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2l PRESENTACION

En el mercado mundial a2 tendencia actual de la de-
mancla se caracteriza por el consumo de alimentos
‘limpios’, de buena apariencia fisica y con Gptimas
cuzlidades organclépticas (Min Ambiente, 2002).
Al respecto, la legislacion en varios paises exige una
disminucion censiderable del uso de plaguicidas
guimicos, |2 implementacion de medidas fitosa-
nitarias integradas y de buenas practicas agricolas
(http/Awww eciorg.co/noticizs.html;
http//www.eurep.org/fruit/index_html).

El cultivo de lechuga (Lactuca sativa) es afectado por
una diversidad de patdgenos siendo las especles
Sclerotinia minor Jagger y Sclerctinia sclerotiorum
{Lib) de Bary los hongos que ocasionan as rmayo-
res perdidas economicas. Este hongo se puede en-
contrar en todas las dreas del mundo en donde se
produce lechuga tanto en campo abjerto como en
invernadero, produciendo pérdidas de plantas que
pueden oscilar entre 10% y 50% (Nico, eraf, 2001).
Las dos especies de Sclercrinia presentan alta simili
tud en los aspectos biologicos y morfologicos, pero
se diferencian en que 5 minor produce esclerocios
de mener tamano vy 5. sclerotiorum produce apote-
cios frecuentemente, fenomenc que para el caso
de S. minor ccurre raramente (Subbarao, 1998). En
el caso de |z regién horticolz Sabana de Bogoté oc
cidente, no se tiene conocimienta de la especie del
fitopatégeno mas predominante en Ias dreas de cul-
tiva, lo cual seria importante saber para determinar
los riesgos con respecto 2 la produccidn de indeulo
(esclerocios y ascosporas), aspecto relevante para
tomar decisiones de manejo de la epidemia;

La enfermedad moho blanco causada por Scieroti-
nio spp. presenta gran importancia dada su amplia

distribucion en Izs regiones temnpladas y tropicales
del mundo y las pérdidas que ocasiona en los cul-
tivos afectados pues reduce los rendimientos y la
calidad del producto cosechado. Dentro de este
aenero, Sclerorinia sclerotiorum es fa especie més
ampliamente distribulda v la que tiene mayor im-
portancia ecenomica (Zhou v Boland, 1998), ya que
tiene distribucion mundial y un rango de hospede-
ros de 408 especies vegetales de 75 familias dentro
de los que se encuentran frijol, cltricos, meldn, pa-
tilla {squash}, soya, tomate, lechuga, pepino, apio,
cilantro, repollo, brécoli, colifior, zanahoria, tomate,
pimentdn, papa, uva, girasol, alcachofa, esparrago,
remolacha y muchos cultivos ornzgmentales, entre
otras (Boland y Hall, 1994) citadoes por (Zhou y Bo-
land, 1998}, Par su parte, Sclerotinia minor se pre-
senta principalmente en zonas temperadas (Smith
et al, 1992) y tiene un rango de huéspades menor
que &l de S scferotiorurm que incluye lechuga, apio,
zanahoriz, soya, uva, girasel, mani y algunas pocas
planitas adicionales. La fuente de indculo primario
ce Scleratinia spp. la constituyen los esclerocios en
el suelo, los cuales pueden permanecer por varios
ancs y el micelio presente en los residucs vegetales
infectados de anteriores ciclos de cultiva (Jones, et
al 2004, 2004b)

La produccién intensiva de lechuga en los muni-
cipios de la regidn Sabana de occidente en el de-
partamento de Cundinamarca, se caracteriza por
la dependenciz exclusiva de fungicidas de sintesis
quimica cuyo uso es permitido en otros cultivos di-
ferentes, debido a que actualmente no existen va-
riedades resistentes a este patégeno (Young, et al
2004) Esta situacién es particularmente grave si se
tiene en cuenta el corto ciclo del cultivo de la lechu-



ga, que se consume como producto fresce y que
ademas, por no haber productos registrados para
este cultive, no hay perfodos de carencia definides
para la aplicacion de fungicidas. Justaments el exa-
gerado e indiscrirninade uso de fungicidas por parte
de los agricultores, aumenta los riesgos de contami-
nacion ambiental, de desarrollo de resistencia v de
residuslidad de ingredientes activos en el productio
de consumo

Dadas las tendencias de cambio en los hébitos de
CONSUMO PAr allmentos sanos ¥ el contexto actual
de las negociaciones comerciales internacionales, es
necesario plantear y dirigir esfuerzos de investiga-
cion, desarrelio v transferencia de tecnologias alter-
nativas que fortalezcan la competitividad del cultivo
de la lechuga en el pais

Dentro de las opciones para el manejo de la enfer-
medad moho blanco, los tratamientos fisicos al sue-
lo tales como la solarizacién han demostrado efecti-
vidad. Con esta t8cnica se logra desinfectar el suelo
al recubrirle con una lamina plastica de polietilenc
de un espesor entre 0.025 y C 1 mm durante un pe-
rindo de tiermpo comprendido entre 4 y 6 samanas,
pudiéndase efectuar riegos por debajo de la lamina
durante ese [z2pso. Asi se alcanzan temperaturzs de
450 & 50°C 3 una profundidad de 10 cmy de 38 &C
a 45°C & 20 crn, logrando destruir los esclerocios alli
presentes. (Shlevin et al, 2004),

Otra opcién promisoria para el manejo del micho
blanco es el control biclégico mediante la utiliza-
cion de bioplaguicidas, formulados a base de mi-
croorganismos antagenistas nativos. Sin embargo,
a pesar de |a biodiversidad existente en el pais, son
pocos los estudios desarrollados gue permitan ob-
tener dichos bioplaguicidas, como €l propuesto
en el presente trabajo, cuyo principio activo es una
cepa nativa del hongo Trichoderma koningiopss {an-
tes identificado como Trichoderma koningti) con de-
mastrada actividad previa en varigs pato-sistemnas
donde se han ebtenido resultados de control entre
50% y 70%. Es el caso de Pythium spiendens en fljol
y pepino (Jacomin et af, 1993): Rhizoctonia solani en
frijol (Mezui et al, 1994); Rhizoctonia solani en papa
(Beltran et al, 2007), R. solani y Fusarium oxysporum

fsp. lycopersici en tomate (Cotes et af. 2001); Botrytis
cinerea y Oidium sp.en tornate (Mareno et al, 2007);
Sclerotinia sclerotiorum en lechuga (Cotes et af, 2007)
y Alternario dauci en cilantro (Villamizar eral. 2004).
Dichos modelos han involucrade actividades a nivel
de laboratorio, pruebas experimentales en inverna-
dero baje condiciones controladas y en cultivos co-
merciales en campo ablerto = invernadero,

El logro de un bioplaguicida implica el cumplimien-
o de diversas etapas técnicas que aseguren la ob-
tencidn de un praducto segurg, eficaz y cenfiable,
Dichas pases comprenden &l aislamiento del micro-
Organismo y suU conservacion, la evaluacion de su
actividad biocontroladara, las investigaciones para
conocer |a ecologia, fsiologia y taxenomia del bio-
controlader potencial, el estudio de los mecanismas
de accidn implicados en dicha actividad, su produc-
cidn masiva, su formulacién. la determinacién de
dosls. las formas y frecuencias de aplicacion, la eva-
luacion del producto en campe. los estudios de im-
pacio ambiental v la caracterizacion molecular v/o
huella genémica del microorganismo para lograr su
posterior patentamients, cuande este proceso &pli-
que y dependiendo del pafs,

Unavez gue se han abtenido aslamisntos microbla-
nos con porencial para ser usados en central bio-
l6gice, es decir acuelles que no representan riesgo
de ser patégenos humanoy animales o vegetales
y aue, de acuerdo con lo que se conozca de ellos,
pueden ser usados en el control de un patégenc en
particular, se les debe evaluar su actividad biccon-
troladora, para lo cual se desarrollan inicialmente
bioensayos de laboratorio e invernadero gue permi-
ten identificar los aislamientos mds promisorios para
luego ser evaluados an campo. En esta dltima fase
se determinan sus tiempos de accidn y concentra-
ciones minimas efectivas y se definen tanta el tiem-
po come |a cantidad de indculo recesarios para lo-
grar un control efectiva del fitopatdgeno, cuando se
aphica en condicicnes de campa. Fsta informacian
complementada con el estudio de los mecanismos
de acclén involucrados en el contrel bicldgico, per-
mite cptimizar tante su emplee como los sisternas
de produccién masiva para obtener un indculo mi-
crobiano efectiva




De atra parte, basados en el conocimiento sobre
la ecologia y lz fisiologia se determina 2 efecto de
los factores medic-ambientales sobre su supervi-
vendia y propagacion natural v las condiciones ne-
cesarias para sk produccidn masiva En ésta dltima
etapa se busca producir altas cantidades de inécu-
lo a bajo costo y que preserve sus caracteristicas
biocantroladoras, pues frecuentemente durante
este proceso se produce una reduccion de su ac-
tividad o de su supervivencia en condiciones de
almacenamiento

Luego de tener un indcule mcroblano efectivo, se
somete a la fase de formulacion con el fin de mejo-
rar l2 eficacia del microgrganismao, yva gue permite la
aplicacién eficlente de éste, ademds se le confiere
tolerancia a las condiciones medic-ambientales de
campo y de almacenaje, ayudando a aumentar su
vida util En la primera etapa de preformulacién, se
define el sistema de entrega del microorganismo
(verbigracia: granulos, polvos, suspensionas cleosas,
etc): con la informacion obtenida se establecen los
parametros de inestabilidad a los que éste se enfren-
tara cuando sea expuesto a condicicnes de campo
y almacenamiento, se seleccionan los auxiliares de
formulacion que permitan la obtencién de prototi-
pas de bioplaguicidas con adecuadas caracteristicas
y se seleccionan los mas estables y eficientes Basa-
dos en los resultados de los estudios de preformu-
lacion, se desarrollan los estudlos de farmulacion,
cuyo objetivo es lagrar fa combinacion correcta de
los ingredientes de tal manera que el ingrediente ac-

tivo junto con los auxiliares de formulacion formen
un bioplaguicida estable, efectivo, sequia, de facil
aplicacion y aceptable para su uso. Este microorga-
nisma fermulado debe someterse tanto a estudios
de vida Uril para establecer por cuanto tiempo y en
gué condiclones de almacenamiento puede man-
lenerse viable v eficiente, como a evaluaciones de
campo para determinar su eficacia biocontroladera,
lo cual permite su registro, produccion industrial y
comercializacion,

En el presente frabzjo se presenta parte de los resul-
tados generados en los proyectos de investigacion
"Optimizacién tecnolégica y evaluacion de bioplagui-
ciclas a base de Trichoderma koningii para el control
de enfermedades en cultivos de tomate bajo Inverna-
dera" financiace gor COLCIENTIAS durante los ahos
2005 a 2007 y "Generacion de estrategias de mangjo
integrado de plagas en cultivos de lechuga, cilantro
y espinaca bajo esquemas de produccion limpia” fi-
nancizdo por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural -MADR- y ASOHOFRUCOL durante los afics
2006 a 2002 El bloplaguicida desarrollado a base de
Trichoderma koningiopsis para el control de fitopa-
tagenos del suela y foliares, en este caso se evalud
sobre Sclerotinia sclerotiorum y Scieratinia miner en el
cultivo de lechuga. Ademas, dada que para contralar
un fitopatégeno a5 necesarlo conocer su biologls,
ecologia y epidemiclogia, también se presentan los
resultados de |es estudios realizados en estos aspec
tos en condiciones de la regidn Sabana de Occidente,
Cundinamarca
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La lechuga es una de las hortalizas de mayor consumo
en Colombia; sin embarage, I3 incidencia de la enferme-
dad moho blanco ha reducids loz rendimientos del cul-
tive: En el pais es escase el conoaimiento de ias especies
del honge Scferorinia que causan esta enfermedad asi
coma de la respuesta del microorganismo a las molé-
culas guimicas comunmente usadas para su control
Teniendo en cuenta que conocer2st2 problema es fur-
damerital para tomar decislones de manejo, el prasente
trabaje buscd generar infarmacion ael sstado aclual de
la problemética del moho blanco de la lechuga. Para
€510 58 r=allzaon muestreos de plantas enfermas en
cultives comerclales en los municiplos de Funza, Ma-
drid v Masquera en donde se obtuvieron aislamientos
y se determing la especie del agente causal Se hizo el
sequirniento a la incidencia y se determing el patrén
de distribucién espacial de |3 enfermedad en campa

.Con los aislamientos del hongo se efectiio una prusha

de patogenicidad in vivo sebre plantas de lechuga Los
hangos S sclerotiorum ¥ 5. minor se observaron en los
cultivos muestreadosien /5% de estos se encontro 5.
sclerationdm, en 30% estuvo presente 5. mirar y en 25%
de los casos se hallaion |as dos especies La incidencia
de |a enfermedad varié de 5% a 4% entre las fincas
muestreadas y se vid que |a praduccién de esclerccios
en-el wejido vegetal fue mayar para 5. rminor. Aungue en
alaunos cultivos comercizles de lechuga se apreciaren
apotecios de S seleratiorum, [z distiloucién espacial dela
anfermedad fue agreaada para ambas especies Bl fun
gicida més utlizade por los agricultores para el contrel
de la enfermedad es ipredicne, pero en ningun cultive
¢ notd descenso o estabilidad de la egidemia: Por esta
razon se llevaron a cabo pruebas de susceptibilidad in
vitra en donde se cbservd que los fungicidas lprodio-
ne, Procimidona y Tebuconazole inhibieron totalmenta
el crecimiento e los aislamientos de S sclerofionum y
5. minor obtenidos, sugiriendo que existen otros facto-
res diferentes al hongo gue reducen |3 eficacia de los
furgicidas en campo. Los resultades ambign sugieren
gue se deben evaluar las formas, frecuencias y (&cnicas
de aplicacién de los funglcidas utllizados por los agri-
cultores v otros métodos de control altemnativos para
aumentar la eficacia sobre la enfermedad moho blance
de la lechuga,

BERTHERIYIIT & NUOTINE e

1.1 INTRODUCCION

El departamente de Cundinamarca representa un
area importante para la produccion de hortalizas en
el pais pues alli se realiza cerca de 72% de la produc-
cién de lechuga en Colombia (DANE, 2002), desta-
céndose en esta actividad la region Sabana de Qe
dente, cercana a Bogota, C En este departamento
se slermnbran al ano alrededor de 383 ha con lechuga,
con un rendimienta promedia de 22 t/ha (DANE,
2002, Sin embargo, el drea sembrada tiene |a ten-
dencia a aumentar debido al aumento en la deman-
da de sste alimento, cel cual una persona consume
0.52 Kg al anc en Colombia (Agrocadenas, 2003)

A pesar de [as buenas expectativas en lademanda, los
rendimientos en el pais son bajos comparados con
los obtenidos en Estados Unidos y Bélgica, principa-
les palses productores con 38 y 37 t/ha respectiva-
mente (FAQ, 2009). Esta pérdida en los rendimientos
se debe principalments 2 2 incidencia de |2 enfer-
medad moha tlanco, de la cual se conoce en varios
paises que s calsada por las especies oz hangos
5 sclerotiorum y 5. rinor (Subbarag et al, 1958), pre-
santes en todas 1as regiones del mundo donde se pro-
duce lachiga y gue causan pérdidas ecendmicas im-
portantes. En Califormia por ejernple, la principsl zona
productora de lechuga de los Estados Unidos, han
registrado pérdidas de 60% v se estima que debido a
esta enfermedad se plerden anualmente cercade 150
millones de dolares en el mundo (Davis er gf, 2002}

En Colombia son pocos los estudios realizados para
determinar la presendcia de estos dos patdgenos en
el cultivo ge lechuga y para cuantifcar las pérdidas
ocasionadas por los mismos, teniendo coma refe-
rencia solamente los estudics de eficacia realizados
en campe por Avila de Moreno (1991} y Smith (2007)
guienes encontaron una incidencia promedio de
46% a 68% en el testigo; y uns incidencia cercana
a 70%, seqan la comuricacidn personal de ur pro-
ductor de lechuga del municipio de Mosguera, cita-
da por Pérez (2003),

Aungue no hay mayor claridad sobre 13 ocurrencia
de las dos especies de Sclerotinia en el pals, en el




directorio de fitopatdgenos de Colombia, Buriticd
{1999) menciona la presencia del hongo S. minor en
Cundinarnarca, [ cual es importante en el presente
tema va que las especies 5, sclerotiorum v S minor
presentan diferencias en su biclogia. S. sclerotiorum
por ejemplo, tiene la capacidad de formar apote-
cios a partir de los esclerocios mientras que en S
minor esto no es frecuente (Abawi y Grogan, 1979;
Subbarao, 1998}, aspecto gue también implica dife-
rencias en |a epidemiologia de la enfermedad, que
a su vez deberia verse traducido en diferencias en |z
forma de control con respecto al Tipo, la eleccion del
sitio blanco y l2s epocas para tal control.

