nch ----
Formulación WG de T. koning1opsis Th003 aplicado di rectamente al sustrato (O .S 
g/planta) 

T. koningiopsis Th003 sin formular aplicado en drench 

Tbr;tgtl químico lBenom111 g/1; 30 mi/planta aplicado en drenchl 

Testigo absoluto (sustrato con inóculo patogénico; mnguna medida de control 
de la enfermedad) 

WG drench 

WGdirecto 

Th drench 

Benomil 

Tesrigo 

~ La concentrac:rón de T. konmgiopsls Th003 en las sus.pen.t.rones fue de (1 x, Oó conrdios/rní}, par~ jo cual se utilizó una da.sti de- ) g/J en el e .:oso de )LI 

formuladon La ap,l¡rac:iófl djTf"Oa de kl~ gránulos del b,op¡a_gUiDdd se hizo en Pl fondo ciel sltio de trasplante; los demás u~taml~fltm ~e ap\lcaron in me 

dlato.tmente de-spué~. empleando un vo,umen de \00 m,'matera para el caso del bioplagulcida y de 10 mi/matera para e, fu.ngicíd.,, ----

Tabla 2. Tratamientos evaluados en el expenmento dos (frecuencias de aplic<~ción del bioplaguidd~ WG a base de T. koningiop51S 
T/1003). 

No. 

1 

Descripción del tratamiento* 

El sustrato se humedeció con la suspensión WG Th0031100 ml/matera), luego se 
realizó el trasplante 

El sustrato se humedeció con la suspensión WG ThOO~ (1 00 mL/matera), luego 
se realizó el trasplante, 7 dias después se aplicó la suspensión WG Th003 con una 
frecuencia semanal 

El sustrato se humede<ió con la suspensión WG Th003 (lOO ml/matera), luego se 
realizó r:>l trasplante, 14 días después se aplicó la suspensión WG Th003 con una 
frecuencia quincenal. 

La formulación WG Th003 se incorporó en el sustrato antes del trasplante. 

La formulación WG Th003 se incorporó en el sustrato antes del trasplante, 14 
dfas después se aplicó la suspensión WG Th003 en drench con una frecuenc1a 
quincenal 

Testigo químiCo* (Benomil 1 g/1; 30 mi/planta a pircado en drench) ---
Testigo absoluto (sustrato con 1nóculo patogénico; ninguna medida de control 
de la enfermedad) 

Abreviación 

WGd at 

WGd at + d7 

WG d at+ dl4 

WGat 

WGat+d14 

Benomil 

Testigo 

'f./ funyidda ber1atrrf~ 5(' ilfJII<.ó sólo un.:J vez lnmechatamente de$pUé.$ del _t,_a•.;_P_Ia_n_t•--------------------

Tabla 3. Tratamientos evaluados en el experimento tres (Eficacia de dos prototipos de bioplagutcida a base de T. koningíopsis Th003). 

No. 

6 

Descripción del tratamiento" Abreviación 

Formulación WG de T. komng1opsis Th003 aplicado en drench* WG drench 

---------------------------Formulación WP de T. koningiopsis Th003 aplicado en drench WP drench - - ------------
Formulación WP de T. f..oningiopsis Th003 asperjado WP foliar 

Testigo Químico 1 (Procimidona 1 gil; 30 mi/planta aplicado en drench) 

Testigo Químico 2 (lprodione 1 ml/1; aproximadamer,te 5 mi/planta asperjado) 

Testigo absoluto (sustrato con inóculo patogéníco, ninguna medida de control 
de la enfermedad) 

Proc¡midona 

lprodione ---- - ---
Testigo 

~ Para ~s ap{icaciqnes- E!n dreo<.h se ulilfzó un volumen de 3DmJtplanta. la fr~cuenoa de aplicaoón para 1os t rc:uC~mi~nto\ biológteos fue cada do\ 

semanas. En et c.aso de k:)s rung1c1das. ~sto~ se ap~karon ¡nmedíaiamente de~pueco dcl trasplante y dos semdnas despue~ 

- ~ - - ~ ~ ··' . . ~ .. _- ~-- . -
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Figura 1 , Efecto de las formas de aplicación del hongo 
Trichodetma koningiopsis Th003 sobre la incidencia de la 
enfermedad moho blanco de la lechuga causada por Sclerotinia 
minor Sc001 El bíoplagliiCida WG llx109 conídiosigJ se 
usó en dosis de 1 g/L cuando se reconstituyó en agua o se 
apl"aron 0,5 g/planta cuando se colocó en el Sitio de trasplante 
directamente. Th003 también se empleó sin formular como una 
suspens1ón de conldios en concentración de 1XI06 conidios/ 
mL El fungicida Benomil (Benlate• 1 giL) se aplicó en d¡ench 
inmediatamente después del trasplante {30 mUplanta]. Los 
tratamientos se utilizaron una sola vez en e\ momento de\ 
trasplante 

micelial y formación de esclerocios (provenientes 
del segundo subcultivo después de la reactivación 
de las cepas); luego de dos semanas de creCimiento 
se separaron los esclerocios formados 

lnocutaclón 
Se utiliZÓ una densidad de 11 esclerocios para cada 
especie de Sclerotínia, seleccionada en la prueba de 
patogenic\dad descrita en el capítulo 1 de este do­
cumento El procedimiento de inoculación consist16 
en incorporar el inóculo patogénico al sustrato de 
s1embra; para esto se utilizó una mezcla de suelo y 
cascarilla de arroz (2: 1) ester'lízado en autoclave (20 
PSI/30 m in /90 "()_ El sustrato se dispuso en materas 
plásticas de 2 Kg de capacidad hasta 2/3 de su altura 
y en el tercio superior se agregó el suelo con los escle­
rocios incorporados aleatoriamente; posteriormente 
se trasplantó en cada motera una plántula de lechuga 
batavia var. Van Max de 4 semanas de edad 

Tratamientos 
Para las evaluaciones se utilizaron dos formulaciones 
a base del hongo T. koningiopsis Th003, un granula­
do dispersable (WG) y un polvo mojable (WP). En el 
experimento u no se comparó el efecto de las formas 
de aplicación del bioplaguicida WG en drench y de 
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los gránulos sin reconstituir en agua (Tabla 1). En el 
experimento dos se determinó el efecto de diferen­
tes frecuencias de aplicación del bioplaguicida WG 
a base de Th003 (Tabla 2). En el expenmento tres se 
comparó la eficacia de los dos prototipos de formu­
lación WG y WP a base de Th003 (Tabla 3) 