Ademas de |a falta de claridad en el conodimiento de
lzs 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 sinte-
sis quimica registrados ante el [CA para su uso en el
cultive de lechuga, los agricultores los utilizan con
frecuenciz y también que después de cuarenta ancs
de empleo no se han realizado estudios para medir
la sensibilidad de los fitopatdgenos a éstas molécu-
las. Teniendo en cuenta gue la importancia de tener
este conocimiento traerfa beneficios pare &l registro
y uso correcto de métedos de control, reduccion de
costos de preduccian y por consiguiente aumento
de competitividad para €l sector, los objetivos del
presente trabaje fueron precisar |a incidencia de las
especies de Sclerotinia en el cultive de lechuga en
los municipios de Funza, Madrid v Mosquera, cuant!-
ficar las pérdidas de rendimientos por causa de este
hongo y determinar la sensibilidad de aislamientas
del honge a fungicidas comerciales

1.2 METODOLOGIA

1.2.1 Determinacion clel agente
causal de la enfermedad moho
blanco de la lechuga

Para obtener aislamientos del agente causal del
moho biance se colectaron muestras de lechuga
(hajas, raices o plantas completas) con sintormas y
signos de la enfermedad, en 14 cuitivos de los muni-
cipios de Funza (3), Madrid (S) y Mosquera (6). Estas

muestras se procesaron en el L abaratorio de Control
Bioldgico del Centro de Biotecnoloala y Bioindustria
de Corpoica (Mosquera), se tomaron escleradios y
trozos de micelio que fueron inotulados directa-
mente en medio de cultivo PDA sintético suplemen-
tado con Cloramfenicol (250 ma/L; Merck). El medio
de cultive inoculado se incubé 2 25 9C hasta obser-
var crecimiento del micelio del hongo v se realizd la
purificacién de las colonias. Para la conservacién de
los aislamientos de las hangos se almacenaron es-
cleracios secos en viales de vidrio estériles Durante
el crecimientto de los aislamientos en el medio de
cultivo se realizaron cbservaciones de fas caracterfs-
ticas microscopicas y macroscopicas del hongo con
el fin de determinar la especie, teniendo en cuenta
las caracteristicas descritas por Hawthorne (1975)
para el caso de 5. minor, par Kohn (1973) para el caso
de § sclerotiorum y de Willets y Wong (1980},

1.2.2 Cuantificacion de pérdidas
por el moho blanco en cultivos
comerciales

Para cuantificar las epidernias, se registrd periodica-
mente la incidencia de la enfermedad en seis cultivos
comerciales de lechuga tipo batavia  campa abierto,
estableciendo dreas fijas de muestreo desde el tras-
plante, En tres de estos cultivos se utilizd una red para
la muestra con un area de 1.000 m? en el centro del
cultivo y en las otros tres se instalaron zleatoriamen-
e 20 puntos Ge muestren de 10 m de longitud (100
plantas aproximadaments) dentro de las camas de
cultivo. Mediante el programa Sigma plot se determi
né el models de crecimiento gue mas se ajustd ala
curva de Incidencia abtenida en cada caso.

1.2.3 Estimacion del patron
de distribucién espacial
de la enfermedad en campo

Los datos de incidencia de la enfermedad obtenidos
en los cultivos donde se utilizé la red de cuadrantes
para el muestreo, fueron utilizados para determinar
la distribucion espacial de la enfermedad El tamano
de los cuadrantes fue de 2 m de longitud paralela a
la cama ge cultivo y de 1,7 m de ancho (igual al an-
cho de |a cama). Para caracterizar el modelo espacial



de g incidenciz se aplicaron berramientas del ana-
lisis groestadistico, como los mapas de contomao y
los semivariogramas mediante 2| programa G5+ S0

1.2.4 Prueba de patogenicidad
de Sclerotinia spp. en plantas
de lechuga

Con &l fin de comgrobar [a patogenicidad de los
aislarnlenitos de Sclerotinta obtenidos v de estanda-
rizar una metodologla para reproducir |3 enferme-
dad en condiciones de invernadero, se selecciona-
ron dos aislamientos identificadas camo S mingr v
5 sclerobiorum v codificados como Sc007 v 52002
respectivarmente. Estos hongaos se multiplicarcn en
sustrato esteri| de cebada perlada (25 g) dispuesta en
Erlenmeyer de 250 mL suplementada con agua ges-
tilada (50 mbl, v se le adicionaron 5 discos (05 cm de
diametrol de medio de cultive POA can credimisn-
to del hongo. El sustrato de crecimienta inoculado
se incubo curente Una semana en condiciones de
oscuridad vy termperatura ambiente (15 2C), tiempo
despuss del cual s formaren esclerodios gue fueron
cosechades y secados durante una nora en una ca-
bing de flujo laminar horizontal Fsios esclerocios se
utilizaron cormo indculo para la prueba de patoge-
nicidad y se evalud el efecto de diferentes densica-
des (2, 5, 8 v 11 esclerocios) sobre 13 incidenca de
la enfermedad en plantas de lechugs sembradas en
materas can suslo (4 kgl Para inocular [os escleracios
se llend la matera hasia % de su capacidad, el 4 de
sustrato restante se mezcld con el indculo v poste-
riormente se adicions a la matera Finalmente se rea-

lizg el trasplante de pléntulas de lechuga tipo batavia
variedad Vanmax de 4 semanas de edad La unidad
experimental consistio en 10 plantas vy el cisefio
utilizade fue ef de blogues completos al azar con 4
repeticiones, Mediante ANAVA se determinaron los
efectas significativos de los tratamientos sobre |a
incidencia del menho alanca v se hicleron compara-
ciones de promedios de tratamientos medianta I3
orueba de Tukey (o= 0.05),

1.2.5 Determinacion
de la sensibilidad de aislamientos
de Sclerotinia a fungicidas

Can €l fin de determinar el estade de sensibilidad a
fungicides de aislamientos de S sclerctiorum ¥ S mi-
nor proverientes de cultivos comerciales, se evalud
el sfecto in wirro ge Benomil, Iprodions v Procimido-
na (ingregientes activos utllizados con frecuencia
er el cultive de lecriuga en la zona de estudi) y de
Boscalid, Kresoxirn-metll v Tebuconazole (moléculas
utilizadas en otros paises en el control de Sclemtinia
spp), poniendo a crecer el hongo en medio de culti-
vo PDA suplementado con cada fungicida, Para esto
se selecciond un aislammienta de cada especie para los
minicipios de Funza, Madrid v Masguera, Fara g se-
leccion de las dosis de los fungicidas se tivo en cuen-
ta la desis mas alta de ingrediente activo recormen-
dadla para el producto comercial v arbitrarizments
se evalud también 1/2, 273, 372 y el doble de fa gosis
comercial (Tabla 1) Comio Indeule se utilizaron ulti
vos de |los hongos de seis dias de edad, provenientes
del segunde subcultivo después de la reactivacion de

Tabla 1, Fungic|das sefeccionados para la prueba de sensibllidad jn vitro de Scierotinia spp.

Dasis ippm)
T 4
Dosis
Fungicida 1 2 recomendada 5 6

Benomil 4,0 1250 166,7 250,0 3750 500.0
Boscalid 0,0 300,0 4G0.0 600,0 o000 12000
Tehuconazole 00 a5 07 1.0 1.8 20
iprodione o0 0,3 0,3 0,5 08 1.0
Kresom-metil 00 0,1 a1 0,1 0.2 g3
Procimidona 0.0 2500 3333 5000 7500 10000




los aislamientos conservados, Para la preparacion de
los medios de cultive con fungicida, se hizo una so-
lucian stock con base en la dosis recormnendada v la
solubilicad de cada uno ge los funaicidas. El volumen
requerido de solucién fungicida fue adicionado al
medio PDA estéril con una temperatura aproximana
de 45 oC, se agitd manualmente para homaogeneizar
la mezcla y luego se sirvid £n cajas de Petri El indculo
obtenido anteriormente se colocd en el centro de 2
caja de Petii que contenfa el medio PDA-funaicids,
cen el micelio en contacto con el agar y se llevd ain

cubar en condiciones de oscuridad y a 25 °C durante
8 dias. Diariamente se midié el diametro de Iz colonia
(dos didmetros perpendiculares que fueron prome-
dizdos) y finalizado el ersayo se regisiro el nurnera
de esclerocios producidos. El experimento se efectud
mediante un disefic experimental completamente
aleatorio con tres repeticiones y [a unidad experimen-
tal consistio en una caja de Petri, Para cada aislamien-
to evaluado se incluyo un testigo absoluto en el cual
no se adiciond fungicida al media de cultiva Durante
ocho dias se registrd el didmetro de la colonia de hon-
go y se realizaron observaciones de |a colonia para
detectar efectos sobre la morfologla. S determing la
velocidad de crecimiento micelial mediante un anali-
sis de regresion lineal entre 2l didmetro de la colonla
y el tiempo de incubacian para cada repeticidn, con

ayuda del programa Excel de Microsoft Office 2007" y
estos valores fugron sometidos a un ANAVA y 2 unz
prueba de comparacion de medias de Tukey (a=005)
utilizando el programa Statistix” 1.0, También se esti-
rmié el porcentaje de inhibicion de crecimiento de los
aisiamientos debido a la accidn del fungicida,

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Agente causal del moho
blanco de la lechuga

Los cultivos de lechuga muestreados entre los anos
2006 2 2008 (en 14 fincas) presentaron tamanos de 1
a 3 Ha, en las veredas San Francisco, San José v San
Jorge (de Mosquera), £l Corzo {de Madrid) y Tres Es-
guinas, La Isla y México (de Funza), Burante tedo ¢l
ciclo de cultivo se apreciaron sintomas tales como
marchitamiento de hojas externas y decaimiento ge-
neralizado de la plenta, leslones de color marrén en
el tejido foliar, pudricidn blanda acuosa, crecimiento
de micelio color blanco sobre €l tefide y formacion
de escleracios (Figura 1). Tanto en las plantas de le-
chuga como en el medio de cultivo en las cajas ce
Petrl se observaron aislamientos cuyos escleracios
fuercn de dos tipes: unos de farma irregular, apla-

Figura 1. Sintomas y signos de la enfermedad moho blanco de la lechuga causados por 5, minor {fotografias en la fila superior) y Sclera-
tinia scierotiorum (fotografias en 1a fila inferior] Ohsérvese la formacidn de esclerocios de los hongos sobre el tejido foliar:




Tabla 2. Produccién de esclerocios en{a superficie de plantas de lechuga afectadas por el moho blanco.

Produccion de esclerocios en el tejido vegetal en campo (No.)

Dimensioneas de los esclerocios
de campo (mm}

Desviacion Tamano
Mininimo Maximo Promedio estindar  de muestra Ancho Largo
S. sclerotiorum 20 1320 4256 37,7 19,0 24a3,7 42a60
S minor 1.0 1266,0 2069 306,29 27,0 1.7al3

nades y de mayor tamano y otros de forma redon-
deada y mdas pequefos; aguellos de farma irregular
farmaron escleractos de forma radial o concéntrica
en la caja de Petri, mientras que los alslamientos de
esclerocios pequenos los formaron de manera uni-
forme (Figura 1) De acuerdo con estas caracreristicas
los primeros fueron clasificados comio S sclerotiorum
v los otros como 5. minor. Se determind qLie (3 es-
pecie 5. sclerotiorum estuvo presente en 50% de las
fincas muestreadas, §. minoren 28% y que 21% de las
fincas presentaron las dos especies de Sclerotinia en
el cultive. En campao se observd que S. minor produce
mayor cantidad de esclerocios sobre las plantas afec-
taclas comparada con 5. scferotiorum (Tabla 2.

1.3.2 Incidencia del mohe blanco
en cultivos comerciales
de lechuga

Lz incidencia de |z enferriedad vario entre 12 y
33% para el caso de 5 sclerobiorum mientias que
para 5. minor se presentd entre 25 y 51%. Cuando
los dos patdgenos se presentaron €n una misma
area, la enfermedad alcanzo una indidencia de 45%
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(Figura 2). Lo importante para destacar en este as-
pecto es gue a pesar del use de los fungicidas re-
comendados para el contrel de Scleratinia spp, en
ningun caso se aprecio una estabilidad de la curva
de progreso de fa epidemia, En la mayorfs de'los ca-
505 los agricultores aplican los fungicidas Iprodicne y
Procimidona, en otros casos emplean Captan y Vall-
damicina, con 10 aplicaciones por ciclo de gultivo, lo
cuzl representa en promedio 17% de los costos tota-
les de produccitn en una Ha, incluyendo la manao de
obra para reallzar las aplicaciones.

1.3.3 Distribucion espacial
del moho blanco en el cultivo
de lechuga

Seguin los semivariogramas omnidireccianzles de la
incidencia de la enfermedad, no hube dependencia
espaclal entre cada punto de muestren para los cul
tives ubicados en las fincas La Fragua (vereda San
Jorge, Mosguera), Lagunillz (vereda Tres esquinas,
Funze) y San Nicolas (vereda El Corzo, Madrnd) E

los sermivariogramas se presenté un efecto pepita,
es decir que la semivarianza fue muy similar a la va-
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Figura 2. Curvas de progresa de la incidencia de fa enfermedad moho blanco de la lechuga en cultivos comerciales, Durante € ciclo de
cultivo el agricultor aplice fungicidas y realizé sus practicas agronomicas de rutina
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Figura 3. Semivariogramas obten|dos para la incidencia de la enfermedad moho blance causada por S minor en la finca San Nicolas,
Madnd. |zquierda: muestreo realizado 21 dias después del trasplante. Derecha: muestrea realizado 63 dias después del trasplante.

rianza de la muestra (Figura 3), El efecto pepita que
muestran los semivariogramas también es un Indi-
cador de baja correlacidn espacial de la enfermedad
causada por las especies S. scleratiorum (Funza) v
5. minor (Mosquera y Madrid)

La incidencia de |z enferrmadad en el &rea ge mues-
treo se inicld a partir de pequerios focos hasta focos
con altos niveles de incidencia durants el Ainal del
ciclo del cultivo (Figura 4).

1.3.4 Patogenicidad
de Sclerotinia spp.

Las plantas de lechuga inoculadas con las cepas
de S sclerotiorum ScQ02 vy S, minor Sc001 presenta-
ron sintomas de fz enfermedad moho blanco, los
cuales fueron similares para las dos especies. Estos
sintomas fueron pérdida de turgencia de hajas ex-
ternas, amarillamiento y necrosis de hojas viejas v
posterior desarrello de micelio color bianco schre el
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Figuva 4. Mapas de contorne 20 de la incidencia de |a enfermedad moheo blanco de [a lechuga causada por 5. minor en la finca
San Micolds, Madrid, para los muestreas realizados 21 dias {izquierda) y 63 dias (derecha) después del trasplante La barra de colores

muestra la escala de incidencia,




=z pow—papess T
W A O WL G Y ST e B i TED [ Vsl s Ty § Lmetnie e

Flgura 5, Sintomas y signos de fa enfermedad moho blanco de la lechuga causada por S minor Sc007 en las plantas de lechuga estable-
cidas en materas, Antes del trasplante el sustrato se Inoculd con escierocios del patogeno,

tejido infectado (Figura 5), lo cual coincidie con la
descripcion de sintemas reslizada por Bolton v co
laboradores (2006) y Subbarac (1698), Despudés de
la formacidn del micelio se produjo |a formacion de
esclerocios, cuya diferencia entre las dos especies de
Sclerotinio spp. radico en el tamafio de llos

El ANAVA mosti efectos significativos de la densi
dad de esclerocios inoculados en fas materas sobre
el grado de incidencia de la enfermedad causada
per Sclerotinia spp en las plantas de lechuga.

La enfermedad moho blanco se presentd primera
en las plantas inoculadas con € scierotiorum (9 dias
después de la inoculacion) mientras gue en las uni-
dades experimentales inoculadas con S minor la
enformedad se aprecit desde 8l dia 26 después de
la inoculacién. En ambos casos Iz densidad de 11
esclerocios causo la incidendia significativamente
mas alta (48 y 27% respectivaments}, 5in emoargo,
S. minor causo mayar presencia de la enfermedad en
comparacion con S. sclerotiorim en todas |as densi-
dades de inoculo utilizadas (Figura 8}
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Los mayores porcentajes de incidencla de S minar,
podrian ser atribuidos a causss endégenas de los es
clerocios, ya que Lumsden (1979} describié gue los
esclerocios de 5 minor poseen reservas energéticas,
lo cual permite |a directa penetracion de la cuticula
de la planta de lechuga por las hifas, mientras que
en la germinacion miceliogénica de S sclerotiorum,
las hifas Iniclalmente deben nutrirse v desarrollarse.

Cincuenta y cuatro dias despuss del trasplante se
aprecid la formacién de apotecios en la superficie
del sustrato de creamiento de las plantas de lechuga
inoculadas con el honga S scierotiorum (Figura 7). En
Colombia no existian repartes de la farmacion de apo-
tecios de Sclerptinia sp:sinernbarge, bajo las condicio-
ries experimentales v tambign en campes da cultivo
de! rrunicipio de Mesquers, durarie el desarrolic de la
presente investigacion fue posinle observar dicho fe-
némeno Estoindica la posibilidad de cue en nuestras
condiciones (Sabana de Bogotd) ccurra la dispersion
de la enfermecad moho blanco a través de ascospo-
ras, adernas de la forrna usual de produccion de escle-
rocies como estructuras de resistencia.
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Figura 6. Efecta de la densidad de indculo de § sdlerotiorum Sc002 (izquierda) y 5. minor 56001 (derechal sabire la incidencia de la
enfermedad moho blanco. Los marcadores al final de cada sene con diferente letra son significativamente diferentes (Tukey a= 0.05),




Los resultados de esta prueba de patogenicidad
son Utiles para Implementarse en pruebas de efi
cacia de métodos de control de lz enfermedad en
condiciones controladas v para redir [a susceptl-
bilidad de aislamientcs de Sclerotinia s fungicidas

guimicos
1.3.5 Efecto de fungicidas
sobre Sclerotinia spp.

Después de ocho dias de contacto los ingredientes

actives Iprodione, Procimidona v 1

Figura 7. Apotecios de 5. sclerotiorum 5c002 formados sobre el sustrato de crecimiento de las plantas de lechuga en las materas,

hibieron el crecimiento de les seis aislamientos de
los hongos S sclerotiorum (Sc002, ScOD6, ScO08) v
S minor (ScC01, Sc005, Sc007), sugiriendo asl una
alta sensibilidad de estos hongos 2 las moléculay,
por 1o que |a Precimidona podria ser un fungicida
con alto potenciel para el control de Sclerotintg spp.
en el cultive de lechuga (Tabla 3)

Los funaicidas Ipradione v Procimidona pertenecen

al grupo quimico de las dicarboxamidas, moléculas

que afectan principalmente el crecimiento de los

hongos y en menor razdn la germinacion de las

Tabla 3. Wdooetsd raidia S omcrniento del shiamsento S0 | eepniestts 2 la diish secommerdisda de difnvertes Niogioxls

| Coeficiente de Velocidad media Desviacion Grupos
| Tratamiento correlacion (R de crecimiento (mm/dia) estandar homogéneos (Tukey 95%)
Testigo 097 20,72 RAS -
d —Kll'.“;".)!(;ll'[l\l;‘l.l| - _-_-_.4.- i B -— - _-?. k
Boscalid 0,98 9,21 58
Benormil 0,84 0.2 y - _'r i
‘prodione. 0,00 T
- Procimidona | - 0,00 'I'“’ = a
r{ebuwnazcle = — 0,00
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esparas (De Lifan, 1997; Damicone, 2000; Belrdn
et al, 2006; Pappas y Fisher, 2006, efecto debido
a la inhibicion de la biosintesis de quitina v de los
triglicéridos de las membranas bioldgicas, por al-
teracion oxidativa de sus componéentes (Fappas y
Fisher, 2006)

El Iprodione ha sido empleado para el manejo de
mahe blanco en lechuga en algunos paises con
resultados satisfactorios de control (Hubbard et ai,
1957), asl como también para otre tipe de fitopa-
togenos (Hisada ef i, 1978; Pappas y Fisher, 2006).
Segiin De Lifian (1997) este fungicida se recomienda
para el manejo especifico de S. minor en cultivos de
lechuga a una cancentracion de 0.5 ppm

En Colombia existe una gran variedad de fungici-
das a base de |prodione, el cual es empleado por
les agricultores frecuentemente para el control de
varias enfermedades en flores de corte {clavel, cri-
santemo y rosas), hortalizas (tomate, cebolla y papa)
(ICA, 2008) v lechuga, aungue para ésia dltima no
hay ningun fungicicla registrado

En paises como Espania, ia Procimidona esta reco-
mendada parz el control del moho blanco (Terralia,

WO [T B ) b mET R

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

Desde el ano 1994 se encuentran registrados varios
fungicidas con el principio activa Tebuconazole en
el mercado colombiano de productes fitosanitarios.
Sin embargo, el uso convencional de esta molécula
ha sido principalmente en arroz, banano, cebolla de
bulbo, cebplia de rama y tomate (ICA, 2008) pero no
se tiene infarmacion sobre su uso en el cultiva de le-
chuga En ctros palses como Estados Unidos, este in-
sumo ha sido empleado en el control de enfermeda-
des causadas por 3. sclerotiorum en cultivos de soya
v canola (Mueller et al, 2002; Bradley etal, 2006) pero
no se ha descrito su uso en el cultive de lechuga.

Por el contraric, en el presents eswidic la molé-
cula Kresoxim-metl| permitic el desarrollo de los
honges (Tabla 3), aungue afectd la produccion de
esclerocios y las caracteristicas morfolddicas de las
colonias, Con el fungicida Benomil, se observaron
cambios en la textura de las colonias de los aisla-
mientos utilizados asl como también una inhibicion
en la praduccion de los esclerocios, En el caso del
fungicida Boscalid, todos los aislamientos conserva-

Figura B. Efecto del Ingrediente activo Kresoxim-metil en la morfologia de las colonias de los 6 aislamientos de Sclerotinia sp. de la Saba-
na de Bogota. (T =Testigo absoluto, 1 =0,063 ppm, 2= 0,083 ppm, 3 = 0,125 ppm, 4 =0,188 ppm, 5 = 0,25 ppm)}. A. Aislamiento 5c001
|S. minor). B. Se002 (5, scherotforum). €. S¢005 (S. minor). D. 5¢006 (5. sclerotiorum). E. 5¢007 {5, sclerotiorum). F. Sc00B (5. minar).
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ron sus caracterlsticas pero este fungicida impidio
la formacian de las esclerocios (Figura 8j. Algunos
aislamientos presentaron ba)s sensibilidad a los fun-
gicidas Kresoxim-metil, Boscalid y Benomil mientras
que otros fueran altamente sensibles, insinuando
una variabilldad genética entre los aislamientos de
Scleratinia sp., la cual debe ser estudiada,

El ingrediente Kresoxim-metil pertenece al grupe
quimico de las Estrobilurinas (De Lifdn, 1997), com-
puesta gue es un metabolito secundario segrega-
do de forma natural por el hongo Basidiomicato
Strobilurus tenacedius (International Programmie on
Chemical Safety, 2009). Kresoxim-metil interfiere en
la sintesis de Adenosin trifosfato {ATP), la principal
fuente de energla de |3 célula, ocasionando Ia altera-
cién de una gran cantidad de procesos bioguimicos
vitales y en consecuencia afeclando severamente
el crecimiento v el desarrollo del hongo (Pesticide
Safety Directorate, 1997; Carmona, 2006},

Aungue en Colombia se encuentra registrado este
producto fungicida desde el afio 1989 (ICA, 2009),
no se posee informacion con respecto al control de
Scleratinita sp. en lechuga, Segiin la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Allmenta-
cién - FAD — el ingrediente activo de este fungicida
es utilizade para prevenir las enfermedades ccasio-
nadas por Scierotinia spp. y Botrytis spp. en cultivos
de tomate, pero no para lechuga (FAQ, 2009] De la
misma manera, la Agenclz de Proteccitn Amblental
de los Estados Unidos indica que esta malécula no
estd registrada para el control de Sclerotinia spp. en
lechuga, sino para el manejo de mildeo polvose en
fleres (EPA US, 2008).

La melécula Benomil pertenece al grupo quimico
de los Benzimidazoles (De Lifidn, 1957} Iz cual inhibe
la elongacion del tubo germinativo v el crecimiento
del micelic a bajas concentraciones (Leroux et al,
2002; citaco por Pérez, 2003), va que bloguea el pro-
ceso de divisién celular de las hongos por medio de
su transformacion dentre de la célula en la molécula
de metitbenzimicazol-2-il carbamate (Carbendazim
o MBC) y posteriormente en un menonucledtido ac-
tivo [De Linan, 1997; Terralia, 2009}, En Calombiz se
encuentran registrados varios productos a base de

este ingrediente activo para ser utilizados en arroz,
frasa, frijol v clavel, pero no se recomiendan para e
manejo de fa enfermedad maho blanco de la lechu-
ga (ICA, 2008)

Boscalid es una molécula que partenece al grupo
quimico de las carboximidas, el cual inhibe ia espo-
rulacion, la germinacién y el crecimiento del tubo
germinativo de las esporas e impide el crecimiento
del micelio del hongo (BASF, 2006;. Este ingrediente
activo tamblén interfiere con la respiracién de fa mi-
rocondria debido a la inhibicion de la enzima succi-
nato deshidrogenasa (Stammiler y Speakman, 2006)

En Europa, el Boscalid ha sido empleado como una
herramienta eficiente para 2| control de 5. sclerotio-
rum {Stammiler et al, 2007). Fn Estados Unidos ha
demostrad alta eficacia en el manejo de enferme-
dades en canola y frijol ocasicnadas por S selerotio-
rm comao la pudricion del tallo v el meho blanco
respectivamente (Mathercn y Porchas, 2004; Bradley
etal, 2006),

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidas, Boscalid estd recomendado para el
contral de enfermedades en cultivos de hortallzas
y frutas en general, inclusive de 1a lechuga (EPA US,
2009), Aungue en Colombia los productas Cantus y
Cumora gue contienen éste principio activo se en-
cuentran registrados desde el ano 1998, Unicamen-
te estan recomendados para enfermedades en 1053
¥ bananc respectivamente y no para el control de
Sclerotinia spp. en lechuga (ICA, 2008).

El presente estudio establece un punto de referen-
cia sobre el estado de la sensibilidad de los fitopa-
16genos S scierotiorum y S minor en los cultives de
lechuga de los municipios de Funza, Madrid y Mos-
guera, Cundinamarca

1.4 CONCLUSIONES

Los hengos S scleratiorum y S. minor son los agen-
tes causales de la enfermedad moho blanco de la
lechuga en las zonas productoras de los municipios
de Funza, Madrid y Mosquera Cundinamarca.

e
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El hongo . sclerotiorum tiene la capacidad de farmiar
apotecias en las condiciones ambientales de las zonas
productoras de lechuga estudiadas, por lo que se de-
ben contemplar estrategias de proweccién dirigidas a
controlar el indculo del hongo enlas superficies aéreas
de las plantas de esta hortaliza
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El hongo Trichoderma konmaglopsts cepa ThOO3 fue als-
lado de suelo en el departamento de Cundinemarca y
ha sido objeto de varios estudios por sus caracteristicas
promisorias para el control biolégice de diferentes hon-
qos fitopategenos Por esta misma razon en el Labara-
oo de Cantro) Bioldgice del Centro de Bictecnoiogla
y Bioindustria de Corpolcs se gesarroliaren diferentes
sisternas de proguccion masiva de este agente biocor-
trolador. Con el propésita de contar con un sistema de
produccién rmasiva, cnico y econémicamente favo-
rable, se evaluaron diferentes sustatos organices bajo
condiciones da fermentacién solida y medios de culti-
v liquidos en condiciones de fermentadian bifdsica,
teniendo como punte de partida los resultados e las
investigaciones previas de Pefia, er gl. (2002} y Cruz, et
ol (2007), donde se obtuviercn producciones de T ko-
ningiopsis THOO3 con concentraciones fingles de 1.0 x
10° conidios/g en sustrates solidos y de 50 x 108 cani-
dios/ml en medins liquidos, La téenica de fermentacién
sdlida fue urilizada para evaluar dos metodologias de
preduccién, en una el sustrato estandarizado 551 se dis-
puso en bandejas de alurminio y enla otra en bolsas d&
oolletileno. Tras realizar 3 lotes pflote pare cada meto-
dologia, las productividades promedio de 1. koningrops's
ThOD3 al final de i35 fermentaciornies fueron de 845 x 10°
conidios/Kg sustrato/hora para [z fermentadion en ban-
dejas de aluminid y de 4 73 x 10° conidics/Kg sustrato/
tora an bolsas de polietllens

2.1 INTRODUCCION

fara alcanzar una preduccion eficiente de hongos
biocontroladores tal como Trichoderma sp, es de
gran importancie determinar [a relacion optima en-
tre las fuentes de carbono y nitrégeno (C/N), que
permita mantenar la actividad de los cornplejos en-
ziméticos como xilanasas, celulasas y glucosidasas
entre otros, secretados por gl hango para |z asimile-
clén de los nutrientes del sustrata. Porotra parte, en
este proceso se debe brindar ef surninistro efectivo
de oxigeno duranite el crecimiente del hongo, lo
cual influye en |3 colonizacion completa del sustrato
y posierior esporulacion (Harman y Kubicek, 1998),
La estandarizacion del procese de produccion e
T, koningiopsis ThO03 se inicio con la evaluacion de
sustratos potenciales para su eficiente crecimiento
a nivel de laboratorio; es asl comoe en investigacio-
nes previas en el Laboratario de Control Biologico se
utilizaron matrices solidas compuestas por cereales
{trigo, cetada perlads, milie v arroz) con diferentes
relaciones C/N. Adicionalmente, se evaluaron sus-
tratos liauidos come medio de cultivo Saboursaud,
solucion de sacarpsa con microelementos y aroz
licuado. Después de pstas investigaciones se estari-
darizaron las condiciones de incubacion del micro-
organisme, las cuales fusron de 27 °C, humedad
relativa superior a 50% vy un tiempo de incubacion
entre 7 y 8 dias. Igualmente, fuercn seleccionados
dos medias de cultivo promiserios para '8 produc-
cion masiva de Thog3, uno sélido v otra liguido,
codificados como 551 y SL1 respectivamente (Pefa,
2002)

2.2 METODOLOGIA

Microorganismo

La cepa ThU03 de 1. koningicpsis fue surninistrada
por el Banca de Germoplasma de Microorganismos
con interés en control bioldgico, administrado por
el Laboratoric de Contral Biolégico de Corpoica, la
cual se encentraba crioconservada a 70 °C Suman-
tenimiente a cono plazo (3-5 semanas) se realizo
mediante el almacenamiento de cultives esporula-
dos en medio agar PDAa4 °C




Praceso de fermentacion de T. koningiopsis ThDO3
A partir de cultivas del hongo de 7 dias de edad en
medio PDA, se removieron los conidios mediante
la adicién de 10 ml de una solucién de Tween 80
a 0.1% (v/v). La suspension de conidios cbtenida se
ubicd en un tubo estéril ¥ se homogeneizd en un
agitador vibratorio durante 30 sequndos. A partir de
esta suspensién madre se realizaron diluciones se-
riadas usando una solucion de Tween 80 a G.196 (v/v)
con el fin de obtener gl indculo con una cencentra-
cien de 1x10° conidios/ml

Posteriormente con el sustrato 551, seleccionado en
el estudio de Pena (2002) como el mejor encuantc a
rendimiento y con una relacién O/N de 8 89, se eva-
lué la produccion de T keningiopsts ThOO3 mediante
dos metodologlas de fermentacion solida. La prime-
ra metodalogla consistio en el emplao de bolsas de
polietileno de alta densidad que contenian 200g de
sustrato humedecido (551). Cada bolsa se sello con
un tapon de algoddn y gase con el propdsito de
permitir e intercambio dé gases como el oxigeno
y el didxido de carbono con el ambiente durante el
tiempo de incubacion. Luego el sustrato fue esterili-
zado en autoclave a 121 "Cy 15 psi durarte 26 min.
Posteriormente, &l indculo fue inyectade con una
jeringa a razon de 10 ml por balsa (Figura 1).

Las condiciones deincubacién fueron de 27 *Cy una
hurmedad relativa de 509, siendo éstas las recomen-

dadas en las investicaciones previas efectuadas en
el Laboratorio de Control Biolégice por Pena (2002)
y Cruz (2007). Con esta metodologia, se formaren
1res lotes de fermentacion de T koningiopsss ThO03
cada uno con 100 bolsas aproximadamente

La segunda metodologia de fermentacion sdlida
evaluada consistio en el use de bandejas de alumi-
nio con dimensiones de 21x14x5 cm, en donde se
colocé un promedio de 150 g de sustrato 557 hume-
decido can agua Las bandejas con el sustrato fue-
ron esterilizadas en autoclave a 121 °Cy 15 psi du-
rante 20 min. En este caso la moculacidn del sustratd
con ThoG3 se hizo por aspersion directa, a razon de
35 ml per bandeja, aproximadamente {Figura 2

Una vez inoculado el sustrato, las bandejas fueron
selladas mediante una pelicula plastica que permitia
el intercambio de gases y luego se incubaron en las
condiciones antes mencionadas, Con esta metodo
logia se instalaron tres lotes con aproximadamente
&0 bandejas cada uno.

Los tiempos de (ncubacion para las fermentaciones
en bolsas de polietilena fueron de 10 dias, siendo
este el tiempo hecesario parg alcanzar Iz coloniza-
cion y la esporulacion homogeneas del hengo en el
sustrate y evitando asl &l parasitisme. Por otra parte,
para las fermentacicnes levadas a2 cabo en bande-
jas de aluminio, se reéquirieron & dfas de incubacion,

Figura 1. Inoculacién de T koninglopsis ThDD3 an bolsas
de polietilena,

Figura 2. inoculacién de T koningiopsis ThO03 en bandejas de
aluminio .
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Tabiy 1. Ressltadess de ios loses protutidos de T konimgicpan (Th0O3) pos lermerntacesn sdfda, mediante laa dos metodoligiss

desoritas
Bolsas de polietileno Bandejas de aluminio
“Conce_\;ttrac-!; . uﬁEa: _Coeﬁ_dente -?u_nﬂntradén Desviacién Coeficiente
LOTE {conidios/g) estandar de variacién (conidios/g) estandar de variacién
| 831 x10° 'JCI_'J_E-i_ - *_'I_. 32% 1.23_x 1w - il -|_‘.~ - _I\‘.f;\.f,":'.n .

_ﬂ T _1.65_:1 10° 0.109 .I_.TQ‘-%- 2.08x 10_ 3 i .-‘S:I._ N
: _m-ﬂﬂ‘ o }_n_ﬂ 2 l'il:-*. - 155 x 109 . 0.00% 1.0 )
Promedio  1.13x10° o161 178%  162x10° 0114 124%

Al terminar la fase de incubacidn de cada lote, todo
el sustrato colonizado se homogeneizo en un mez-
clador planetario y luego, mediante recuento en
camara de NeuBauer, se determingd par triplicade la
concentracion de conidios por gramo

2.3 RESULTADOS

Para la metodologia de crecimiento en las bolsas de
polietilenc, la concentracién promedio de conidios

&n los tres lotes de fermentacion de T koninglopsis
ThO3 fue de 1.13 x 10? conidios/g. La reproducibili-
dad del proceso fue alta, pues entre lotes se obtuvo
una desviacion estandar de 0.161 v un coeficlente
de varnacion de 1.78% (Tabla 1). Se presume que la
mayor limitante encontrada en el crecimiento de T
koningiopsis ThOO3 con esta metodologia, fue |a baja
transferencia de gases entre el hongo y el ambiente,
en especial de oxigeno, ya que fue notoria la ten-
dencia de esporulacién del hengo sélo en la zona
cercana a la boca de las bolsas, lo que hizo nece-




saria la manipulacion pericdica de éstas buscando
dinamizar la transferencia de oxigeno, siendo esto
dispendioso para un gran numero de bolsas,

El proceso de fermentacion en las bandsjas de alu-
rinic mosiré una concentracidn de conidios supe-
rior a la de las bolsas, con un valor promedio ge 1,62
x 10% conidios/g. lguaimente, la reproducibilidad del
proceso también fue alta, con una desviacion estan-
dar de 0114 v un coeficiente de variacion entre lotes
de 1,24% {Takla 1).

El mejor comportamiento encontrado en el creci-
miento de 1. koningfopsis ThOO3 utilizando bandejas
de aluminio se podria explicar por la mejor oxigena-
cion del hango en el sustrato, a causa de la mayor
area de transferencia Adicionalmente, el sustrato
fue colonizade per €l hongo homogéneamente, a
diferencia de lo que ocurrid en las bolsas, porlo que
na fue necesario manipular el sustrato durante la in-
cubacion (Figura 3)

Después de estas fermentaciones se estimaron las
rendimientos de produccion del hongo entres lotes
pilcto, obteniendo 473 % 10° conidios/Kg sustrate/

hora para el crecimiento en bolsas de polietilenc y
845 x 10° conidios/kg sustratoshora para la fermen-
tacion en bandejas de aluminic. Se puede afirmar
gue la mewdologia de fermentacion sélida utilizan-
do bandejas, presenta mayor viabilidad de escale-
miente a nivel de planta piioto pues, adicional a una
mayor productividad, tiene mencres tiempos de
incubacién y se requiere menos volumen de indcu-
lo: 0,023 mi/g sustrato. Mientras que la produccion
en bolsas ge polietileno requiere mayor tiempo de
Incubacion, mayor volumen de indculo: 3,050 mi/g
sustrato y mane de abra adiclonal para manipular
periddicamente el sustrato durante la incubacian,
mostrando asi que esta ultima metodologia tiene
bajo potencdial técnico y economico para ser esca-
lable.