Diseño experimental y análisis de datos 
En los tres experimentos se util1zó un d1seño de blo­
ques completos al azar con cuatro repeticiones. La 
unidad experimental consistió en 1 O plantas de lechu­
ga, sembrando una por matera Se midió \a incidencia 
de la enfermedad moho blanco, expresada como la 
proporción de plantas con síntomas y/o signos. Al fi­
nalizar cada experimento se estimó la eficacia de los 
tratamientos con respecto al testigo absoluto con la 
fórmula [(a b)/a]*l 00 donde a es el valor de inCidencia 
en el testigo absoluto y b es el valor de la incidenc1a 
en un tratamiento. los datos finales de incidencia de 
la enfermedad fueron sometidos a ANAVA para deter­
minar efecros significativos de los tratamientos y los 
promedios fueron comparados mediante la prueba 
de T ukey con un nivel de confianza de 95o/o 

53 1 ) Rcsui tados 

Efecto de las formas de aplicación del 
bioplaguicida WG Th003 sobre el moho blanco 
La enfermedad moho blanco de la lechuga se apre­
ció dos semanas después del trasplante, con una 
incidencia inferior a 10% en todos los tratamientos 
utilizados para su control y tuvo un progreso signifi 
cativo en el testigo absoluto en donde se presentó 
el mayor nivel de enfermedad (40%) 52 días después 
del trasplante (Figura 1) 

Todos los tratamientos aplicados para controlar la 
enfermedad moho blanco redujeron significativa 
mente su incidencia. siendo el fungicida químico 
el que la dism1nuyó en mayor proporción (eficacia 
de 81o/o). La aplicación de T koningiopsis Th003 redu­
jo la mcídencia del moho blanco entre 31 o/o y 63%, 
siendo en este caso la forma de aplicación directa 
del granulado de Th003 el tratamiento con mayor 
eficacia (63%). m1entras que la aplicación en drench 
del bíoplaguicida presentó el menor porcentaje de 
eficacia (31 %) 
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Frgura 2. Efecto de las formas y las frecuencias de aplicación 
del bioplaguiclda Tr\coTec WG a base del hongo Trichoderma 
koningiopsis Th003 sobre la incidencia de la enfermedad moho 
blanco de la lechuga causada por 5 minor Sc001. En cada matera 
se inocularon 11 esclerocios del fitopatógeno Sclerot1nia minor 
ScOOI y posteriormente se trasplantó una planta de lechuga tipo 
batavia var. Van max de 4 semanas de edad El bloplaguicida 
[1x109 conrdlos/g) se utilizó en dosis de 1 giL ruando se 
reconstituyó en agua. El fungicida Benomil (8enlate• 1 giL) se 
aplicó en drench lnmedoatamente después del trasplante d: 
drench. at: ames eH!/ trasplante 7 y 14: dfas de periodicidad 

Efecto de las frecuencias de aplicación del 
bíoplaguicida WG Th003 sobre el moho blanco 
En este experimento la incidencia de la enfermedad 
fue mayor a la que se presentó en el experimento 
anterior y en un menor período de tiempo, ya que 

después de 49 dfas del trasplante, en el presente 
experimento la incidencia fue de 58% en el testigo 

absoluto. Los tratamientos evaluados para controlar 

la enfermedad causada por S. mrnor redujeron signi­
ficativamente su presencia (Figura 2) con niveles de 

eficacia de 30% a 96%, siendo el fungicida benomil 
el que generó el máximo valor de eficacia 

H>onn~ 
- W!'il<fl<, 

- 'lll'kll•' 
-~oomOOrla 

- ~r>Jor~ 

-~ 

TIPmpO des¡><Jé> del trasplante (dlas) 

Figura 3. Efecto de dos formulacrones a base de Tflchoderma 
konmgiopsisTh003 sobre la incidencia del moho blanco de la 
lechuga causada por ScleroCinia minar SeO O l . 

El empleo de la suspensión del bioplaguicida WG 
Th003 al sustrato antes del trasplante (Wg d at) con 

aplicaciones penódicas de 7 y 14 días, mostró los 

menores valores de eficacia en el control de la en­

fermedad, mientras que con la aplicación directa del 
b1oplaguicida al suelo antes del trasplante, o con una 

sola también antes del trasplante, se obtuvieron valo­
res intermedios de eficacia (57% a 61 %), coincidiendo 

con la tendencia observada en el experimento l. 

Eficacia de dos prototipos de bioplaguicida a base 
de T. koningiopsis Th003 
En este experimento los síntomas de la enferme­
dad se hicieron ev1dentes una semana después del 
trasplante de la lechuga y durante el desarrollo de 

la operación la incidencia fue más alta en el testigo 

absoluto, llegando a ser de 40% después de 57 días 
del trasplante. 

El fung,cida Procimidona· aplicado en la base de la 

planta (drench) inhibió completamente la infección 
por S minor ScOOl, en tanto que el fu ngicida lpro­
dione aplicado de forma foliar tuvo una eficacia de 
44%, inferior al control obtenido con la aplicación de 
los tratamientos b1ológicos (Figura 3). 

En contraste con lo observado en los dos experimen­

tos antenores. en el presente la aplicación del bio­

plaguicida WG Th003 en drench con una frecuencia 
quincenal, presentó el efecto más alto en la reducción 

de la enfermedad (75%) S1n embargo, el empleo del 
bioplaguicida formulado como WP Th003 mostró 
una eficacia de control significativa (Figura 3) 

5.3.2 Eficacia a el blo~lagUicrda 
en condiciones de cultivo 

El objetivo de esta actividad fue generar una reco­
mendación para incorporar el bioplaguic1da a base 

de T koningiopsis Th003 en el cult1vo de lechuga 

5.3 2.1 Metodología 

Ubicación 

Tres experimentos se realizaron en el lote 5 del Cen­
tro de Investigación Tibaitatá de Corpoica, Mosque­
ra y dos se adelantaron en el lote 1 de la finca Santa 
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Tebla 4. Tratamoento~ ~valuados en el primer experimento en Centro de Investigación. 

No. 

3. 

Descripción del tratamiento" 

La formulaCión WG Th003 se incorporó en el suelo antes del trasplilnte (en la 
cama de trasplante) 

La formulació n WG Th003 se aplicó en el fondo d e cada Sitio de trasplante 

La formulación WG Th003 se aplicó al voleo en la superficie de la cama des pues 
del trasplante 

Se utilizaron plántulas de lechuga que recibiero n el tratamiento biológico WG 
Th003 en el semillero 

Abreviación 

WGVoleo Pre 

WGSitio 

WGVoleo Pos 

WG Semillero ----
S 

( o 

7. 

Se utilizaron plántulas de lechuga s1n tratamiento biológiCO {testigo) 

La fo rmulación WGTh003 se reconstituyó en agua y se aplicó en drench con una 
frecuencia quincenal 

La formulación WG Th003 se reconsti tuyó en agua y se aplicó en drench con una 
frecuencia semanal 

Testigo 

WG Drench 14 

WG Drench 7 

Para incorporar el biop:agUICidll en t'l sueto se colocó en la superficie de ld cdma de stembra y COI11Jn tas\rilfo manual ')e re1navio, mezdarKlo ~si iCJs 

gránulm, para la aplicaCión locali1ada del hiopl<~guk1da sP utilizaron 0,5 g de p roducto en cada h oyo Para ;u empleo de form a d1rect.a se pusieron 2S g 

en cada C:.al'nd LiH ptAntulas tratadds con el biop laguic:ida duran teet ~emille•o recibieron dos aplica<: ione-s de la sus.pens.ión en toncentr¿¡,oón de lxHY. 

conidio!l.m 1 (d o>íS 1 g/L:1 J l010 7 y 21 días d@spués d@ la s•embra, ldS c.uales se reallzaror en d •ench lOn una regadera de J.ud•n eria (500 ml aproxrmada~ 
rnentei Par.:. ~f)fiCar en dren<h el p roducto taml)ien se usó una dosis de 1 giL m edian le- un<~ fumigadora dtl' ~palda operada con p.3lanca IGuarany·' l a k\ 

'ual se le ret•ro la boqwlfa y en cada pfanta alrr:odedOf de su ba!JP. sP hilo u roa descarg~ ~ la su~pen~tón (30 mll 

Ana, del agncultor Juan García, en la vereda el Corzo, 
municipio de Madrid, Cundinamarca. Estos dos sitios 
fueron seleccionados po rque en cultivos anteriores 
de lechuga se presentó la enfermedad moho bla n­
co 

Tratamientos del primer experimento 
en el Centro de Investigación 
Con el fi n de validar los resultados obtenidos con 
los experi mentos en materas, inicial mente en el 
Centro de Investigación se real1zó un experimento 

Tabla S. Tratamientos evaluados en el primer experimento en finca comercial. 

No. Descripción del tratamiento* 

Suelo sola rizado - Formulación WG Th003 suspendida en agua apio cada en 
drench (30 mU planta) inmediatamente después del trasplante, 7 y 14 días des­
pués Formulación WP Th003 suspendida en agua aplicada de forma foliar a los 

1 28 y 42 días después del trasplante- Remoción de plantas enfermas. 

2 Suelo solanzado 

•1 

El fungiCida Procimidona (Sumilex•, l g/L) se apliCó en drench inmediatamen­
te después del trasplante 30 mUplan ta; una semana después el fungiCida 
lprod1one (Torin"; 1 g/ L ) se ap licó de manera foliar; por último se aplicó el 
fungiCida Tebuconazole (Fo licur- 1 mL/L) de forma foliar a los 35 d ías después 
del trasplante 

No se emplearon medidas para el control de la enfermedad moho blanco. 

Suelo solanzado - Cobertura plástica sobre la cama d e siembra - Formulación WG 
Th003 suspendida en agua ap licada en drench (30 mL/ planta) inmediatamente 
despues del trasplante, 7 y 14 días después - Formulación WPTh003 suspendida 
en agua apli cada de forma foliar a los 28 y 42 días después del trasplante- Remo­
ción de plantas enfermas. 

Abreviación 

MIP 

Solanzación 

QuímiCO 

Testigo 

MIP cobertura 

'"Para la solanzaeton se levantaron las camas de siembra y lueg o se humede<IÓ el suelo med1ante nego por asper~16n ha~ta la capacidad deo c.:.mpo; 
finalmente se cubrieron co11 poliet1leno negro de callbre6, ~ujerando lo!> bo rd e-s del plástiCO a la b ase de la (..dma El pe11odo de solartzación en la finca 

comercial fue de 42 dlc;s Se utilízaron plan tu las de l~r:huSJa batdlvla var Grdndes Lagos. prodU<.1dat~ corwen<ionalmeote~n un sem~llert>(omerdal ).'sin 

tra tamiento b•ológrlO 
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para evaluar el efecto del b1oplaguicida WG Th003 

sobre la incidencia de la enfermedad moho blanco, 
incorporado en un esquema de manejo integrado 

en el que se incluyó la práctica de solarización del 

suelo (Tabla 4). Sin embargo, en este experimento 

no se presentó la enfermedad por lo cual se midió el 

rendimiento del cu ltivo. 

Diseño del primer experimento 

en el Centro de Investigación 

Se utilizó un diseño de parcelas divididas con una 

estructura básica de bloques completos al azar con 

cinco repeticiones La unidad experimental consistió 

en una cama de cultivo de l ,5 m de ancho po· 3 m 

de longitud (4,5 m2) en donde se trasplantaron 50 
plantas con distancias de siembra de 0.4 m x 0,4 m 
La unidad de muestreo consistió en 1 O pla ntas las 

cuales se pesaron individualmente. 

Tratamientos del primer experimento 

en finca comercial 

Este experimento se realizó en el segundo semest re 

del año 2008 (22 de julio a 11 de noviembre); se dise­

ñó un modelo de manejo integrado evaluado para el 

control de la enfermedad moho blanco de la lechuga 

En la tabla S se describen los tratamientos evaluados 

Diseño del primer experimento en finca comercial 

El diseño experimental fue el de bloques completos 

al azar con cuatro repeticiones. La unidad consistió 

en una cama de siembra de 1.7 m de ancho por 1 O 
m de largo (17 m2) en la que se t rasplantaron 106 

plántulas. Se utilizó un espacio de 2 m entre los blo­

ques en donde se sembró cilantro como barrera 

Durante el experimento se registró la incidencia de 

la enfermedad moho blanco de la lechuga y al finali­

za r el ciclo del cultivo se anotó el peso de las plantas 

cosechadas y se est imó el rendimiento 

Tratamientos del segundo experimento 

en el Centro de Investigación 

El fi n de este fue valida r los resultados obtenidos en 

el primer ensayo de la finca comercial En la tabla 6 
se describen los trata miemos evaluados. 