2.4 CONCLUSION

El sustrato sélido SS1 v la metodelogia de fermenita-
cion salida en bandejas fueran las condiciones mas
promisorias seleccionadas para llevar a cabo la pro-
duccian masiva de T koningiopsis ThO03 a nivel de
planta piigto
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La cepa nativa ThD03 de Trichodermea koningiopsis ha
mostfado alta eficacia pars controlar fitapatégenos del
suelo v foliares en diferentes patosistemas, por o que
el Laboratorio de Controi Bisiogico de le Corporacién
Colomblana de Investigacian Agrepscyania -Corpoicas
desarrollo un protatipo de bieplaguicida formulado
come Un polvo moejable usando coma principio active
conidios de este honga Bl progucto fue caracterizadg,
demostrando adecuadas carscteristicss microbicldgi-
cas v fisicoquimicas. &l estudio de vida Gl comprendid
ia evaluacion durante 18 meses de la vizhilidad del hon-
go formulado y sin formular, almacenado a tres tempe-
faturas: 490, 18 °C v 28 9C_Cada tres meses se evalud el
porcentae de germinacidn del microorganismo en me-
dio Agar Extracto de Maita, luego de 24 horas de incu-
bacion. El prototipo de bioplaguicidz no presentd una
disminucian significativa de |a germinacion cuando fue
almacanado durante 18 meses a 4 9C. mientras que los
conidios sin formular radujeron su porcentaje de germi-
nacion de 57% a 205 para el noveno mes de almacens-
miente, Cuando este se reallzé a 18 oC, el producta 2n
palyo mantuvo estable su germinacidn durante los 18
meses de almacenamiento; en contraste, el tratamien-
10 corespondients a [os conidios sin farmular presentd
una disminugion progresiva de |3 germinacion a partie
del sexto mes de almacenamlente, hasta obtener una
germinacion de 4% luego de 18 meses Los resultados
permitieron recomendar |2 conservacion del pratotipo
e poivo 4 temperaturas entre 4 °Cy 18 °C para asegurar
2 calidad y efectividad del misme durante su vida Uit

3.1 INTRODUCCION

na formulacién de alta calidad es la base para el éxi-
to de un bioplaguicida de origen microbiane; la po-
sipilidad de obtener productos adecuados depende
de las propias caracteristicas de! microarganismo, de
5L relacion con os componentes de [a formulacion y
del ambientie de almacenamiento [Engormix, 2008)

Para el desarralle de nuevos productos de origen
biolegico se degen tener en cuenta diferantes as-
pectes: definir un medie de cultive dotimo v &l me-
ler sisterna pare la obtencion masiva del indculo,
para permitir una buena relacicn costo - rendimien-
to en la produccion; establecer ensayos de produc-
cifn a pequena escala; garantizar la estabilidad del
praductg; determingr (as condiciones de almace-
namiento; poder utilizar la maguinaria estdndar de
cualguier explotacién agricola para su aplicacicn v
ser efectivo en dosis parecidas a las utilizadas para
los agroquimicos, Une vez se desarrolle una formula-
cion, es necesario realizar bioensayos de laboratorio,
invernadero y campo que confirmen lg efectividad
del producto una vez formulade [Engormix, 2008}

Una formulacidn optima debe asegurar la estabili-
dad biclagica y fisica del progucto-en condiciones
de almacenamiento, debe optimizar la viabilidad
y actividad biocontroladora del principio activo,
debe mejorar las caracteristicas fisices y quimicas
del producto para su aplicacién, debe incrementar
la capacidad del microorganismo biocontroladeor
para adaptarse a condicianes adversas del medio
ambiente y debe garantizar e valor comercial del
agente biocontrolador [Chiou & Wu, 2003),

En toda formufacion se distinguen dos tipos de
componentes; el principlo activo responsable de
la actividad biccaniroladara (hongos filamentosos,
levaduras, bacterias, virus o Nematodos) v 105 excl-
pientes, Estas Ultmes comprenden: el vehiculo gue
puede ser sélide o llquido v los coadyuvantes que
ayudan a mejorar o medificar lz accién del ingre-
diente activo, Los excipientes deben ser inertes fren-
te al microcrganismo v frente a las plagas (Gémez &
Villamizar, 2000),




Una de las razones que ha limitado la implementa

cién de los agentes de control biolégice en campo,
ha sido la inactivacién gue en algunos cascs sufre el
principio activo (células, conidios, esporas o 1oxinas)
como consecuencia de la accion de la radiacién so-
lar (Saxena et al, 2002), Sin ernbargo, una estrategia
para asegurar la estabilidad v la efectividad para el
uso de estos agentes es su forrmulacion (Niegel &
Dylan, 2003) Uno de los factores a tener en cuenta
en la formulacion de bioplaguicidas es incrementar
su resistencia a condiciones ambientales adversas
tales corno la lluvia y 1a degradacion por la luz ul-
travioleta.

LUn gran nimero de trabajos han sice dedicados
a encontrar técnicas y materiales adecuados para
inhibir o retardar la fotoinactivacién de los micro-
organismos utilizados como agentes de control
biolégico. Entre los intentos por fotoproteger a los
biocontroladores del dafo producido por la radia-
cién solar, se incluyen técnicas de encapsulacidn y
formulaciones granulzres, come también el usa de
paritallas solares, materiales dispersantes, materiales
fluorescentes v colorantes, entre otros (Cohen et al,
2003).

La estabilidad en almacenamienta es otro de los
problemas en el desarrolio de bioplaguicidas, ya que
de ésta depende |a viabilidad o actividad durante la
distribucion de! producto en el mercade (Boyetchke
y Hynes, 2008).

Durante el almacenamiento, les microorganismos
pueden sufrir alteraciones debido a factores del pro-
ceso de manufactura del producto, come el medio
de cultivo, &l proceso de separacidn y secado y la
utllizacién de agentes protectores de secado (Aba-
diaseral, 2001)

Factores amblentales coma la temperatura y 13 hu-
medad relativa y laforma de empague pueden afec-
tar la viabilidad y actividad del agente biocontrola-
dor durante la fase de almacensmiento (Boyetchke
y Hynes, 2006), siende de gran impariancia conside-
rar y estudiar estos factores gurante el desarrollo de
un producte, para ofrecer al cliente final un procuc-
to de alta calidad.

3.2 METODOLOGIA
3.2.1 Desarrollo de la formulacion

Una vez desarrollado un sistema de fermentacion
para el alslamiento de Trichoderma koningiopsis
ThOO3, se iniclaron los estudics de formulacion de
la biomasa, Considerande gue dicho alslamiento en
astudios previos demestrd su eficiencia tante para el
control de patogenos foliares como de patégencs
del suelo, se disenid un prototipe de formulacion en
polvo mojabie (WP), que permitiera su aplicacion en
agua mediante aspersion (Figura 1). En el disefio de
esta formulacién se censidero gue una oe las con-
diciones maés limitantes para la eficiencia del agente
de blocontrol, era la radiacion uloravioleta del sol, Por
12l razén, este protetipe incluyd en su composicion,
protectares solares y olros auxiliares de formulacion
como protectores de secado, adherentesy diluentes,

Una vez desarrollado el producto en polveo fue ca-
racterizado y presentd Una concentracion promedio

Figura 1, Bioplaguicida a base de Trichoderma koningiopsis
Thi03 formulado como polva maojable (WP).
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Tabia 1. Caracterlsticas de la fo in polvo mojable a base de T. kaningiopsis Tho03,

Caracteristica Polvo (WP)
Viabilidad 1x 708 UFCig
Germinacion =B0% en 24 horas
Contenido de contamiinantes < 5% 106 UFC/g
Aspecto Poalviy
Tamafo de particula Inferior a 100 pm
Colgt Verde claro a gris
Olor Propio del praducta
Humedad 4-7%
Densidad apisonada 500 Kg/L
pH 5-7

Froteccion ultravioleta

Incluye filtzos ultravioleta

de 1,0 x 10° conidies.g’, una germinacién de 85%
después de 16 horas de incubacion y un tamanfo de
particula menor a 100 ym (Tabla 1}

Posteriormente se elaboraron varios lotes del bio-
plaguicida, los cuales fueron caracterizados fisica,
quimica y microbiolégicamente {Tabla 1), y con los
resultados se establecieron los limnites de acepracion
para todas |as pruebas de contral de calidad del
producte terminado Estos contrales son aplicados
a cada lote de produccion para asegurar |2 calidad
del producta y Iz repetibilidad en las caracteristicas
e todos los lotas,

El ideal en los productos biclégicos es mantener
viables y estables las caracteristicas fisiclogicas v de
actividad biocontroladora del ingrediente activo; sin
embargo, dadas las condiciones desfavorables para
el microorganismo a nivel ambiental es preciso de-
sarrollar formulaciones que mejoren su desempeno
en campo, faciliten su manejo, su aplicacion y per-
mitan su almacenarniente en condiciones econdmi-
camente rentables, con una pérdida minima de las
cualidades iniciales del producto (Elzein et al, 2004)
Uno de los requerirmientos para tener an cuenta
para le aceptacion y comercializacion de un produc-
to bloltgico es su vida Util, la cual se ve influenciada
por factores de almacenamiento como la tempe-
rature, |2 humegad relativa y el tipo de empaqgue,
entre otres, determinando gl mantenimiento de las

caracteristicas del agente de control biclégico, Por
tal razén, como parte de los estudios de formulacién
se determind 2 vida Gtil del bioplaguicida, bajo dife-
rentes condiciones de almacenamianto.

3.2.2 Determinacién de la vida util
del bioplaguicida

El estudio de vida Util comprendid |a evaluacion du-
rante 18 meses de la establlidad de [a capacidad de
germinacion de los conidios de ThCO3 en el prototi-
po de bioplaguicica en polvo,

La produccion masiva del microorganismo se lleve a
cabo empleando un sustrato de crecimiento previa-
mente estandarizado por el Laberatorio de Control
Bioldgico. Postencimente se efaboro el bioplaguic-
da y se determing la concentracion de conidios, la
humedad y la germinacién, siguiendo las metodo-
logias establecidas por el Laboratorio de Control de
Calidad de Bioplaguicioas BIOTECNICA de Corpoica,

La unidad experimental consistio en belsas metaliza-
das selladas al vacio (Figura 2} donde se colocd una
muestra de 0,1g del prototipe polvo mojaole y 019
de conidios secas del microorganismo sin forrmular,
Las muestras y contra-muestras fueron guardadas a
tres temperaturas: 4°C, 18 °C y 28 o |.a5 evaluacio-
nes se realizaron cada tres meses contande con seis
repeticiones por tratariento (2 de la muestra y 2 de




Figura 2, Muestras de los bloplaguicidas empleadas
en el estudio de estabilidad

la contra-muestra) y determinando en cada tiempo
de evaluacion el porcentaje de germinacion del mi-
croorganismo en medio Agar Extracto de Malta. Las
muestras fueron colocadas en tubos de ensayo con
2 ml de una solucion de Tween 80 de 0,1% y se hi-
cieron diluciones seriadas hasta 102 A partir de las
dos dinmas diluciones se sembraron 100p en tres
cajas de Petri con el medio antes mencionade y se
llevaron a incubacidn a 25 °C durante 24 horas, tiem-
po después del cual se establecid el porcentaje de
germinacién de los conidios mediante observacion
al microscopio de 10 campos Spticos,

3.3 RESULTADOS

El bioplaguicida no presentd disminucion de la ger-
minacién cuando fue almacenado durante 18 meses
a4 9, mientras que las conidios sin formular reduje-
on su porcentaje de germinacion de 965% a 20,1%
en el noveno mes de almacenamiento (Figura 3). Este
comportamiento sugiere que a una temperatura de
4 oC |ps auxiliares de formutacion del prototipo de
bioplaguicids, posiblemente ejerciercn un efecto po-
sitivo sobre los conidios del hongo durante el tempo
de almacenamiento impidiendo Iz induccion de fuer-
tes estados de latencla.

Dentra de las auxiliares de formulacion empleados
para la elaboracién del bioplaguicida se encuentran
sustancias protectoras de secado y compuestos que
tienen un efecto osmoregulador sobre et microcr-
ganismo. Tales protectores son principalmente sus-
tancias gue prategen la integridad de la membrana
celular durante el proceso de deshidratacion. Este

efecto fue reportado por Jackson et al, (2006} guie-
nes evaluaron diferentes formulaciones del hongo
entomepatogeno Paecilomivees fumesoroseus con
el propdsito de aumentar su tolerancia a la dese-
cacion y su estabilidad durante el almacenamiento.
Los autores observaron un aumenta significativo
de la viabilidad de las blastosparas del hongo al ser
almacenado durante 12 meses a 4 °C y -20 °C, res-
ouesta gue atrlbuysron a la adicién de protectan-
tes, coma la leche descremada, s la formulacien del
bioplagulcida; a diferencia de ello, los conidios sin
formular presentaron una disminucion drastica en
los parcentajes de germiracion a partir del sequndo
mes de almacenarmiento, llegando a obiener valares
cercanos a 20%

Compuestos de tipo poliol, dencminados salutos
compatibles, son comunmente utilizados come
protectores de secadc. Estas sustancias son acu-
muladas por las células permitiendoles mantener el
equilibrio osmético intracelular, la integridad de las
proteinas y proteger los organelos. Dichos solutos
son generalmente azucares o alcoholes gue estan
relacionados con la tolerancia del microorganisme
ante el estrés psmidtico que se puede generar en el
proceso de elaboracién del bioplzguicida (Abadias
et al., 2000)
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Figura 3, Cinética de la germinacién de los conidies
de T, koningiopsis ThOD3 formulades y sin formular,
durante 18 meses de almacenamiento




Cuando el almacenamiento se realizé a 18 °C, el
producto en polvo mantuva estable su germinacion
durante 18 meses. (Figura 3}, obteniéndose valores
de germinacicn gue oscllaron entre 94.8% y 96.8%.
Parel contrario, el tratamiento correspondiente a los
conidios sin formular presentd una disminucion pro-
gresiva de la germinacion a partir del sexto mes de
estar almacenado hasta obtener una germinacion
de 4,2% |uego de los 18 meses,

Las muestras de bieplaguicida conservadas a 28 °C
mestraran una reduccion en la capacidad de germi-
nacion de T koningiopsis tanto formulace como sin
formular (Figura 3). Los conidios sin formular presen-
Taron una gisminucion &n su germinacion de 936%
después de seis meses de almacenamiento. Sin em-
bargo, luego de Incubar las muestras por 36 horas
se alcanzo una germinacion superior a 95%, lo gue
suglere, al igual gue cuando se guardaron a 18 °C,
que el microorganismo entré en un estado de laten-
cia debido al almacenamiento a dichas termperatu-
ras. Para el bioplaguicida la germinacion se mantuvo
por encima de 80% hasta los seis meses de guarda-
doy & partir de alll ésta decays drasticamente, paro
fue superior a 80% al incrementar los tiempaos de in-
cubacion Algunos autores han establecido que las
formulacienes de microarganismaos requiersngue el
ingrediente active {conigias del hongo) entre en un
estado de latencia durante el almacenamiento para
mantenerse estable v no pierda sus caracteristicas
fisiclogicas v de actividad biocontroladora en el mo-
menta de su aplicacion (Murillo et af, 2003)

La temperatura de almacenamiento es un factor cri-
tico que determina la conservacion de la viabilidad
y de la actividad biccontroladora de los bioplaguici-
das. Resultadas similares a los obtenidos en el pre-
sente estudio fueron observados por Zahnf et gl en
el 2008, quienes evaluaron el almacenamienta bajo
dos temperaturas de una formulacidn a base de la
levadura Cryptococcus nodeensis; los autores abser-
varon una viabilidad del princioio activo entre 7.8 y
8 Log UFC g cuando el producto fus almacenado a
4 o, mientras gque a temperatura ambiente (25 °C)
provocd una reduccion en el conteo de unidades
formadoras de colonia hasta valores inferiores 2 5
Log UFC g’ luego de 14 semanas.

Factores ambientales como ta temperatura v la hu-
medad relativa determinan en gran medida la vida
util de los bioplaguicidas; s asi como temperaturas
de 4°C y humedades relativas cercanas a 12% man-
tuvieron alta la viabilidad y la actividad biccontrola-
dora de una formulacion granular a base de Afrerna-
ria afternata durente 20 meses de slmacenamiento;
esta misma formulacién al ser conservada a 20 °C
presentsd una reduccion significativa en su eficacia
y viabilidad luega de 12 meses(Lawrie et al, 2002).
Ast mismo, el producto "Pests’ cuyo principio activo
es Fusarium oxysporum Foxy 2, presentd una reduc-
cion de 32% y 21% en su viabilidad luego de seis
y doce meses de almacenamiento respectivamen-
te; los autores afirmaron que la pérdida rapida de
las reservas endagenas de carbono fue una de las
posibles causas que ocasionaron bajos niveles de
viabilidad del microorganismo almacenadeo a 25 oC
{Elzein et af,, 2004). Al igual que en los ensayas an-
teriormente mencionados, Trichoderma koningiopsis
ThO03 mestrd mayoer viabilidad y vida util cuando
fue guardado a una temperatura de 4°C, presentdn-
dose una disminucion en dichos valores a medida
guese aumentd a 28 °C,

En todos los tratamientos evaluados en €l presente
estudio se observd que al aumentar la tlemperatura
de almacenamiente, aumentd el efecto deletérso
solbore la germinacion, lo que indica gue para incre-
meniar la vida Gtil de los protetipos, estas deben ser
conservadoes a la menar temperatura posible

Los resultados de las seis réplicas de la cinética de la
germinacion de cada tratamiento fueron sometides
a un andlisis de regresion, 2 partir del cual se elabord
la linea de tendencia y sobre ella se extrapold (a vida
util de cada producto, teniendo en cuenta Una ger
minacian minima de 80%.