Diseño del segundo experimento 
en el Centro de Investigación 

Se ut ilizó un diseño de bloques completos al azar con 

cinco repeticiones La un1dad experimental consistió 

en tres camas de cultivo de 1.7 m de ancho por 5 m 

de largo (26 m2
) en las que se trasplantaron 159 plan­

tas de lechuga batavia var. Van max. con distancias 

de siembra de 0,4 m x 0,4 m La enfermedad moho 

blanco de la lechuga se presentó de forma natural 

cerca a la cosecha. pcr lo cual esta variable se midió 
una vez. También se determinó el peso fresco de la 

lechuga cosechada y se estimó el rendimiento; para 
esto la unidad de muestreo usada fue de 15 plantas 

El tiempo de solanzación en este experimento fue de 

94 días (desde ellO de Noviembre de 2008) 

Tabla 6. Tratamientos evaluados en el segundo experimento en el Centro de hwestlgaclón. 

tia Descripción del tratamiento 

Suelo sola rizado- Plántulas trat<~das con WG Th003 en el semillero- FormulaCión 
WG Th003 suspendida en agua aplicada en drench (JO ml/plaflta) inmed.a­
ramente después del trasplante, 7 y 14 días después- Formulación WPTh003 
suspendida en agua ¡¡plic¡¡da de forma foliar a los 28 y 42 días después del 

l trasplante Remoción de plantas enfermas. ----
El fungicida Procimidona (Sum1lex"; lg/Ll se aplicó en drench inmed.atamente 
después del trasplante 30 mLJplanta; una semana después el fungiCida lprodio­
ne (Tonn•: 1g/l) se aplicó de forma foliar; por últtmo se aplicó el fungicida Tebu-

:¡t conazole (Folicur" 1 mUL) de forma foliar a los 35 días después del trasplante 

3 No se aplicaron medtdas para el control de enfermedades moho blanco 

Suelo solarizado- Cobertura plástica sobre la cama de siembra - Plántulas trata­
d'•~ (Of'l v.'\'i T"t\liüJ en el $.!:11lllfh~lll • Fotmu14Cf61"\ WG TllOVJ $11~pHldiríll f'l) oi!JUI! 
.J!'hllUil Cll dtl.'nrn 131) 1 IÜpiiiOMI f11T•í•QI!iloi~!Tr!dl5f'i,.iet del U u: Pl.llll~ 7•Y 
1•1 dtbS.Oejpltb • F'\'Jmwl.~c~ •n Wlllr]QO' !.IPof •'l11.h 1q •• , , jl•,úlfllkilJ -d, '"TI113 

4 fall•r.~ JGS 21f.Y '11 dWó dll'SOII• • d~:l t ta'Qlliílll•• R!!<OIOi:iDII tl<>-phmf~P!11fl<rnms. 

Abreviación 

Químico ----
Testigo 

MIP cobertura 
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Tratamientos del tercer experimento 
en el Centro de Investigación 
Con el fin de validar los resultados obtenidos en el 
expenmento anterior en el Centro de Investigacio­
nes, el ensayo fue repetido conservando la ubicación 
de las unidades experimentales y los tratamientos 
(Tabla 6). Sin embargo, a diferencia del anterior, en 
los procedimientos MIP y MIP Cobertura se recolec­
taron los res1duos de la cosecha y se retiraron del 
área, mientras que en los otros dos tratamientos 
(Químico y Testigo) los residuos fueron incorporados 
en la cama de siembra cuando se hizo la labranza del 
suelo con azadón Aquí también se midió la inciden­
Cia del moho blanco y se estimaron los rendimientos 
de la m1sma forma a la descri ta para el anterior ensa­
yo. Este tercer experimento se llevó a cabo entre el 6 
de julio y el 5 de octubre del 2009 

Tratamientos del segundo experimento 
en finca comercial 

En este caso se validó el uso de T. koningiopsis Th003 
en el sistema de producción comercial de lechuga 
batavia Se utilizó la formulación WP a base del hongo 
antagonista, la cual se incorporó a las plántulas de le­
chuga var. Salinas y posteriormente se aplicó en el cul­
tivo a campo abierto, siendo este el tratamiento MI P. 

La primera aplicación de TricoTec WP en el semillero 
se realizó inmediatamente después de sembrado .. 
Esta práctica se adaptó al sistema de siembra utiliza­
do por el plantulador; el procedimiento consistió en 
llenar las bandejas con el sustrato húmedo (cascarilla 
de arroz quemada +turba) y poner la sem1lla en cada 
sitio dejándola expuesta (sin tapar); posteriormente 
se asperjó la suspensión del bioplaguicida WPTh003 
(1x10" conidios mL·'J y se aphcó riego por nebuliza­
ción para aumentar la humedad del sustrato; luego 
se apilaron las bandejas y se cubrieron con una lá­
mina de polietileno negro durante 24 horas, tiempo 
después del cual se cubrió la semilla con el sustra­
to Las siguientes aplicaciones del bioplaguicida se 
efectuaron en drench a los 7 y 21 días después de 
la siembra y una última aplicación foliar a los 30 días 
después de ella. El tratamiento biológico se le hizo 
a 75 bandejas (15.000 plántulas) y se dispuso de un 
número igual con plántulas de lechuga producidas 
de forma convencional (sin t ratamiento biológico) 

Las plántulas de cada tratamiento se trasplantaron a 
9 camas continuas, cada una de 1,7 m de ancho por 
50 m de largo (990 m1l. Las atendidas con MIP fueron 
tratadas con el bioplaguicida WP Th003 suspendido 
en agua (dosis 1 g/L) y aplicado en drench (30 mU 

planta aprox.) al momento del trasplante, una sema­
na y 2 semanas después del mismo, se realizaron dos 
aspersiones foliares, a los 33 y 42 días después del 
trasplante Mientras tanto, con el manejo convencio­
nal el agricultor empleó los fungicidas Procimidona e 
lprodione que usa corriente y periódicamente. 

Diseño del segundo experimento 
en finca comercial 
Se hizo en una parcela única para cada tratamiento 
(990 m2) y cada dos semanas se registró la incidencia 
de la enfermedad moho blanco de la lechuga por me­
dio de una red de cuadrantes de 1,7 m x 2 m (22 por 
cama) 

Análisis de datos de los cinco experimentos 
en campo 
Al finalizar cada experimento se estimó la eficacia 
de los tratamientos con respecto al testigo absoluto 
con la fórmu la [(a-b)/al"100 donde a es el valor de 
incidencia de la enfermedad en el test1go absoluto y 
b el valor de la incidencia en un t ratamiento. Los da­
tos finales fueron sometidos a ANAVA para determi­
nar los efectos signrfica tivos de los tratamientos y los 
promedios fueron comparados mediante la prueba 
de T ukey con un nivel de confianza de 95%. 

Primer experimento en el Centro de Investigación 
Dado que en el experimento no se presentó la enfer­
medad moho blanco de la lechuga, se midió el efecto 
de los tratamientos sobre el rendimiento del cultivo 
80 días después del trasplante. Se observó en general 
que la solarización del suelo tuvo un efecto positivo 
sobre el crecimiento de las plantas ya que en estas 
unidades experimentales el rendimiento fue mayor al 
obtenido en las camas no sola rizadas (Figura 4) 

Aunque los rendimientos fueron mayores en las 
unidades experimentales tratadas con el bioplagui­
cida. en comparación con el obtenido en el testigo 
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Figura 4. Efecto de lh.-flodermo koningiopsis ThOOJ y de la solarización del suelo sobre el credmiento de las plantas de lechuga 
expresado en térmmos de peso fresco. Las líneas ~erticales sobre las columnas muestran la des~iación estándar de los datos (n= 10) 

cuando el suelo no se solarizó, éstas diferencias no 
fueron estadlstlcamente sigmficativas. A pesar de 
ello se debe resaltar que la comb1nación de la so­
larización del suelo con la aplicación en drench del 
bioplaguicida WG Th003 arrojó los mayores rendi­
mientos del cultivo (70 ton/ha), mientras que en el 
testigo con suelo sola rizado el rendimiento fue de 
61 Ton/Ha, lo que representa en términos económi­
cos una diferencia en ingresos para el agricultor de 
6 millones de pesos, con un precio de venta pro­
medro de 3 mil pesos por docena de lechuga en la 
central mayorista 

Primer experimento en finca comercial 
Todos los tratamientos evaluados redujeron signifi­
cativamente la incidencia de la enfermedad causada 

por S. sclerotiorum (Figura SA), siendo el químico el 
que tuvo mayor eficaCJa de control (87%), seguido 
por la combinaCión de la solarización de1 suelo y el 
uso de T. konmgiops1s Th003 (68% a 74%) y por la so­
larización del suelo sola, que la redujo en 58%. Estos 
resultados sugieren un efecto sinérgico entre la so­
larización del suelo y el control biológico con Th003. 

Los resultados de cosecha permiten inferir un re­
sultado positivo sobre los rendimientos del cultivo, 
debido tanto al control de la enfermedad como a la 
promoción del crecimiento vegetal, ya que se obser­
vó que las plantas tratadas con T koningiopsisTh003 
presentaron los mayores pesos, los cuales fueron to­
davía más altos en las unidades experimentales con 
cobertura plástica (Figura 58) 

Figura S. Ef~cto de un esquema d~ manejo integrado de enfermedades sobre la incidencia d~l moho blanco de la lechuga causada 
por 5. sclerotiorum (A) y sobre los rendimientos del cultivo (B) a los 70 días d~spués del trasplante en la finca Santa Ana, Madrid 
(Cundenamarca). Las barras sobre las columnas representan la desviación estándar de los datos en torno al promediO 
(Incidencia n= 1 59; Rendimientos n= 15) 
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Figura 6. Are a experimenUII en la finca Santa Ana, vereda El Corzo (Mad nd), recién trasplantada y apotec1os de Sclerotinia sclerotiorum 
detectados a los 38 dfas después del trasplante. 

En este experimento se observó la formación de apo­
tecios de S. sclerotiorum cerca de la base de las plantas 
de lechuga, cubiertos por las hojas viejas a los 38 días 
después del trasplante (Figura 6). A pesar de esto du­
rante el ciclo de1 cultivo no se presentaron infecciones 
en la cabeza de as plantas sugiriendo que la enferme­
dad fue causada por esclerocios y no por ascosporas. 

Segundo experimento 
en el Centro de lnvestígacion 
La enfermedad moho blanco de la lechuga fue cau­
sada por el hongo S. sclerotiorum y los síntomas se 
hicieron evidentes al finalizar el ciclo del cultivo. La 
inCidencia de la enfermedad fue similar entre los tra­
tamientos MI P. Químico y Testigo con valores entre 
4% y 6%, pero fue más alta en el tratamiento donde 
se utilizó la cobertura plástica de la cama, con una 
inc1dencia promedio de 15% (Figura 7 A) Probable-

mente tal cubierta en estas un1dades experimenta­
les creó un microcllma favorable para el desarrollo 
de S sclerotiorum, tal como alta temperatura y hu­
medad constante del suelo. La eficacia de control de 
la enfermedad con el tratamiento MIP fue de 34% y 
con el químico fue de 21% 

Las infecciones del moho blanco en las plantas de 
lechuga se caracterizaron por presentar pudrición 
desde el cuello del tallo y de las hojas viejas hacia la 
cabeza de la planta, por lo cual se puede afirmar que 
fueron ocasionadas por esclerocios del hongo pre 
sentes en el suelo. Por esta razón también se podrfa 
decir que la solarización del suelo no fue totalmente 
efectiva, ya que su temperatura no fue sufiCientemen­
te alta para inhibir la germinación de los esclerocios, 
siendo de 35<>( la máxima y de 28<>( en promedio a 5 
cm del suelo, y más baja a mayor profundidad. 

Figura 7. Efecto de un esquema de manejo integrado de enfermedades sobre la incodencla del moho blanco de la lechuga (A) 

causada por 5. sderoriorum y sobre los rendimientos del cultivo (8} a los 83 dlas después del trasplante en el Centro de Investigación 

TibaitaU (Mosquera). las barras sobre las columnas representan la desviación esUndar de los datos en torno al promedio (Incidencia 

n= 159; Rendimientos n= 15} 
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A pesar de las pérdidas de plantas por el moho blan­
co con el tratamiento MIP Cobertura, se observó 
que Ja presencia de Ja cubierta plástica en el suelo 
favoreció el crecimiento de las lechugas, y que du­
rante todo el experimento éstas presentaron un ma­
yor tamaño en comparación con las de los demás 
tratamientos, teniendo al finalizar aquí los mayores 
rendimientos (Figura 78) 

Con el fin de validar estos resultados en un nuevo 
experimento y para estimar la densidad de inóculo 
que quedarfa en el suelo, dos semanas después de la 
cosecha se tomaron muestras de 3 plantas afectadas 
por S sclerotiorum y se realizó el conteo de esclerocios 
producidos por el hongo Se encontró que la mayor 
producción de ellos ocurrió en las plantas afectadas 
en las unidades experimentales de' tratamiento MIP 
Cobertura con 232 esclerocios en promedio, mientras 
que en los demás tratamientos la cantidad de esclero­
cios formados fue más baja y similar entre ellos (Figu­
ra 8) Posiblemente esto se dió debido a que el hongo 
que infectó las plantas de este tratam1ento encontró 
mayor volumen de tejido vegetal para desarrollarse y 
formó mayor cantidad de esclerocios 

Tercer experimento en el Centro de lnvestigacion 
En este experimento el nivel de incidencia de la en­
fermedad fue más bajo del que se presentó en el an­
terior, siendo rnferior a 1,5% en todos los tratamientos 
(Figura 9A). Posiblemente ese bajo nivel se debió a 
las condtctones secas que predominaron durante el 
desarrollo del experi mento (6 de Julio a 5 de Octubre 
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Figur¡, a Producción de esderocoos en las plantas de 
lechuga afectadas por el hongo S. sclerotiorum en el segundo 
experimento en el Centro de 1 nvestigación. 