Los mayores tiempos de vida il se obtuvieron
con &l prototipo en polve almacenado 2 4 °C y 18
oC (Tabla 2). Por otra parte, la temperature de 28 oC
presentd un efecto nocive sobre el microorganism,
obteniéndose una de vida Gtil de 3,7 meses para el
formulado en polvo y de 0 meses para las esporas
sin formular, Estos resultados evidencian el efecto
protector que tienen los excipientes sobre el mi-




Tasla 2. Taamito de vics Gl de prototipos de bioplaguicida 1 base s THO03

Producto Temperatura de almacenamiento (°C) Tiempo de vida titil (meses)
Conidigs sin formular K 37
Conidios sin formular 18 33
Conidios sin formular 28 o
Protatipo polvo 4 18
b Pratotipo polvo 18 18
Prototipo polvo 28 37

croorganismo, asegurando su estabilidad durante Aungue la mayoria de bioplaguicidas que se en-
el procesamiento y almacenamiento, ayudando @  cuentran en el mercado nacional e intemacional
su aplicacién en campo, protegiendo el producto  deben ser preservados en condiciones de refrigera-
de condiciones ambientales desfavorables y pro- €ion, a partir de los resultados del estudio se puede
moviendo la efectividad del bioplaguicida sobre &l recomendar la conservacién del prototipo en palvi
agente blanco a una temperatura promedio de 18°C.

e e e A E————— e e  ————
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Tenlendo en cuenta los resultades mosrados en el
capitule 2 sobre produccisn masiva, seleccion del me-
dig de cultivo y condiciones de fermentacion para T
koningiops’s TROG3, en este astudio se swaluaron dos
metodologias de fermentacion pars |a produccion del
bioplaguicida a escala planta pilate. Se utllizaran equi-
pos disenacios en el Laboratorio de Control Biolégico de
Corpoica v se gvaluaron la fermentacian bifasica en un
farmentador de tipo airlift y la fermentacion sdlida en un
fermentader de bandejas estaticas, Despuds de optimi-
zat las condicianes y deterrminar la reproducitidad de
i0s procesos, & rendimiento promedio obitenido - medi-
do en cantidad de conidios en el sustrato por tlempo de
fermentacidn (conidios/Kg h) - fue de 5.97x10°cenidios/
Kah y 142x10°7 conidios/Kg h para la fermentacion bi-
fasica y sdlida, respectivaments. La fermentacion solioa
fue seleccionada come metadologia de fermentacion
para I keningiopsis ThOO3. Las operaciones en el proceso
de formu/acién del bioplaguicida polvo muojatie (WP,
asi coma Ja separacidn del principio activa, la mezcla
con excipientes v €l secado, fueron tamblén astandari-
zadas a nivel plantz piloto

4.1 INTRODUCCION

Las oportunidades econdémicas y cormerdales de (05
bioplaguicidas dependen en gran medida de su fa-
cilidad de escalamiento Este es un mecanisma me-
dlante e] cual se trasladan condiciones y variables de
aperacitn de un oroceso an un eguing o sistema
determinade, a otro de tamano diferente (Gallsgo e
al, 2002). Con el escalamiento de |z produccién de
kioplaguicidas se busca mantener las condiclones
dptimas de cracimiento del microotganisma, 1a ge-
neracion v sepatacion de metabolitos yo biomasa
encontrados a rivel de laboratorio, obteniends re-
sultados similares en cuanto a rendimientos v pro-
ductividades. Para el escalamiento se debe recoger
la mayor cantidad de informacion posible dal pro-
ceso en condiciones de laboratoric; esto implica co-
nocer la fenomenciogla del process y ctorss tales
como la temperatura, la concentracion de nutrien-
tes, el pH v la actividad del agua, entre otros, Adido
nalmente, con los datos experimeantales generados
se depen realizar balances de rmateria y determinar
los rendimlentos er términes de cantigad de micro-
organismo por sustrate y cantidad de sustreto por
preducto fimal (Duarte, 1995). Temenda en cuenta
estos aspectos, para el escalamisnto a nivel planta
plicio de la produccién de: bioplaguicida a base de
T komngiopsis (ThOO3), surgieron las operaciones y
puntos criticos descritos en & igura 1.

el

Entre las técnicas de fermentacion mds estudiadas
para la produccion de hongos filamentosos se ens
cuentian la fermentacion sdiica (55F), la fermentacion
sumergida (SmF} y ia fermentadian bifasica (mezcla oe
5SF vy SmF). Para |os procesos de S5F 10s faclores mads
importantes incluyen el tipo de sustrato, &l micoar
ganismo, &l contenido de humedad. el pH v a altura
de la matriz selida, De otra parte en a fermentacion
sumergica (SmF) para hongos filamentasos los faclo-
res mas destacados por contyclar son las condicionas
reclagicas de operacicn como la viscosidad, la densi
dad, las velodidades de agitacidn, el pHy la concentra-
clén de exlgeno disuelto (Singhania et al, 2008}

En el Laboratorio de Contral Bisiagico del Centro de
Biotecnalogia y Bicindustria de Corpoica, tras varios
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Figura 1. Fsquema general del escalamiento de la produccion
del bioplaquicida a base del honge T xoningiogsis ThoD3

estudios de evaluacion dal crecimiento camparativo
para la produccion masiva del hongo F koningiopsis
Thoo3, s2 desarrolld un método ce produccion ma-
siva eficiente en un meadio solide codificade comz
551 Sin embargo, las condiciones del procsso de
fermentacion para este hongo no hablan sido es-
tandiarizadas a nivel de planta pilot, por la 1anto e
hizo nacesaria sU estandarizecion para la obiencion
de conidios del honge biocontolador.

Una vez las condiciones de produccion masive ae
T. koningiopsis ThOO3 a escala piloto se estandari-
zaran, esté principio activo fue formulade para la
obtencién de un bicpiaguicida en forma de polvo
majable (WF). Las operaciones unitarias de separa-
cion, mezcla, secado y melienda fueron escalacas a
rivel de planta piloto yla ehicenciz de las my
avaluaron tenierido en cuenta los puntes ¢
estos procesas (Figura 1)

El escaamiento de la produccion & nivel de planta
pilotn fue realizado en la planta de bioplaguicidas
ubicada en el Centro de Siotacnalogia v Bicindustria
de Corpoica. Esta construcsion cuenta con instals-
ciones adecuadas para |2 praduccion de bioplagui-
cidas a nivel semicomercial v equipos aproplados

para las operaciones de fermentacién, separacion
continua de principic active, mezclz, granuladion y
secado También cuenta con dreas para el contrel de
calidad tanto de materias primas como de produc-
tos en proceso y erminados,

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Escalamiente del proceso de
fermentacion de T. koningiopsis
ThO03

Lo, B s s e o
N e R W T R R T

Pars la estandarizacién de la fermentacion bifasica,
inicialmente se efectud la fermantacion liguida de-
terminando las condiciones cpotimas para maxiin'-
zar la produccisn de conidios de Thad3 en un fer-
mentadior de tipo airlift. Este medio de cultivo fue
el indculo para la fermentacian solida producida en
un fermentador de bandejas. Ambos fermentadores
fueron disenados y auestos ern marche previamente
en ! Laboratorio de Contrel Bislogice e Carpoica,

Primera fase: fermentacién liquida

Brepdracion det preindcas

A partir de cultivos en medic PDA con el hongo cre-
cide durante 7 dias, se removieron 108 conidios me-
clante la adicidn de 10 ml de una soluzicn de Tweean
B0 a 0.19% (v/v). La suspension de conidios obtenida
se puso en un whbo estérll v se hamogengizé en Un
agitador vibratorio durante 30 segundoes. A partir de
esta suspension madre se realizaron difuciones se-
riadas en solucion Tween 80 a 0.1% (w/v) con &l fin
de lograr und suspensidn en concentracion de
conidios/ml

Esta suspensidn se (naculd (25 mi) en Erlenmmeayers
de 125ml de capacidad nue contenian 25 ml del
madio de cultive estéril codificado como SL1 (Peria,
2002), Los Erlenmevers se incubaron 2 25°C con agi-
tadion constante {180rmom) en un bako termestata-
do Lindberg Blue® durante 24 horas Tranmscurrido
aste tiempo, se procedio &l contro! de calidad del
caldo de fermentacian mediante una coloracion
de Gram para detectar la presenda de pacienas v
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Tabla 1. Principales caractevisticas del fermentador airlift. disefado en el Laboratorlo de Control Biolagico,

Caracteristica Descripcion
Volumen 20 litros
Tipo de lazo Interno
Relacion altura diametro == 5
Tipo de distribuidor de aire Anular

Material de construccidn

Acero incxidable y vidrio

Yabila 2. Factores ¥ niveles evaluados durante la fermentacion liquida del hongo T: koringlopsis ThO03 en un biorreactor airtift de 20

litros,
Factores Nivel bajo Nivel alto Variable de respuesta
Altura de la zona de ascensa 443 amn 55.1cm
Caudal del gas de entiada 0.5 wym 0.75 vvmn
0.075% (/) 0.1% {viv) Concentracion de
: — biomasa (micelio
Volumen de antiespumante 15mi 20 mi principalmente, g/L}

de azul de Lactofenol para visualizar las estructuras
fungicas, Posteriormente se llevaron a cabo lres
cambios de valumen sucesivos en Erlenmeyers de
125ml, 500ml v 1000m|, manteniendo una relacion
volurnen medio de cultivo 2 volumen de! Erlenme-
yer de 1.5, Los Erlenmeyers fueron incubados bajo
135 mismas condiciones ya descntas v las coloracio-
nes mencicnadas fueron realizacas para verificar
Iz pureza del cultive y para observar microscopi-

Figura 2. Fermentador aitlift utilizado para la produccien
del preindcula de I koningiopsis ThQ2

camente la merfoloalz del hongo. Finalmente, los
preindculos se invectaron a un fermentador tipe
airlift para la evolucion de la fermentacion liguida 'y
la estandarizacién del proceso.

Fermentacidn en biorreactor airlift de 20 litros

El ferpnentador airlift (Fioura 2) €5 un eauipt neurmd-
tico de contacto gas-liquido, en el que el gas (aire
u exlgena) cumple fas funciones de agitacion, con-
triblicion a la transferencia de calor y suministro de
oxigeno (Flarez, 2002,

En el diseno del equipo se tuvieron en cuenta para-
melros como la geometria, &l volumen del reactor,
el tipo de |azo, la relacién altura didmetro, €l separa-
dor gasliguido, la instrumentacicn ¥ por supuesto
el material de construccion. En la Tabla 1 seresumen
las principales caracteristicas del fermentador ainwlit
disefado en el Laberetorio de Controf Biologico de
CORPOICA (Fidrez, 2002)

Laseleccion de los factores y niveles por evaluar para
la fermemacion liquida de T kandngiopsis ThoO3, se
hizo teniendc en cuenta las caracterfsticas relacio-
nadas can el equipe (altura de la zong de ascensc) y
las condiciones fisicas de la fermentacion (caudal de
aire y volumen de antiespumante) (Tabla 2)




Tabla 3. Matriz del diseho experimental factorial fraccionado para fa fermentacién liquida del hongo T koningiopsis T0G3 en un

blorreactor airiift de 20 litros.
Altura de la zona Volumen de
Fermentacion de ascenso (cm) Caudal de aire [vvm) antiespumante (mi)
I 443 D.75 15
2 4a3 a7s 20
3 5510 0s 15
4 55.1 0.5 20
5 587 042 2 |
3 3 030 18

Para la estandarizacion se realizaron seis fermenta-
ciones, empleando un disefo experimental factorial
fraccionado a la mitad (Tabla 3} Las evaiuaciones
fueron hechas al cabo de 48 horas de incubacion.

4.3.1 Resultados fermentacion
bifasica / primera fase

Durante las fermentaciones llevadas a cabo se
presentd una merfologla mixta de T keningiopsis
ThOo2 con presencla de agregados de diversos ta-
Marnos; se obseryd un répide credmients micelial
que incremento la viscosidad del liquide v cambia
gradualmerte el color del mediz de crecimiento &
medida que transcurrid el tliempe ce incubacion
(48 horas)
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Figura 3, Diagrama de Pareto paralos factores evaluados
durante la fermentacion liquida en un bicrreactor airlift
Factores: A: Altura zana de ascenso, B: Caudal de airs,
C:Wolumen de antiespumanta

De acuerdo con lo anteriorn durante las fermentacic-
nes 1y 2 en las que la velocidad de agitacion fue
elevada (2075vwm), el micelic libre fue la forma de
biomasa predominante, Por el contrario; en las fer-
mentaciones 3, 4, 5 y € a velocidades de agitacidn
pajas (<0.5vwm), la forma de biomasa presente estu-
vo constituida en su totalidad por micelio en forma
de agregados; sin emibarao, en ningdn caso se pre-
sentd una limitacion de oxigeno va que =l disuelte
se mantuvo en valores superiores a 50% con todos
los caudales de aire evaluados

Los datos de peso seco abtenidos experimental-
mente permitieren comprobar la hipotesis de gue
los factores evaluados afectaron directamente la
productividad del proceso de fermentacién liguida,
ya que las afferencias entre tratamientos presen-
taron ura variacion hasta de 10.23% v al realizar el
analisis estadistico de los datos empiezndo a prue-
ba LSD, con un 95% de confianza, se determind gue
existieron diferencias significativas eatre fermenta-
cjones, Los mejores resultados en terminas de bio-
masa seca (15.61a/1) se consiguieron bajc las cond-
ciones definidas en la farmentacion 4; éstas fugron:
altura del riser: 58 1cm, caudal de aire; 0 5vwm y vo
lumen de antiespumante; 20mil

De &sta fase se concluyd gue el cambio en la mor-
falagia del hongo fue un elemente que influye da
manera negativa sobre la produccidn de biomasa al
final del proceso, por lo que es necesario llevar un
control exacto sobre las condiciones de incubacion
respecto a la etapa del precultive, la temperatura y
ia agitacion




De acuerdo con el analisis Pareto (Figura 3, ninguno
de los factores presentd un efecto significativo sobre
la concentracion de la biomasz obtenida después
dlel proceso de fermentacién liquida. Se pudo ob-
servar gue el resultade més importante fue la inte-
raccion de los factores altura de la zona de ascenso y
caudal de aire (AB) con un efecto negativo, mientras
gue el menor efecto lo presento ef caudal de aire y
el volumen de antiespumante (3C) de forma tam-
bién negativa, En cuanto a 'a combinacian alura de
la zona de ascenso y volumen de antiespummante su
efecta fue positivo

Segunda Fase: fermentacién sélida

Una vez conocidas las mejores condiciones para la
produccion de T koningiopsis ThOO3 en fermenta-
cion liguida y utilizando este caldo resultante como
Inéculo, se evalud la fase de fermentacién solida.
Para esta segunda fase se ulilizo el sustrato solido
codificado coma 551.

Existen tres grandes tipos de biorreactores para la
fermentacidn sdlida: el lecho empacado con airea-
cién forzada, el tambor rotatorio y las bandejas con
sustrate estatico (Gervais, er al 2003); a este (itimo
grupo perterece el fermentador utlizado, situado
en el Laboraterio de Control Biologico. El fermen-
tador solido empleado contiene una caAmara en
acero incxidable que permite poner 47 bandejas
separadas entre si, cargadas con 1.1 kg de sustrato
htmedao, con una capacidad de carga de 60 kg. Tal
fermentador tiene un sistema de control de tempe-
ratura de tipo preporcional On / Off y dos resisten-
clas de 208 Watts para esterilizacion in situ

Para determinar las condicionss oplimas de ope-
racion, se aplicd un disena experimental simplex.
La eleccion de los factores se efectud teniendo en

cuenta 3 tipos de caracteristicas: las relacionadas
con el eguipo {ndmero de bandeias), las condicio-
nes fisicas de la fermentacion (temperatura) v las
relacionadas con el hongo 7. keningiopsis ThOO3 (vo-
lumen de indcula),

Se eligio la temperatura debido a que es un fac-
tor clave deniro del proceso de fermentacién
stlida, asi mismo estd directamente relacionado
con la actividad metabodlica del microorganismo
y con la velocidad de crecimiento (Krishna, 2005),
Ll volumen del indeulo liquide obtenido en &l fer-
mentadar airlift v aplicado al sustratg sélido es un
factor importante pues de su concentracion final
depende la velocidad de colonizacién del sustrato
salide (Krishna, 2003 v Pandey, 2003). La cantidad de
bandejas empleada para llevar a cabo cada corrica
axperimental también es importante puesto que |
espacio entre elias limita la entrada de luz al sisterna
[sustrato+microorganismao). La variable de respues-
ta escogida fue |z concentracion final de conidios v
los niveles seleccionados para cada uno de los facio-
res sa determinaron teniendo en cuenta (o5 valores
reportados por 2 literatura consultada para este tpo
de procesos (Tabiz 4).

El sustrato sélido se inoculd con el calde de fermen-
tacion proveniente del bioreactor airift v la tem-
peratura y el caudal de aire se ajustaron seglin las
condiciones da fermentacién establecidas.

4 3.2 Resultados fermentacion
bifasica / segunda fase

La evaiuacién del proceso de esporulacion del hongo
se hizo al dia 7 de fermentacion. Los factores evalua
dos durante la fermentacion bifdsica tuvieron diferen-
tes efectos sobre la concentracion de conidios obte-

“Tabla 4, Factores y niveles evaluados para la fermentacion sélida del hange ¥ koningiopsis Th03 en un biorreactor de bandejas.

Variables de estudio Nivel bajo Nivel alto Variable respuesta
Temperatura 254 27T
Cantidad de bandejas 10 15
Velumen de indeulo liquido 110ml 220 mi e
Concenftracion de
Caudal de aire inyectado Ovvm, 0.25vvm, 0.5vwwm y Tyvm conidios {canidios/g)
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Figura 4, Reprasentacion grafica da Jos efectos principales
sobre la concentracion de conidios de los factores evaluados
enls fermentacion sdlida

nica, Al analizar por separade el efecto de los factores
principales, se precist gue la cantidad de bandejas
fue el que tuvo mayor influencia sobre la variable de
respuesta, siendo éste un efacto negativo. En segun-
do lugar de magnitud se encontrd el factor temps-
ratura, el cual presentd un efecta positivo sobre la
concentracion de conidios, mientras gue el tercer
factor en orden de tarnano se refisre a la concentra-
cidn del indeule proveniente dz 1a fermentadon ligui-
da anterion y no presentd efecto alguno sebre la co-
nidiacién del hango T komingiopsis ThOO3 (Figura 4),

En funcién de estos resultados se coneluyt que el
volumen de inécula empleads (en forma de micelio
principalmente) no presentd un sfecto significativo

sobre la concentracion de conidios obtenida al final
de |z fermentacidn bifasica, debido a que los nive-
les de los volumenes evaluados fueron suficientsas
para cubrir de forma homegénea el sustrato sdlido y
permitir asf una esperulacion similar Sin embargo, la
combinacién del volumen ge inGculo con el factor
temperatura, mastrd tener ef mayer efecto negativo
sobre la produccidn final de los conidios del hango.

La mayor concentracion del hongo se alcanzd bajo
las condiciones de termperatura de incubacion de
27 oC, flujo de alre de O vwm vy 220 mi de inoculo
{Tabla 5, Figura 5). La concentracién ds conidios &n
las bandejas fue del orden de 107 conidios/g. slende
el valor maxime 279x10° conidios/g y el valor pro-
medio de 1.29x10° conidios/g

Despugés de 9 dias de fermentacion, divididos en
2 dias de fermentacion liguida y 7 dias de fermen-
tacion solida, la productividad promedio de la fer-
mentacion bifssica fue de 597x10°conidios/Kgh
Este valor es relativamiante bajo comparado con los
zlcanzados por Kubota (1995) v Agosin et af. (1997)
guienes obtuvieron valores de BOx10' conidios/
Kah'y 14x10"7 conicios/Kagh respectivamente, en
fermentacion sélica de Trichoderms harzionum.

La baja productividad en lz fermentacion bifdsica
fue consecuencia del large tiempo de fermentacidn
(216 horas), que incluye la produccion del preins-

Tabla 5. Proguccion de comdios te T kanmgiopst ThODS darantz (s fementacon bifdsca.

Bandeja Concentracion (conidios/g) Log concentracion
1 171107 9,23
P 980x10° 894
3 279107 9,45
4 9,84x 10" 8,99
5 6,70:10° 8,83
f 1.13x18° 9,05
7 1.08x107 9,03
7 1,00x107 2,00
Desviacién estdndar 0,19
Promedio concentracion 1,29%10°
Coehciente de variacion (%) 0,02




Figura 5. Crecimiento de T. koningiopsis ThOO3 por fermentacidn
bifasica.

culo (48 horas), haclendo gue la concentracion del
orden de 10%onidios/a, encontrads al final de la
fermentacion sélida, no sea suficiente para alcanzar
una productividad superior a 1 2x18"conidics/Kg h.

4.2 1 2 Fermentacién solida

La fermentacion en estado sdlido {55F) se define
come el cultivo de microarganismaos sabre un so-
porte sélido humedecidg, un vehiculo inerte o so-
ore sustratos insolubles que ademds pueden ser
usados coma fuente de carbono y de energia. Esta
fermentacion tiene lugar en ausencia o con muy
baja cantidad de agua libre (Holker er al, 2004). Es
utllizada en varios bioprocesos como bioremedia-
clon, biodegradacion de compuestos tdxices y bio-
transformacién de residucs agricolas, asl como en
iz produccién de metabolitos secundarios como
antibiéticos, alcaloides, factores de crecimiento de
plantas, enzimas, acidas organicos, biocombustibles
v bioplaguicidas, Frente a |a fermentacion liguida, la
sdlida presenta rendimientos més altos para el caso
de hongos filamentosos; esto se atribuye principal-

mente a que tal fermentacién simula ef habitat natu-
ra| del microorganisme (Pandey, 2003),

La fermentacién sdlida o2 T koningiopsis ThUO3 se
llevé a cabo en el misme fermentadaor sdlide esta-
tico de bandejas descrite anteriorments. Bl sustrato
fue el mismo que el utilizade para la fermentacian
bifasica, es decir el codificado coma 551 pero con
un pH ajustado a 4.0 (HC €1 M, ef cual reduce &l
riesgo de contaminacidn por bacterias y favorace la
esporulacion del horgo (Peda, 2002)

Con el fin de estandarizar los procedimientos de
fermentacion solida a escala piloto, v teniendo en
cuenta los resultados encontradas en la farmenta-
cién bifasica en cuanto a Ja influencia del nimera
de bandejas, se realizaron 4 lotes con 14 bandejas
cada uno. E! inoculo se prepard a partir del honge
crecido durante 7 dizs en cajas de Petri con medio
de cultivo PDA, al cual se |2 adicionaron 10 ml de so-
lucion estéril Tween 80 a 0.1% (w/A) y se removieron
los conidios. La concentracion de la suspension de
estos fue ajustada a 1.0x107 conidios/ml.

A diferencia de la fermentacion bifasica, donde la
inoculacién del sustrato se hizo desde la bemba de
inyeccion a través de boquillas de 1 mrm, 1a nocu-
lacion del sustrato con T kormaiopsis ThOO3 en fer-
mentacion solida se efectio por aspersion directa,
usandg atomizadores de 530 m! fos cuales permi-
tiaron Una aspersion homaogénsa de la suspensién
de conidios sobre la superficie. Baje condiciones de
asepsia se-aplicaron 15 ml de [z suspensién para una
cantidad aproximada de 1 5x10° conidios/bandeja
Posteriormente, las bandejas fuerorn incarporadas al
fermentador, donde se mantuvieron en condiciones
de 27 °C, una humedad de 60 & 65% v ausencia de
inyeccian de aire,

Después de seis dias de incubacion se procedio a
un muestreo al azar tomancdo 5 g dal sustrato colo-
nizado por cada bandeja. A estas muestras se les de-
termind la concentracidn (conidios/g) por recuénito
en camara de Neubauer y el contenido de humedad
{%), usando una balanza halégena CHAUS MB 45, A
las resultados se les fijd el coehciente de variacion
para verificar el nivel de reproducibilidad entre lotes.




Tabla 6. Caeficientes de variacion de (a humedad (%) y concentracion final (conidios/g) del sustrate esporulado para Ta fermentacion
solida.

Lote Coeficiente de variacion para la humedad (%}

Coeficiente de variacion para la concentracion (%)

Lote ] 14.75 1.14
Lote 2 15.63 2,60
Lote 3 1810 242
Lote 4 1844 1.84
4.3.3. Resultados fermentacion
solida g 5
B
E Ny
En los cuatro otes de praduccion se abservo que la 9
humedad del sustrato dentro del fermentadar pre- o A
sentd variabilidad entre las bandejas para la variable ;
de respuesta, dindose los menores valores en las & (
bandejas cercanas a la resistencia del fermentador
(Figura €). Adicionalrmente, los coeficientes de varia-
Mumero de bandeja

cion entre lotes fueron superiores a 108, encontran-
dose valores entre 1475% v 1844% (Tabla 6). Esta
variabilidad en el contenido de humedad podiia ser
causada por el gradiente dentro de la cdmara del fer-
mentador. Resultados similaras fueron encontrados
por Cruz (2007) guien reportd un gradiente de hu-
medad al finalizer la fermentacian entre 19% y 39%

Encuantoa la concentracion del sustrato colonizads,
despugs de seis dlas de fermentacion en los cuatro [o-
tes, en |a mayaria de los casos se encontraron valores
superiores a 1 Ox10° conidios/g (Figura 7). mostrando
una homogeneidad en el crecimienta del hongoe en

i

LOG concentraciin (conkdios/a)

Figura 6. Humedad del sustrato colonizado per I koningiopsiy
ThQ3 en la fermentacion sdlida Las lineas sobre las barvas
representan la desviacion estandar de los datas de humedad
de cuatro Iotes de fermentacién (n=4),

Tabla 7, Rendimiento en el proceso de fermentacion solida
de T koningiopsis TheO3,

Late Rendimiento SSF (conidios/kg hora)
Lote 1 a15x10°
Lote 2 141 x70°
Lote 3 1,63 x 107
Lote 4 1.93 x 10
o el
b
L]

Tiempa después del wrasplante (dias)

Figura 7. Concentracion de conidios de T koningiopsis ThQ03 en el sustralo colonizado en la fermentacian solida
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la totalidad de los lotes evaluados. Este crecimiento
fue uniforme no sélo en la superficie del sustrato, sino
también en su interior (Figura B), Al determinar los
coeficientes de variacién por lote (Tabla 7} se encon-
traron valores entre el 1.14y 2.60%, inferiores a 10%, v
por lo tanto Indicaron que la produccidn entre lotes
fue reproducible en el tiempo.

Al evaluar 2l rendimiento en los cuatro lotes en
términos de conidios/kg hora se encontraron valo-
res entre 9.15x10%y 1.93x10"™ canidicstkg hora, con
un valer promedio de 1.42x10? conidios/kg.hora
{Tabla B). Estos resultados son cercanos & los encon-
trados por Kubota (1295) y Agosin et al. {1997) quie-
nes reportaron rendimientos de 6,0x10' conidios/
ka.hora y 1.4x10" conidios/kg.fora respectivamente,
con I horzignum para fermentaciones solidas con
granos de maiz como sustrato.

Al comparar los resultados de rendimiento de la pro-
duccidn de conidios, tanto en fermentacion nifasica
(5.97x10%onidios/kghora) como en fermentacion
sélida (142 %10 conidios/kg hora), se concluyd que
el proceso S5F presentd cerca del doble de rendi-
miente; este andlisis permitid seleccicnar la fermen-
tacion SSF como el proceso estandar para la produg-
cién de la biomasa utilizada come principlo activo
del bioplaguicida a base de T koningiopsis ThOQ3

Figura B, Crecimiento de T. koningiopsis Th003 por fermentacion
solida

Un factor muy importante es |z propiedad hidrofébica
gue exhiben los conidios producidos en un sistema
de fermentacién solida, determinade por la acumu-
lacidn en la pared celular de protelnas hidrofhicas y
compuestas come las tricorzianinas, que en conjunte
repelenel agua Esto tienie gran imporiancia para una
rapica y persistente acherencia a la superficie de las
plantas y de otros hengos que tenen iguales propie
dades de hidrofoblcidad {Jenkins et al, 2000).

4 Escalamiento del proceso
de formulacion de T. koningiopsis

th003

Una vez se estandarizo 'a metodologia de fermen-
tacion para |2 produccion masiva de T, koningiop-
sis ThOQ3, se desarolla el escalamiento, a nivel de
planta piloto, de la formulacién del bioplaguicida
disenacdo como un polve mejable (WP] teniendo en
cuenta las operaciones descritas en la figura 1,

Para dicho escalamiento se cefinieron los puntos
criticos de cada una de 1as operacionss Unitarias in-
velueradas. La importancia de esos puntos radica n
el contrel que gjercen sobre los proceses, de manera
gue permiten definir s un lote terminado o en cur-
50 es aprobacio. Los puntos criticos del proceso de
formulacidn fueron en su arden. el rendimiento de
separacidon en peso de conidics humedas por uni-
dad de biomasa procesada (g/xg), la concantracién
de la mezcla (conidios/g) v la concentracion final
después del praceso de secado (conidios/g). Para el
ascalamlento de las operaciones de formulacidn se
evaluaron cuatro lotes piloto de aproximadamente
10 Kg, y a los resultados encontrados se les determi
né el coeficiente de variacion con el fin de evaluar la
repreducibilidad del proceso

Separacion de los conidios

Los conidigs obtenidos en la fermentacion sdlida
fueron separados por medio de un praceso de cen-
trifugacién continua, Inicialmente fueron apartados
del sustrato mediante un levade utilizande sclugian
Tween 80 (0.1% v/v) y posteriormente fAltrados a tra-
vés de una tela museling La suspension de conidios
sin sustrato fue alimentadza con una bomba peristal-
tica (Purmp grive PD5006) a razén de 24 | /h hacia una




centrifuga continua (Carl Padberg 77933) cuya velo-
cidad promedio de operacion fue de 27.0C0 rpm,

La blormasa abtenida (conidios htimedos) fue pesa-
da y se determinaren la concentracion (conidios /o)
y la humedad (%). Al final de [a operacidn s& anotd
el rendimiento en términos de g de conidios hime-
dos/kg de sustrato procesado para los cuatro lotes
evaluados,

4.3.4 Resultados escalamiento
de la formulacion / separacién

Los conidios himedos obtenidos en los 4 lotes
presentaron humedades entre 6108% y 6365%
con una media de 62.368%. En cuanito a la con-
centracién se encontraron valores entre 15x10'°
y 30x10"coridios/g con un valor premedio de
2.25x10"conidios/g (Figura S} Para lograr que el
polvo majable de T koningfopsis tuviera una con-
centracion finzl de 1.0x10° conidios/g fue necesaric
partir de conidios humedos con una concentracién
minima de 1.0x10"conidios/qg; en esa forma los cua-
tro lotes evaluados estuvieron dentro de est& rango,
con lo cual se garantizd que el producto final cum-
pliera con |as limites de aceptacion establecides.

En cuanto al rendimiento en términos de g de
conidios/kg de biomasa procesada se cbservarcn
valores entre 7320 y 8440 g/kg (Tabla 8). Fsta
variazble fue comsiderada como un punto critico
para el desarrollo de la operacién de centrifugacion
ya que permite controlar el proceso v asegurar gue
no se tengan problemas con el equipe {centrifuga
continua), con la inyeccién de la suspensidn (bemba
peristéltica) y con los tiempos de operacian, Teniendo
en cuenta los valores obtenidos para astos cuatro
lotes v los resultados previamente encontrados en
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Figura 8. Concentracion y contenido de humedad de conidins
de T. koningiopsis Th003 obterwdos después del proceso
de centrifugacion

condiciones de laboratorio, se decidid establecer
como limite un rendimiento de separacién minimao
de 70 g de conidios/kg de biomasa procesada,

Operacién de mezcla

Los conidios himedos fueron mezciados con exci-
pientes gue brindan al bioplaguicida final propieda-
des de desintegracién y proteccion frente a los rayos
ultravicleta del sol. Inicialmente, es0s excipientes
fueron intreducides por cince minites en un mez-
clador planetario; luego los conidios himedos
agua estéril fueron adicionados en la marmita poco
2 poco Al final de la mezcla se tomaron muestras de
tres puntos de la marmita con el fin de determinar la
concentracion (conidios/g) v 1a humedad (%),

El iempo de mezclz ideal fue determinado evaluan-
do diferentes lapsos (10, 15 y 20 min} a la méxima
velotidad de agitacién, La distribucion del micro-
arganismo se determiné mediante el IM (Indice de
Mezcla), utilizando como trazador la concentracion
de conidios de T. koningiopsis en la marmita.

Tabla 8. Resultadas obtenidos en fa operacion ée_-se;aaraciﬁ'n para cuatro lates de T koningiopsis ThOD3

Lote Concentracion (conidios/g)

Rendimiento |g conidios/ himedos/kg biomasa procesada)l Humedad (%)

1 156 % 107° 7320 61.08
2 219x10" 8273 6365
3 151 x10" Ra4) 207
4 1.99x 107 B180 6144
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4.3.5 Resultados escalamiento
de la formulacion / mezcla

En la Figura 10 se observa guea los 10 v 20 minu-
tos el indice de mezcla esta alejade del valor de 1,
mientras que alos 15 minutos es igusl o cercanoa 1,
es decir que las valores tedricos de la concentracién
de cenidios y los determinados experimentalments
fueron muy similares. De esa maners un tiempo de
15 minutes fue seleccionado coma el tiempo op-
timoe de mezcla, Este comportamienta también se
observd en los demés lotes evaluados (Tabla 90 En
cuanto a la humedad final de 3 mezcla no se en-
contraron diferencias significativas entre lotes, por o
que se establecio para esia caracteristica un rango
de aceptabilidad comprendido entre 43 y 45%,

Pafa garantizar una concentracion final de 1.0x10°
conidios/g en el producto final seco. se determing
coma [imite de aceptacion en el procese de mezcla
una concentracion minima de 6.0x10® conidios/g
en los tres puntos muestreados de la marmita. Los
cuatros |otes fabricados cumplieren con los limites
filados tante de humedad como de concentracidn,
aseguranda asi la hemogeneidad del producto ob-
tenido.

Operacién de secado

El porcentaje de 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 mayoria de productos
de control bioldgico se sugiere mantenerlos con hu-
medades inferiorss a 10% (Burges, 2000}

Para precisar el efecto de la temperatura sobre &l
porcentaje de germinacion y la pérdida de hume-
dad de los conidics de T kaningiopsis ThOO3, se eva-

=ilil
1a L[]

indice de mezcla

n I5
Tiempo (minutes)

]

Figura 10. indice de mezcla (1M} para &l lote 1 de T. koningiopsis
ThoO3. m muestra,

luaron cuatro cinéticas de secado a 27 °C, 30 °C, 33
°C y 36 °C, La cingtica a 27 °C s& mantuvo como
contral por ser ésta la temperaturg recomendada
en estudios previos realizades en condiciones de
laboratorio. El cuarto de secada utilizado para las
cingéticas presenty las siguientes caracteristicas: di-
mensiones de 1,3x1%2 m de alto, 41 cortinas mo-
viles para el paso del aire v controladeores de tem-
peratura Autonics del tipo TZ45T y TZN4S para un
secado girecto con aire, de HR promedio ge 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 germinacion de los cenidios (%)
mediante las técnicas de pérdida de peso y micros-
copia respectivamente.

Tabla 8. Resultados de |a operacién de mezcla himeda de 4 lotes de T. koningiopsis ThOO3,

Lote Tiempo de mezcla ideal (minutas) Humedad (3%} Concentracion promedio (conidios/g)
1 15 a4 06 7H0% 107
2 15 44,96 340 % 10°
| =] 3424 B31x10°
4 15 4318 921 x10°




Figura 11, Cuarto de secade de bandejas

4.3 .6 Resultados escalamiento
de la formulacion / secado

Al realizar las cinéticas de secado a las diferentes
temnperaturas (27, 30, 33 y 36°C) se observé respecto
a la pérdida de humedad gue a mayor temperatura
el producto se seca mas rapico, hasta llegar a valores
de humedad por debajo de 6% (Figura 12). Para lle-
gar aeste valor se requiriercn 17 horasa 27 *Cy 17.5,

Corttasttido dn Painiedag (%)

(= |

13y 5 horas 2 30 oC, 33 oC v 356 °C respeciivamente.