de 2009), lo cual no favoreció el desarrollo del fitopa­
tógeno a pesar de que en los tratamientos Químico y 
Testigo se aseguró una cantidad de inóculo mayor al 
de los otros tratamientos cuando se incorporaron los 
residuos vegetales de la cosecha anterior 

Aunque no hubo una consistencia clara entre los re­
sultados de los dos experimentos en el Centro expe­
rimental para la variable de incidenc1a, el efecto de 
la cobertura plástica en el suelo sobre los rendimien­
tos sf mantuvo alta consistencia (Figura 98) y causó 
el mayor valor promedio de beneficio 

Segundo experimento en la finca comercial 
La enfermedad se apreció en las plantas de lechuga 
después de un mes del trasplante, afectando 0,3% 
de la población con el tratamiento MIP y 0,6% con el 
convencional. En este último se observó un mayor 
progreso de la incidencia de la enfermedad durante 

Figura 9. Validación del esquema de manejo Integrado de la enfermedad moho blanco de la lechuga en el Centro de lnV€stigadón 
Tibartatá (Mosquera). Incidencia de la enfermedad moho blanco causada por S. scleroriorum (Al y rendimiento del cultivo (BI 
registrados a los 91 dfas después del trasplante_ las barras sobre las columnas representan la desviación estándar de los datos en 
torno al promedio (Incidencia n= 159: Rendimientos n= 1 5) 

- . - - ~ - . - - ..__ - ~- .... _, . ·- - - . .__ ---'-- . -- . -.-- _. -- ' - - - - . - -

69 



~~ -:;::;-:::. ...--;"- ~.,..;:;. -:;;;:::. :/':::: --~ ~ - /"""/.::::- -,...--./ 
th,.lulilf~•~•ÚJ....,.,.l!ll!.letwa.MI*-;~, • .;,""'lll!'- -lltD)l 
~-~~~tllioct-.MllltU""'""-'m~tJtttll •l'-'llfr!tfl••fjf~~~!fi ....... ~""I'A!liS) _ 

todo el tiempo del experimento, llegando hasta 4,5% 
a los 62 días después del trasplante (ddt), en compa­
ración con la que se presentó con el tratamiento MIP 
que fue de 1,4% Aunque la presencia de la enfer­
medad fue moderada en el cultivo, estos va lores son 
consistentes con la 1nC1dencia que se presentó en el 
experimento de evaluación de estrategias MIP para 
el control del moho blanco, realizado en este mismo 
lote durante los meses de septiembre y noviembre 
de 2008 (primer experimento en finca comercial), en 
donde el testigo absoluto presentó la enfermedad 
en 4,4% después de 63 ddt. 

Con los valores obtenidos se calculó la eficacia del 
tratamiento MIP la cual fue de 70%, muy similar a 
la del MIP (solarización y aplicaciones del biopla­
guicida WG Th003) evaluado en el experimento an­
terior en este mismo lote, cuyo efecto fue de 74% 
Esto sugiere que las dos formulaciones (WG y WP) 
a base del hongo T. koningiopsis Th003 presentan 
consistencia en la efectividad de control sobre S. 
sclerotiorum. 

5.3.3 Efecto promotor 
e 1 • 1 1¡ 11 J t l 1 r L • 1 ftJgfop.~i5 
·en plant<•s de lechuga 

Bioensayo en el Centro de Investigación 
Con el fin de determinar el efecto del microorganis­
mo antagonista T. koningiopsis sobre parámetros de 

crecimiento vegetal, se llevo a cabo Jn experimento 
en condiciones de semillero donde se evaluó la pre­
germinación de las semillas de lechuga en presencia 
del hongo. su aplicación en el sustrato de siembra y 
en el período posterior a la siembra de esta hortaliza. 

Se utilizó como material vegetal semillas de lechuga 
tipo batavia var Van Max y se midieron las variables 
emergencia de plántulas, peso seco de la raíz y peso 
seco foliar. Para las variables de emergencia se eva 
luaron los tratamientos descritos en la tabla 7 

Para el de la pregerminación de las semillas éstas 
se sumergieron durante 1 O minutos en agua (trata­
mientos 3 a 6) o en una suspensión de conidios de T. 
koningiopsis Th003 (tratamientos 1 y 2), para lo cual 
se utilizó el producto WP en dosis de 1 O g/L (con­
centración 1 x1 01 conidlos.mL·1

) Luego las semillas 
se colocaron en una bolsa de velo suizo y esta en un 
recip1ente plástico con tapa con 200 g de cascarilla 
de arroz estéril y humedecida con agua, hasta con 
80% de retención de humedad, durante 8 horas en 
condiciones de temperatura ambiente (14 °() . 

Como sustrato de siembra se utilizó turba hume­
decida con agua (tratamientos 2,4 y 6) y con sus­
pensión del producto WP Th003 en dosis de 1 g/L 
(tratamientos 1, 3 y S) antes de llerar las bandejas 
de germinación. 

Para evaluar la variable de peso seco se combinaron 
los tratamientos descritos en la tabla 7 con la aplica-

Tabla 7. Tratamientos evaluados en el semiiiNo ubicado en el Centro de lnvestigadón. 

Descrip<ión del tratamiento 

Semilla de lechuga pregerminada en presencia de Th003 y siembra en sustrato 
humedecido con suspensión de Th003 

Semilla de lechuga pregerminada en presencia de Th003 y siembra en sustraw 
humedecido con agua 

---
Semilla de lechuga pregerminada s1n Th003 y s1embra en sustrato humedecido 
con suspensión de Th003 

Semilla de lechuga pregerminada sin Th003 y siembra en sustrato humedecido 
con agua 

Sem 1lla de lechuga s1 n pregermina r y siembra en sustrato humedecido con 
suspensión de Th003 

--------
6 Sem1lla de lechuga sin pregerminar y siembra en sustrato humedecido con agua 

Abreviación 

PS 

NPS 

NP 
----------------------
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Descripción del tratamiento Abreviación 

Semilla de lechuga pregerminada en presencid de TncoTec WP durante S hordS 
+sustrato de siemb•a humedecido con suspensión de TricoTec WP + Aplicacion 
de TricoTecWP en drench a los 7 y 14 días después de la siembra+ Aspersión de 
suspensión de TricoTec WP a los 21 días después de la siembra P1"hS , __ __: 

Semilla de lechuga convencional sembrada en sustrato de siembra humedecido 
con suspensión de TricoTec WP. ThS 

Semilla de lechuga convenCional sembrada en sustrato de siembra humedecido 
con agua, como lo hace corrientemente el plantulador +Aspersión del fungicida 
Flutolaníl (Moncut~) para el control de Damping off (Rhizoctonia) dos dlas 
después de la siembra+ Aspersión del fungicida Carbofurán (PrevKur•) para el 
control de m1ldeo velloso a los 21 días después de la siembra. Quí ----
Semilla de lechuga convencional sembrada en sustrato de siembra humedecido 
con agua. como lo hace corrientemente el plantulador +Aplicación de TricoTec 
WP en drench a los 7 y 14 días después de la siembra+ Aspersión de suspensión 

4 de TricoTec WP a los 21 días después de la siembra. 

ción de! producto WP Th003 en suspensrón (1 g/L) a 

los 14 días después de la siembra. 