En cuanto a la germinacién los resultados demues-
tran que can el sumento de temperatura fa germi-
nacian de los conidios se ve afectada negativamen-
te, acentudndose este efecto a mayores tiempos
de exposician (Figura 13). A 27 °C después de 17
horas de secado se presentd una reduccion de la
germinacian en 5.1%, mientras que a 30 °C dismi-
nuyd 7.08% despues de 19 haras A 33 ¢C la rmer-
ma fue relativamente alta (12.10%); no cbstants, el
mayor efecto se presentd a 36 °C ya gue con sola 5
horas de secade tales valores se redujercn en 30%
{(Figura 14) La pérdida en la germinacion a 20 °C
no fue significativamente diferente comparada con
1a obtenida a 27 °C, por lo que estas temperaturas
podrian ser utilizadas en el proceso de secado. Las
termperaturas de 33 °C y 36 2L no fuercn recomen-
dadas para el secado, ya gue aungue los tiempos
fueron cortes, las pérdidas en germinacion fueron
superiores a 10%.

Operacion de Molienda
Al producto seco obitenida se le disminuyo el ta-
maho de particulz hasta obtener uno de 300 pum,

Tiempo de secada [Horas)

Figura 12. Efecto de la temperatura de secado sobre la dindmica de peérdida de humedad del bloplaguicida a base de T koningiopsis THOO3.




Germinacian (%)

Tiempa de secato {(Horas)

Figura 13. Efecto de la temperatura de secade sobre la germinacion de los conidios de T, keningiopsis ThOOZ en el bioplaguicida ,

£l polvo resultante fue empacado en bolsas meta-
lizadas con capacidad de 500 g y selladas al vacio,
Finalmente, se llevaron muestras por duplicado de
5 g de cada lote al laboratorio certificado (Biotéeni-
ca’) para realizar el control de calidad del preducto
terminada

Perufiols e viahiliclaz ()

Temperatura de secado "C}

Figura 14, Pérdida de viabilidad de los conidios de T. koningiopsis
ThO03 por efecio de la temperatura de secado a fa que fue
sometido el bloplaguicdida.

4.3.7 Resultados escalamiento
de la formulaciéon / molienda

Una vez terminadas |os procesas de produccian cel
bloplaguicida, cada uno de los lotes se someétic a pro-
tocolos de analisis de control de calidad. La concen-
tracién de los productos finales se estimo mediante
el recuento por triplicado en cdmara de NeuBauer,
mientras que la germinacion (%) de los conidios for-
mulados se detenming después de 24 horas de incu-
bacién en medic agar agué con €l recuento de los
conidios germinados comparado con 2l total

Los controles de calidad de los lotes obtenidas se
resumen en |2 Tabla 10

Al comparar los resultados de control de calidad de
los lotes, se puede concluir gue todos fueron apro-
hados-en funcidn de los limites de aceptatilidad del
praducto, los cuales fusron: una concentracion final
superior a 1,0¢10° conidios/g, una numedad entre 2
y 7 %y por ultimo una germinacion superiar a 80 %
después de 24 horas.




Tahila 10, Resuitazios control de calichd def bioplaguicida a hase de T kaningiopsh ThOG3,

Lote Concentracién (conidios/qg} Germinacion (%) Humedad (%)
| 1.5110° 8137 i57
P 1,58 x10° 8555 S07
3 1,70 x10° 8935 136
i 1,67 x107 8034 134

4.4 CONCLUSIONES

tn la fermentacion bifasica de T. konfngiopsis ThOO3,
la combinacion del volumen de indculo con el fac-
tor temperatura, tene el mayor efecto sobre la pro-
duccién final de los conidios del hongo, sienda la
concentracion promedio de 129x10% conidios/g la
alcanzada para el mejor tratamiento.

La mejor metadalogia de produccidn de T koningicosis
ThOO3 a nivel planta pilote y reprodLicible en el tienpo
fue la fermentacidn solida, con una productividad de
1.42x10 conidios/ka,

Se estandarizaron los limites de aceptabilidad v los
puntos criticos de las operaciones Involucradas en
la produccién a nivel planta piloto del bioplaguicida
polve mojable (WP) a base de T. koningiopsis Th003.
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5.1 INTRODUCCION

En el mercado mundial la tendencia actual de la
demanda se caracteriza por el consumo de ali-
mentos limpios, de buena apariencia fisica y con
dptimas cualidades organolépticas (Min. Ambien-
te, 2002). Al respecto, lz legislacion en varios pal-
ses exige una disminucion considerable del uso de
plaguicidas quimicos, lz implementacién de medi-
das fitasanitarias integradas v de buenas practicas
agricolas

La enfermedad moho blanco de la lechuga causada
por los hongos Scleratinia scleratiorum (Lib) de Bary
v S minor Jagger amenaza la sostenibilidad econo-
mica y ambiental del agroscosisterna horticola de-
bido a la magnitud de las pérdidas en rendimientos
que ocasionan'y al alto uso de fungicidas de sintesis
quimica que el agricultor emplea para su control,
Esta enfermedad es comun en los municipios pro-
ductores de lechuga en la region Sabana de Occi-
dente en Cundinamarca, principal zors productora
de Colombia

Tenlendo en cuenta las caracteristicas de consumo
en fresco de esta hortaliza, les tendencias al cambic
en los habitos que demandan alimentos libres de
residuos de plaguicidas y el contexto actual de las
negociaciones comerciales internacionales, s nece-
sario dirigir esfuerzos de investigacion, desarrallo y
transferencia de techologlas altarnativas que forta-
lezcan la competitividad de los métodos de produc-
cién de lechuga en &l pais y en general de la cadena
de hortalizas.

Una via para reducir la entrada de insurnos en un sis-
tema de produccion agricola sostenible, consiste en
implementar programas de maneje integrado de |as
enfermedades. Los métodos para su control inclu-
yen el uso de moléculas quimicas, control bioldgico
con microorganismaos antagenistas, control fisico,
practicas cufturales, slembra de cultivares resisten-
tes y medidas legales. En fitopstolagla se definieron
los componentes que determinan €l desarrolle de
ia enfermegad en el denominade “riangulo de la
enfermedad’ los cuales se interrelacionan entre s,

tales componentes son la planta hospedero, el pa-
togeno y el ambiente {Agrios, 1988), La manipula-
cién de cualquiera de ellos porel hembre como una
estrategla de manejo, pedria disminuir o controlar la
enfermedad

El uso ce agentes de control biclogico constituye
una herramienta atractive para el contel de insec
105 plaga y de firopatdgenss; en este dltimo caso &l
hongo frchoderma spp. ha resultado eficaz para el
control de diferentes paidgenos en diferentes culti-
y0s (Papavizas, 1985),

Existen muchas vias oor medio de las cusles un
microorganismo antagonista pueds elercer con-
trol contra un fitopatégenao blanco; la prevencion
de la infeccion por agentes de centrel bioldgico
o la supresion de la enfermedad estén basadas en
la resistencia inducida en la planta hospedero, la
competicion por nutrientes y espacio, [a antibiosis,
el hiperparasitismo, la reduccion de la habilidad
saprofitica y de la diseminacidn de las esporas y/o
de los factores de patogenicidad {Elad y Freeman,
2002).

Elad y Freeman (2002) también afirman gue lzs for-
mulaciones bialégicas pueden servir como medios
alternativos de contral si ellas reducen la enferme-
dad hasta niveles econdmicos aceptables, siendo
este el caso del bioplaguicida desarrolladoe 2 base de
Trichoderma koningiopsis ThOO3,

Algunas medidas para mejorar l2 capacidad de los
agentes de control bicldgico para ser efectivos bajo
diversas condiciones ambientales son: aplicarlos
en mezcla o alternandelos con fungicidas quimi-
cos compatibles; aplicar mas de un agente de bic-
control al mismo tiempo, con diversos modos de
accion que sean complementarios (Shiienberg v
Elad, 2002) o introducilos en programas de manejo
integrado, lo cual también na sido onjeto de inves-
tigacion en Corpoica con el bioplaguicida a base
de la cepa ThOO3. En tal sentido, en este capiiulo se
presentan [os resultados de las investigaciones resli-
zadlas para generar una recomendacion de uso de T
koningiopsis ThOO3 para el control de la enfermedad
moho blance de la lechuga.




5.2 COMPATIBILIDAD
DE Trichoderma

koningiopsis 003
oGRS s DAL
QUIMICOS

Magda Garcia M .Sc., Adriana Santos B.Sc,,
Andrés Diaz Gareia M.5c, taura Villamizar D5c.,
y Alba Marina Cotes Ph.Dd

5.2.1 Introduccion

El bioplaguicida desarrellade en Corpoica a base
del hengo Trichaderma koningiopsis ha demostrado
su versatilidad para ser aplicada para el control de
patogenos foliares y del suelo, tanto en semillero
cOmo en campo en diversos cultivos de importan
¢ia econdmica 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 aplicaclén se hace en combinacion
o alternadamente <on agroguimicos tales como
plaguicidas,, fertilizantes y con otros agentes tales
como bicfertilizantes, extractos vegetales y otros
bioproductos.

Actualmente, los compuestos gue inhiben la bio-
sintasis de esterol (OMI por sus siglas en ingles)
constituyen el grupo mds importante de fungicicas
quimicos sistémicos en la agriculturz (Figueras-Roca
et al, 1996); la mayoria de dichos fungicidas impi-
den la demetilacion C-14 de lanostercl o eburical,
Adicionalmente, en Colembia se aplican plaguicigas
pertenecientes al grupe guimico de las carbexami-
das v sU mecanismo de accion estd relacionado con
la inhibicion de la respiracién celular del patégeno

Por o tanto, el objetivo del oresente trabajo fus
evaluar la cempatibilidad in vitro de T. konfgiopsis
{ThOD3) con los plaguicidas quimicos cominmente
empleadas en el cultivo de lechuga enla Sabana de
Bogota,
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Dado ef amplio espectro de los modos de accidn de los
plaguicidas quimicos usados comanmente en Colom-
bia, es posible que én condiciones de campe la activi-
dad biocentroladora de las formulaciones desarroliadas
3 base de T konlnglopsis, se vea disminuida debido al
efecto de los fungicidas aplicadas para el marejo de
enfermedades A pesar te estg, en la literatura cientifica
50N MUy 85casos los reportes de trabajos para determi-
nar la sensibilidad o la compatibilidad de micreorgan-
ismus blocontraladores con los plaguicidas quimicos,
siendo por lo tante muy valiesa 1oca Ja Infermacién
generada acerca del efecta de estos plaguicidas soore
el honge T koninglapsis En este trabajc se evaluo el
sfecto de 13 plaquicidas quimicos sobre el hongo T. ko
ningropsis bajo congdicionss de laboratorio y se encontrd
que solamente Validacin® y azufre presentaron mediana
compatibilidad en la dosls mas baja evaluada, mientras
que los restantes fueron totalmente Incompatibles en
todas |as concentraciones. Estos resuitados seran el
punto de partida para generar recomendaciones de uso
v estrategias de aplicacion en campo del bioplaguicida
a base de T koningiopsis, que permitiran la reduccion
de la cantldad de quimicos empleados v consecuent-
emente disminulr los riesgas concernientesa la resisten-
cia en los patdgenos v a la residualidad e alimentos de
consume humane.




Tabla ). Concaowacnes de fos kunguidas evaiuadea n condiciones i yir con Trichaderma kamegioss

Dosts (ppm]
Fungicidas (Mombre, codificacion] 100 50 255
Orthocide™ {Cr) 2500 1250 25
Validacin® (Va) 2500 1250 633
Alletre® (Al} sio0 2500 1250
Cobrethane” (Co) SO00 2500 1250
Kocide® (Ko} 2000 1000 S0
Score® (Sc) 500 250 125
Carbendazim® [Ca) 500 250 125
Benomil® (Be} 350 175 88
Difenoconazol® [Di) 125 (3] b 3
Oxicloruro de cobre (Ox) 12600 G300 3150
Clorotalonil*{Cl) 720 360 180
Metil-tiofanato® (M) 7ol 350 175
Azufre (Az} 2520 260 630

5.2.2. Materiales y métodos

Microorganismo

Ll aislamiento de T, koningiopsis ThOO3 fue abtenido
del Banco de Germoplasma de Micreorganismos
cen interés en Control Bioléglco de Corpoica.

Evaluacion de la compatibilldad in vitro

de T. koningiopsis con plaguicidas quimicos,

La compatitrlidad in vitro de T koningiopsss se evaluo
en medio Saboureaud Sacargsa Agar (554), al cual
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se le adiclenaron los plaguicidas en estudio en tres
cancentraciones, equivalentes a 100%, 50% v 25%
de la desis recomendada (Tabla 1}, Los 13 plaguici-
das guirnicos evaluados fueron Crihocide’, Aliette’,
Validacin, Score’, Cotretane’, Kocide’, Clorotalonll’,
Difenoconazal, Metil tofanate’, Carbenaazim”, Be-
nemit, Cxiclorura de Cobre v Azufre en sus presen-
taciones comerciales, Con un sscabocados de 5mm
de diametic se cortaron fragmentos de igual tama-
fio de medio PDA crecido con el microorganismo
durante 8 dias a 282C. Cada fragmento fue colocado
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Tratamlentos

Figura 1, Efecto de los plaguicidas evaluados (25% de la dosls recomendada), sobre el crecimiento radial de Trichoderma koningiopsis
después de sais dias da incubacién, Tratamientos con la misma letra no son significativaments diferentes entre si. Tukey (0 = 95%). La

codificacion de las plaguicidas corresponde a la Tabla 1.
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Figura 2, Efecto de los plaguicidas evaluadas (50% de [a dasis recomendadal, sobre el crecimiento radial de Trichoderma koninglapsis
despliés de seis dlas de Incubacidn, Tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes entre si_ Tukey (o =95%). La

cadificacién de los plaguicidas corresponde a la Tabla 1.

en el centro de cajas de Petri con medios SSA con'y
sin plaguicidas. Los medios inoculados con ThO03 se
Incubaron a 289C por seis dias y a los 0, 3 y 6.dias se
midio el radio de la colonia con un callbrador digital
Cada ratamuento fue evaluado por triplicado.

5.2.3 Resultados y discusion

Efecto de los plaguicidas quimicos sobre fa viabill-
dad de T koningiopsis.

Cuando se evalud lz compatibilidad del microor-
ganismo con los funguicidas a 25% de la dosis re-
comendada, se evidencio una disminucion en el
crecimiento radial de la colomia en todos los plagui-
cidas Sin embargo, la prueba de comparacién de
medias de Tukey no detectd diferenclas significati-
vas (P>0,05) entre los plaguicidas Vaiidacir’, Aliette”
y azufre (Figura 1) Los demas fungicidas causaron
una inhibicidn significativa del crecimiento radial de
1. koningiopsis ThOO3 (P<0,05).

A la mitad de |2 dosis recomendada para los fungi-
cidas (50%) se evidencit una tendenciz similar y el
microarganismo presentd un crecimienta radial me-
nor en presencia de los fungicidas en comparacion
con el control Sin embargo, la grusba de compa-
racion de medias de Tukey no detecld diferencias
significativas (P>0,05) entre tratamientes cuando
se utilizaron los plaguicidas Validacin® y azufre
(Figura 2). Los demas fungicidas evaluados inhibiz-

ron significativamente el crecimiento radial del mi-
croarganismo (P < 0,05) (Figura 2).

Los fungicidas Carbendacim’, Benomil® y Metil-tiofa-
nato” en todas los dosis evaluadss, inhibieron total-
mente el crecimiento radial de T koningiopsis. Este
comportamiento esta relacionado con gl modo de
accion de estos |ngredientes activos, 10s cuales in-
terfieren el proceso de division celular, permitiendo
la germinacién del microcrganisme pero detenien-
do el desarrollo del tube germinal le que provoca
imegularidades en |a divisian celular v en algunos
cases da lugar a células anormales. Los efectos ad-
versos de este tipo de compuastos en la division
celular probablemente causan la muerte del hongo
(De Lifan, 1997),

Al igual que en el presente trabajo, Kososki y cola-
boradores (2001) detectaron un efecto negativo de
los fungicidas benomil, metil-ticfanatoy clorotalonil
a una concentracion de 10ppm en el desarrollo del
drea micelial de Colletotrichurm acutatum, Asl mismo,
Panmurugan vy colaboraderes (2008) cbservaron
urz disminucion gradual en el crecimiento radial de
Phomaopsis theae a medida que se 2umentod la con-
centracién de carbendazim en el medio de cultivo;
los autores atribuyeron la supresian del crecimiento
al efecto del fungicida, el cual inhibe Iz mitosis del
hongo y de esta manera \a division celular que de-
termina el crecimiento del microorganisma.
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Tratamientos

Figura 3. Efecto de los plaguicidas eveluados (dosis recomendada), sobre el crecimiento radial de Trichoderima koningiopsts después
de seis dias de incubacion. Tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes entre si. Tukey (953). La codificacion

de los plaguicidas correspande a la Tabla 1.

Cuando se evalud la dosis recomendada (100%)
para todes los plaguicidas se observe una dismi-
nucion mayor en el crecimiento radial en com-
paracién al comportamiento presentadc @ 25% y
509% de |a dosis. Este resultado indica que el efecto
de estos productas de sintesis gulimica aumenta
direcramente con la dosis del ingredients activo
utllizada; s decir, que a mayor dosis de plaguicida
mayor inhibicion del crecimiento del microcrga-
MisImo,

La prueba de comparacicn de mediss de Tukey
detecto diferencias significativas (P<0.03) entre el
tratamiento control v los trece fungicidas evaluados
(Figura 3}, lo que demostra que la adician de todos
los productos al medio de cultivo, utllizando fa dosis
recomendada, afectd negalivamente el crecimiento
racial del microorganismo,

Los resultados de radio de colonia versus tiempo
fueron sometidos a un andlisis de regresion lineal,
ohteniéndose coeficientes de correlacion superia-
res a 0,90, valores que sugieren que el crecimiento
ratiial siguio una cinética de orden cera Con base
en los resultades de regresion se determinaran las
pendientes de cada recta, las cuales representan lz
velocidad de crecimiento racial en mmy/dis (Tablz
3) Las velocidades establecidas para cada fungich-
da a las tres dosis evaluadas (25%, 50% y 100%) y el
tratamiente control fueron sometidas a un analisis

de varianza ANAVA v a una prueba de diferencia mi-
nima significativa (DMS} con una confabilidad de
95%,

La velocidad de crecimiento radial de Trichoderma
koningiopsis (ThOO3) tratamiento control, no presen-
4 diferencias significativas con respecto a la velo-
cidad obtenida para el tratamiento con azufre 2 las
tres dosis evaluadas y con el plaguicida Validacin® &
25% de fa dosis recomendads, Estos resultados su-
gieren gue el aislamiento ThGO2 de Trichoderma ko-
ningiops's fue compatible con el ingrediente activo
azufre y podria utilizarse conjuntamente con dosls
bajas del ingrediente activo Validacin'

Las especies de Trichoderma son conocidas por ex-
presar reacciones diferenciales a grupos ae fungicl-
das (Sharma et al, 2001; Pandey et af, 2006). En este
estudio también se abservd un comportamiento
similar.