Dise:io experimental y análtsis de datos 
Se usó un diseño completamente al azar con 4 re­
peticiones La unidad experimental fue una bandeja 
de germinación de 200 cavidades con 100 semillas. 
La unidad de muestreo para la variable de peso seco 
consistió en 40 plántulas tomadas al azar a los 30 

días después de la siembra. El porcentaje de emer­

gencia y el peso seco se some:ieron a un ANAVA y 
las diferencias entre tratamientos se determinaron a 

través de la prueba de Tukey (95%) 

Experimento de validación 
en condiciones comerciales 

Este experimento tuvo como finalidad va' idar ros re­
sultados de promoción del crecimiento vegetal ob­

tenidos en el Centro de Investigación Se efectuó en 
un invernadero de producción comercial de plántu­

las situado en el barrio El Diamante en Mosquera, 
Cundinamarca 

Para esto se seleccionó el tratamtento realizado para 
la pregerminación de la semilla de lechuga en pre­

sencia del bioplaguicida WP a base del hongo T ko­
ningiopsisTh003 y se comparó con el tratamiento en 
el que la semilla se sembró en el sustrato turba hu­

medecido con suspensión de WPTh003 (1 g/L), con 
un tratamiento en el que la semilla fue sembrada 

Th Pos 

convencionalmente y con otro en el que también 
fue sembrada así pero aplicando la suspensión des­

pués de la siembra (Tabla 8) 

En este experimento de validación se utilizó como 

material vegetal lechuga tipo batavia var Arizona 

Diseño experimental y análisis de datos 
Se adoptó un diseño completamente al azar con 4 

repeticiones. La unidad exper"1mental consistió en 

una bandeja de germinación de 200 cavidades con 
100 semillas de lechuga. La unidad de muestreo para 

la variable de peso seco consistió en 40 plántulas to­
madas al azar a los 30 d ías después de la siembra El 

porcentaje de emergencia y el peso seco se sometie­
ron a un ANAVA y las d"ferencias entre tratamientos se 
determinaron a través de la prueba de Tukey (95%) 

5 3.3.2 RFSUI!ADOS 

Experimento en Centro de Investigación 

La práctica de pregerminación de la semtlla tuvo 

un efecto positivo, ya que tres días después de la 
siembra, sólo con estos tratamientos se presentó la 

emergencia de las plántulas de lechuga y dos días 

más tarde fue más alta en comparación con los de­
más tratamientos. Tambtén se observó que la com­
btnación de la pregerminaCtón con la adición de la 

suspenstón de T. koningiopsisTh003 al sustrato antes 
de la siembra, aumentó la velocidad de emergencia 

. . 
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Figura 10. Efecto del uso del bioplaguicida WP a base del hongo Trichoderma koningropsrsThD03 sobre la emergenda de plántulas de 

lechuga El bioplaguKida fue incorporado a la superficie de la se m tila (Th) durante la ¡xáctica de ¡xegerminacion controlada (P) o se 

incotporó al sustrato de siembra previamente (S}. Como testigo se utilizó semilla de lechuga sin pregerminar (NP). Las barras sobre las 
columnas representan la desviactón estándar de los datos (n = 4) 

10 

Figura 1 1. Efecto de la incorporación del bioplaguicida WP a base de T. konlnglopslsTh003 en el semillero de lechuga sobre la 

acumulación de blomasa 30 dlas después de la siembra. Además de los tratamientos mencionados antes, se evaluó también la 

aplicación de la suspensión del bioplaguicida en drench a los 14 días después de la stembra. Las barras sobre las columnas indican la 
desviación estándar de los datos entorno al promedio (n= 40). 
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Figura 12, Efecto de Tnchoderma koningiopsis Th003 sobre 
la emergencia de plántulas de lechuga batavia var. Arizona 6 
días después de la siembra. PThS: semilla pregerminada con 
el bioplaguicida WP Th003 y sembrada en turba humedecida 
con suspensión de bioplaguicida;ThS: sem•lla sembrada en 
turba humedecida con suspensión del bioplagutcida WP Th003; 
Q: sem1lla sembrada de forma convencional sin tratamiento 
biológico Las barras sobre las columnas representan la 
desviación estándar de los datos (n= 10) 

de la semilla. dado que después de 5 días de la siem­

bra ésta fue más baja en los tratamientos donde no 

se pregerminó (Figura 1 O) 

En general, no se detectó ningún efecto signifi­

cativo de la adlc1ón del bioplaguicida WP Th003 

después de la siembra, sobre la acumulación de 

biomasa Los valores más altos de peso seco, tan­

to de la raíz como de las hojas de las plántulas, se 

presentaron en el tratamiento donde las semillas 
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se pregerminaron en presencia de Th003 y se sem­

braron en sustrato humedecido con suspensión de 

Th003 (Figura 11) 

Validación en invernadero comercial 

Después de 6 días de la aplicación se observó una 

emergencia similar entre los tratamientos evalua­

dos, aunque el empleo de T koningiopsis Th003 en 

las plántulas mostró una emergencia ligeramente 

más alta en comparación con la s1embra conven­

cional, estos valores no fueron diferentes estadíst i­

camente (Figura 12) 

Aunque con la vanable de emergencia no se detec­

taron diferencias importantes entre tos tratamientos, 

la práctica de pregerminación de las semillas de le­

chuga en presencia de bioplaguicida WP Th003 si 

mostró un efecto notorio para el peso seco foliar, ya 

que después de cuatro semanas de la s1embra esta 

variable presentó un valor significativamente más 

alto en comparación con los demás tratam1entos 

(Figura 13). No obstante, el crecimiento de la raíz de 

las plántulas de lechuga no se afectó por la presen­

cia de T. koningiopsisTh003 en la nzósfera 

5.3.4 Discusión 

En los experimentos real 1zados bajo condiciones 

semicontroladas. el uso de T koningiopsís Th003 

para controlar la enfermedad moho blanco de la 

• 11 

Figura 13, Efecto de Trichoderma koningiopsis Th003 sobre la acumulación de blomasa en plántulas de lechuga batavia var. Arízona a 
los 14 y 28 días después de la siembra PThS semilla pregerminada con el bioplaguocida WPTh003 y sembrada en turba humedecida 
con el bioplagUtclda en suspensión;ThS: semilla sembrada en turba humedecida con suspensión del bioplaguicida; Quí: sem1lla 
sembrada de forma convencional, aplicación en drench de Propamocarb (1 mUL) inmediatamente después de la siembra y 14 días 
después, ThPos· semilla sembrada de forma convencional y tratada con suspensión del bloplaguie~da a los 7, 14 y 21 días despues de 
la siembra. Las barras sobre lascolumnas representan la desviación estándar de los datos (n 100) 
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lechuga mostró alto potencial para incorporarlo en 
el cu ltivo. Aunque la aplicaoón directa del prototi­
po de bioplaguioda granulado presentó una efica­
cia más alta que la obtentda con la aplicactón de 1a 
suspenstón en drench, la viab,lidad para rea lizarlo 

en campo se debe analizar desde una perspecti­
va económica, ya que se necesitarían 32,5 Kg de 
producto para emplearlo de forma localizada en 1 
Ha de cultivo de lechuga; también resultaría una 
práctica dispendiosa, teniendo que invertir más en 
mano de obra. 

Desde el punto de vista técnico una opción para in­
corporar el bioplaguicida granulado en el cultivo de 
lechuga constste en hacerlo al voleo; stn embargo, 
de esta forma las postbilidades para que el hongo 
antagonista colonice la rizósfera de las plantas rápi­
damente son más bajas, comparada con ,a aplica­
ción localizada. 

Por las anteriores razones se debe procurar la uti­
lización de los equipos para fumigación y los de 
riego para introducir el bioplaguicida en el sistema 
de producción de lechuga. En este aspecto es im­
portante menc'1onar que la formulación WP Th003 
tiene mayor viabilidad para usarla en comparación 
con la formulación WG Th003, dado que ésta última 
ha generado problemas de taponamiento de filtros 
y boquillas en los equipos. Además, teniendo en 
cuenta que la formulación WP Th003 redujo signifi­
cativamente la enfermedad moho blanco, ésta fue la 
seleccionada para ser aplicada en campo 

Aunque lOS experimentos realizados en matera 
mostraron que las aplicaciones penód1cas de los 
bioplaguicidas en drench no redujeron la incidencia 
de la enfermedad tan eficazmente como los demás 
tratamientos evaluados, podría pensarse que ésta 
práctica aumentó la humedad del suelo en la ma­
tera y favoreció el crecimiento del fitopatógeno y la 
infección, fenómeno que se espera no se presente 
en campo. 

5 .. 3.5 Conclusiones 

El hongo antagonista T koningiopsis Th003 mostró 
alta eficacia de control de la enfermedad moho b1an-

co de la lechuga causada por el hongo fitopatógeno 
S. minar ScOO 1 en condiciones sem1contro,adas. 

La forma de empleo en drench de los prototipos 
de bioplagurcida WG y WP a base de T. konmg1opsis 
Th003 fue seleccionada para ser utilizada en los ex­
penmentos de campo 

El uso del broplaguicrda WP a base de T koningiop­
sisTh003 en un esquema de manejo integrado, que 
induye su aplicación en el semrllero de la lechuga 
y en el cultivo en combinación con la solarización 
del suelo, controló la enfermedad moho blanco de 
la lechuga y es una alternativa efectiva frente al uso 
convencional de fungicidas. 

5.4 RECOMENDACIONES 
DE USO DEL 
BIOPLAGUICIDA 
A BASE DE T koningiopsis 
EN CULTIVOS 
COMERCIALES 
DE LECHUGA 
Uso en semillero de lechuga 
Los resultados de las investigaciones realizadas mos­

traron que en el momento de la siembra el biopla­
gurcida WP a base de T koningiopsis Th003 puede 
incorporarse a la semilla mediante la práctica de 
pregerminaCtón controlada. Para esto se debe ut !i­
zar una dosis de 1 O g de• bioplaguicida por "tro de 
agua potable; 100 g de semilla se pueden sumergir 
en 200 mL de suspensión durante 10 minutos 

Como sustrato estéril para la pregerminactón duran­
te 8 horas se puede utilizar arena, escoria o cascarilla 
humedecidas hasta capacidad de campo (ver el ca­
pítulo de promoción de crecimiento). 

Los resultados también mostraron la conveniencia 
de combrnar la práctica de la pregerminación de la 

semilla con la incorporación del bioplaguicida para 
humedecer el sustrato de siembra o con la aplica­
ción en drench de la suspensión del bioplaguicida 
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en dosis de 1 g/Lde agua, a los 7 y 21 días y de forma 
foliar a los 28 días. después de la siembra. 

Uso durante el cultivo 
La práctica de solarización del suelo, prev1a a la 
aplicación del bioplaguicida WP a base de Th003, 
sería ideal para aumentar las posibilidades de co­
lonización del hongo antagonista en la rizósfera de 
las plantas de lechuga y reducir así las infecciones 
por 5. sclerotiorum y S. minar. Sin embargo, dado el 
esquema de uso del suelo en los sistemas de pro­
dumón de hortalizas de la Sabana de Bogotá, en 
donde el agricultor no deja descansar el suelo por 
más de dos semanas antes de 1nstalar un nuevo 
cultivo, se recomienda que el bioplaguicida sea 
aplicado en forma de drench inmediatamente des­
pués del trasplante Para esto se debe preparar la 
suspensión de WP Th003 en dosis de 1 giL y con 
una fumigadora de espalda dirigirla a la base de la 
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planta, aplicando 30 mL a cada una, accionando el 
gatillo de la lanza una sola vez y con su boquilla 

totalmente abierta 

Después de esto se recomienda repetir la aplicación 
en drench del b1oplaguioda a los 7 y a los 21 días 
después del trasplante y realizar dos fumigac1ones 
foliares a los 28 y 42 días después del trasplante para 
proteger la superficie de las hojas de las infecciones 
causadas por ascosporas de 5. sclerotiorum y por co­
n/dios de 8otryris cmerea. 

Teniendo en cuenta que el nivel de incidencia de 
la enfermedad depende de la densidad del ínóculo 
primario (esclerocios) de S. sc/erotiorum y S. minar en 
el suelo, se recomienda utilizar un fungicida para el 
contra de estos hongos fitopatógenos (Procimido­
na, lprod1one, Tebuconazole) cuando la incidencia 
de la enfermedad alcance un nivel de 5%. 

Los autores expresan sus agradecimientos a Martín Oíaz, auxiliar de campo del Laboratorio de Control Bi­
ológico de Corpoica por el trabajo realizado. 
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