Se aprecio que con Carbendazim®, Benomil®y Me-
til-tiofanato” se presentarcn los mayares nivales
de inhikicién, este fenémeno ha siao canfirmado
en numeroses estudios (Nallathambi et af, 2007;
Cesal et al, 2002; Singh et af, 2004; Nallatham-
bi et al, 2008} por lo que incluso se ha sugerido
abandonar ¢l uso Integrado de Carbendazim® con
T harzianum, T. viride y Gliociadium virens (Begum y
Bhuiyan, 2004).




Tabla 3. Velocidades de crecimiento in vitro de T. koningiopsis ThOO3.

Tratamiento Dosis (%) Pendiente (mm/dia) S.D. I

100 22%9h 0,24 0498
50 1,86 bc 0,73 052
25 112¢c 0,65 0,95
Orthooide® Contral 439%9a 0,46 085
100 323c¢ 2,1 0,54
. 50 360bc 0,29 0,50
j 25 3853ab 0,26 0,92
! Validacin® (Va) Contyol 4393 0,46 0,95
: 100 072d 0,06 0,95
' 50 186¢C 0,14 0,58
25 337h 0,25 0.84
Aliette® {Al) Control 43942 0,46 Q.85
100 1,72b 048 095
50 117b 0,30 0,57
25 1.75b 0,38 0,87

Cobrethane® (Co) Control 439a 0,46 0,95 :

&

100 0,33c¢ 0,32 0,58 -

50 1.51b 0,38 0,94 :
25 185b 032 058
Kocide® (Ko) Control 439a 046 0,25
100 147 ¢ 0.0 [18=3]
50 2,09 bc 040 (1A=l
5 258b 1,00 0,98
Score® (Sc) Control 439a 0,46 095
100 0b - 1,00
50 0b 1,00
25 0b 1,00
Carbendazim™ (Ca) Control 4393 0,46 0,95
100 Ob 1,00
50 Ob 1,00
25 Db - 1,00
Benomil® (Be) Control 439a 0,46 0,95
100 Oc 1.00
| 50 066b 0,04 0,96
| 25 099 b 0,07 0,84
Difenoconazol® (D) Control 43%3 0,46 .95
I 100 0c 1,00
11} 066b 028 093
25 099b 0.28 0,90
Oxicloruro de cobre (Ox} Control 43%a 0,46 0,65
100 0,60 b 0,03 0,98
50 067 b 0,04 0,93
; 25 0.65b 0,06 0,33
; Clarotalonil® {C1) Control 4392 0,46 0,95
| 100 ob 1,00
50 Dh - 1,00
25 0b 1,00
Metil-tiofanato?® (Mt) Control 4393 0,46 0,95
oo 3,50a 0,29 .80
50 367a 0,33 0,90
25 36la 0,35 090

Azufre (Az) Control 439a 0,46 095
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Con respecto a los fungicidas del grupo de las dicar-
boxamidas (tales como Orthocide’} se predujo un
efecto inversamente proporcional a la concentra-
¢ion usada con magnitudes de Inhibicidn del creci-
mienta de T koningiopsis entre 70% con 625 ppm y
449 con 2500 ppm, per lo cuzl se pusde considerar
medianarmente compatible; Harrman y colaborado-
res (1996) demostraron que T. harzianum 2s com-
patible con dicarboxamidas tales come Iprodione’
yVinclozolin®,

De etra parte, hubo Incompatibilicad con el grupe
de productos con oxicloruro de cobre (incluyende
Cobrethane’ y Kocide”) en todas las dosis evaluadas,
con inhibiciones del crecirmients entre 60% v 72% a
las menores dosis v entre 60% v 100% con las dosis
mds altas; en contraste, Nallathambi v colaboradores
(2009) reportaron tolerancia intrinseca de varias espe-
cies de Trichoderma con oxicloruro de cobre y Man-
cozeb (en concentraciones por encima de 500 mg/g).

En conclusién, a partir de los resultados obtenidos
en el presente estudio se podria afirmar que [a cepa
de [, koningiopsis (ThDO3) fue Incompatible con to-
dos los productos evaluagos, a excepcion de azufre
y Validacin® a 25% de |a dosis recomendada; lo an-
terior probablemente se deba 2 que el microorga-
nismo se ve enfrentado @ una exposicion forzada v
drastica con los Ingredientes actives. Sin embargo,
se recomienda realizar estudios en los cuales se
svalle el efecto 0 vivo de los productas quimicos,
usados habitualmente por los agricultores, sobre mi-
croorganismaos biocontroladores, con el propésito
de favorecer y desarrollar estrategias para el manejo
integraco de los cultivos,

PRUEBAS
EFICACIA
Trichoderma
ko in % opsis Th003

L CONTROL
D LMOHO BLANCO
DE LA LECHUGA

Carlos Andrés Moreno Velandia M Sc., Alexander Smith
May B Sc., Alba Marina Cotes Ph.D,

5.3.1 Formas vy frecuencias
de aplicacién del bioplaguicida

El abjetiva de esta actividad fue seleccionar las for-
mas y frecuencias de aplicacién de T koningiopsis
Th003, en el control de [z enfermedad moho blanco
de la lechuga

1.1 Metadologia

Ubicacion

Se reglizaron tres experimentos independientes en
condiciones de invernadern, con temperatura pro-
medio de 16.°C v HR promadio de 68%, en el centro
de investigacian Tibaftatd de Corpoica, Mosquera -
Cundinararca

Inéculo patogénico

Se utilizaron los aislamientos Scierotinta minor Sc001
y Selerotinia scleratrorum 5002 respectivamente,
obtenidos de cultives comerciales de lechuga ba-
tavia en Mosquera y Funza (Martinez, 2007). Para
la conservacién de estos hongos se produjeron es-
clerocios en medio de cultive agar-papa-dextrosa
(PDA), los cuales fueron colectados manualmente
en condiciones de asepsia y se almacenaron en via-
les dle vidrio a temperatura ambiente

Para la produccidin del indeuio petogénico de las ce-
pas de Sclerotinia, se inoculd un sustrato estéril de
cebada perlada con discos de agar con crecimiento

Investigatores Labaratono de Contrel Bloldgico,

Centra de Blatecnolegia v Biosindust iz - CR3,

Corporzcidn Calombiana de Investigacion Agropecuaria-Carpoica.
Kem 14 via Boguts-Mosquera
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Tabla 1. Tratamientos evaluados en el experimento uno (Formas de aplicacion det bioplaguicida WG a base de T. koninglopsis ThO03).

Mo, Descripeion del tratamiento* Abreviacién
1 Farmulacisn WG de T knnipginpss ThO03 aplicada en drench WG drench
Formulacién WG de T. koningropsis ThO03 aplicada directamente al sustrato (0.5
1 g/planta) WG directo
i T koningigpsis ThDO2 sin formular apticado endrench Thdrench
. 4 Testgoguimico (Benomil 1 g/l 30 mifplanta aplicade en drenchl Benomil

Testigo absoluto (sustrato can inoculo patogénico; ninguna medida de control
5  de la enfermedad) Testige
*Laconcentracion de T konnolopsls ThOO en las suspansinnies [ue de (121 06 comidins/mi), para lo cuel se uiliied gra dosis de b gflen ol caso de by

farmulscion La aplicadion direcrs de los granulog del bioplapulcids <e hizo en el fanda del sitlo de trasplants; |9 demas tratamitritos e aplicaron inmie
diataments despues, emplednds un volumen tde 100 mlonatera para el caso del hinplaguicida y de 30 mi/matera para ¢ fuhidicleda.

Tabla 2. Tratamientos evaluados en el expenimenta dos (Frecuencias de apiicacion det bioplaguicida WG 3 buse de 7. koninglopsis
Thios).

Na. Descripcion del tratamiento™ Abreyiacion

£l sustrato se humadecid cari la suspension WG ThoD3 (100 mL/maters), luego se
1 realizéel trasplante WG dat

E sustraio se humedecid con la suspensian WG ThO03 (100 mL/matera), luege
se realizo el trasplante, 7 dias despues se aplico |a suspension WG Th003 con una
2 frecuencia semanal, WG dat+d7

El sustrate se humedecic con la suspension WG Tha03 (100 mi/materal, luega se
reatizo el trasplante, 14 dias después se aplico fa suspension WG Th003 con una
1 frecuencia quincenal, WGdat+did

| 4 Laformulacion WG Thi03 se incorporo en el sustrato antes del trasplante. WG at

I La formulacion WG ThO03 se incorpord en el sustrato antes del trasplante, 14
dias después se aplicd la suspensian WG Thi032 en drench con una frecuencia

5  quincenal, WGat+di4

& Testigo guimico® (Benomil 1 gA; 30 mi/planta aplicado en drench) Benomil
Testigo absolute (sustrato con inoculo patogenico; ninguna medida de control

?  dela epfermedad) Testigo

"] funeicida Senomil s apld 6l ure ver inmediatarmente despuis del trasplanta

Tabla 3, Tratamientos evaluados en el experimento tres {Eficacia de dos prototipos de bioplaguicida a base de T. kaainglopsis ThOD3).
No. Descripcion del tratamiento® Abreviacion

1 Formulacion WG de T koningiopsis ThU03 aplicado en drench* WG drench

2  Formulacion WP de T. koningiopsis ThOD3 aplicado en drepich WP drench

3 Formulacidn WP de T koningiopsis ThOG3 asperjado WE foliar

4 Testigo Quimico 1 [Procimidona 1 g/l; 30 misplanta aplicada en drench} Procimidona

5  Testigo Quimico 2 (ipradione 1 ml/l; aproximadamente 5 mi/planta asperjado) lorodione

Testigo absoluto {sustrato con indeulo patogénico, ninguna medida de controf
6 defaenfermedad) Testigo

* Fara las apficacignes an drench se giilad un voluman de 30 mi‘planta. La recuencia de aplicacion para fos trgtamientos bicldgicos fue cada gos
sernanas, En @l caso de s [ungioday, 8stos se aplicaran inmedisiamenta despuds del trasplinta v dos semanas despugs
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Figura 1. Ffecto de tas formas de aplicacion del hongo
Trichoderma koninglopsis ThOD3 sobre Ja incldenda de (2
enfermedad mohoe blanco de la lechuga causada por Sclerotinia
minot 5c001. Bl bioplaguicida WG 11709 conidios/gl se

usd en dosis de 1 g/L cuande se reconstituyd enagua g se
aplicaron 0,5 g/planta cuando se colocd en el sitio de trasplante
directamente, Th003 también se empled sin formular como una
suispensitin de conldios en concentraclén de 1x106 conidiss/
ml. El fungicida Benomil (Benlate® 1 g/l) se apficé en diench
inmediatamente después del trasplante (30 mL/planta). Los
tratamientos se utllizaron una sola vez en el momento del
trasplante.

micelial y formacion de esclerocios {provenientes
del segundo subcultive después de la reactivacion
ae las cepas); luego de dos sermanas de crecimierio
5& separaron los esclerocios formados

inoculacién

Se utilizd una densidad de 11 esclerocios parg cada
especie de Sclerotinig, seleccionada en la prueba de
patogenicidad descrita en el capitulo 1 de este do
cumenta El procedimiento de inoculacidn consistid
en incorporar ¢l indculo pategénico al sustrato de
siembra; para esto se utilizd Una mezcls de suelo v
cascarilla de arroz (2:1) esterilizade en autociave (20
P51/ 30 min /90°C). E! sustrato se dispuso en materas
plasticas de 2 Kg de capacidad hasta 2/3 de su altura
yen el tercio superior se agrego el suelc con los escle-
1ocics incorperades aleatoriaments; posteriormente
se trasplamtc en cada matera una plantula de lechuga
batavia var. Van Max de 4 semanas de eded,

Tratamientos

Para las evaluaciones se utilizaron dos formulaciones
a base del hongo [, koningiopsis ThGO3, un granula-
do dispersable (WG) y un polvo majable (WP), En el
experimento uno se compard el efecto de |as formas
de aplicacidon del bioplaguicida WG en drench y de

e

ios granulos sin reconstituir en agua {Tabla 1), En el
experimento dos se determind &l efecto de diferen-
tes frecuencias de aplicacion del bioplaguicida WG
a base de ThOO3 (Tabla 2} En el expenmento tres s
compard |a eficacia de los dos prototipos de formu-
lacion WG y WP a base de ThO03 (Tabla 3).

Disero experimental y analisis de datos

En los tres experimentos se utilizd un disesio de blo-
ques completos al azar con cuatro repeliciones. La
unidad experimental consistié en 10 plaritas de lechu-
ga, sermbwando una por matera Se midic 1z incidencia
de la enfermedad moho blanco, exaresads como fa
proporcion de plantas con sintomas y/o signos, Al fi-
nalizar cacla experimento se estimé la eficaciz de los
tratamientos can respecio 2l testigo absoluto con la
férmuta [(a-b}/a]* 100 donde a es el valor de incidencia
en el testiga absoluto v b es el valor de la incidencia
en un tratamiento, Los datos finaies de incidencia de
ta enfermedad fueron sometidos a ANAVA para deter-
rrinar efectos significativos de los ratamientos v los
promedios fueron comparados megiarte Iz prueba
de Tukey can un nivel de confianza de 95%

53.1.7 Restlrados

Efecto de las formas de aplicacian del
bioplaguicida WG ThOD3 sobre el meho blanco

Lz enfermedad moho blanco de iz lechuga se apre-
Cid dos semanes despugs del trasplante, con una
incidencia inferior 3 10% en todes los tratamientos
utilizados para su contrel v tuve un progreso signifi-
cativo en el testigo absoluto en donde se presents
&l mayor nivel de enfermedad {40%) 52 dias después
del trasplante (Figura 1)

Todos los tratamientos aplicados para conurolar la
enfermedad moeho blance redujeron significativa-
mente su incidencia, siendo el fungicda guimico
&l gue Ja disminuyd en mayor proparcion (eficacia
oe 81%). La aplicacion de T, koningiopsis TnOO3 redu-
Jo 2 incldencia del richo blanco entre 31% y 63%,
siendo en aste caso la forma de apiicacion directa
del granulado de ThOO3 el tratamiento can mayar
eficacia (63%), mientras que la aplicacion en drench
del bioplaguicida presentd el menor porcentaje de
eficacia (3196)
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Figura 2, Efecto de (as formas y las frecuencias de aplicacion

del bioplaguleida TricoTec WG a base del henga Trichoderma
koninglopsis ThO03 sobre la incidencia de |z enfermedad moho
blanco de la lechuga causada por S minor Sc001, En cada matera
se inocularon 11 esclerocios del fitopatogeno Scierotinia minor
5c001 y postenigrmente se trasplantd una planta de lechuga Hpo
batavia var, Van max de 4 semanas de edad. &l bioplaguicida
[1x10° conidios/g] se utilzé en dosis de 1 g/L cuando se
reconstituyd en agua. El fungicida Benomil (Banlate® 1 g/l se
aplicd en drench Inmediatamente después del trasplante. d:
diench. at: antes del trasplante 7y 14: dfas de periodicidad

Efecto de |as frecuencias de aplicacién del
bioplaguicida WG Th003 sobre el moho blanco

En este experimento la incidencia de la enfermedad
fue mayor a la gue se presentd en el expetimento
anterior y en un menor periodo de tiempa, ya gue
después de 49 dias del trasplante, en el preserite
experimento fa incidencia fue de 58% en &l testige
absolute. Los tratamientos evaluades para controlar
la enfermedad causada por S, minor redujeran signi-
ficativamente su presencia (Figura 2) con niveles de
eficacia de 30% a 96%, sienda el fungicida benomil
el que generd el maximo valor de eficacia

— Tgm den:
— piacre
—lestign

Incidendia (56

Tiempo despuds del rasplante fdfash

Figura 3, Efecto de dos formulaciones a base de Trichoderma
kaningiopsis ThOO3 sobre la incidencia del moho blanco de la
lechuga causada por Sclerotinia mimor 50017,

El empleo de la suspension de| bioplaguicida WG
ThOO2 al sustrato antes del trasplante (Wg d at) con
aplicaciones periddicas de 7 y 14 gias, mostré los
menores valores de eficacia en el control de [a en-
fermedad, mientras que con la aplicacion directa del
bloplaguicida al suelo antes del trasplante, o con una
scla tambien antes del trasplente, se obtuvieron valo-
res intermedios de eficacia (57% a 61%), coincidiendo
con la tendencia ooservada en el experimenta 1,

Eficacia de dos prototipos de bieplaguicida a base
de T. koningiopsis ThO03

En este experimento los sintomzas de la enferme-
gad se hicleron evidentes una semeéna después del
trasplante de la lechuga y durante e desarrollo de
la operacién la incidencia fue més alta en el testigo
absoluto, llegando a ser de 40% después de 57 dias
del traspiante.

£l fungicida Procimidona’ aplicado en |a base de 13
planta (drench) inhibi¢ completamente la infeccion
por 5. rmincr 5001, en tanto que &l fungicida Ipro-
dione aplicado de forma foliar tuvo una eficacia de
44% inferier al control obtenida con la aplicacion de
los tratamientos biolégicos (Figura 3.

En contraste con lo observado en los dos experimen-
1os anteriores, en el presente la aplicacion del bio-
plaguicida WG The03 en drench con una frecuencia
guincenal, presents el efecto mas alto en la reduccion
de la enfermedad (75%). Sin embargo, el empleo del
bioplaguicida formulado como WP ThO03 mostrd
una eficacia de control significativa (Figura 3)

5.3.2 Eficacia del bioplaquicida

en '_uudmumcfs de cultivo

El chjetivo de esta actividad fue generar una reco-
mendacion para incorparar el bioplaguicida a base
de T koningiopsis ThOO3 en ef cultivo de lechuga

E

32,1 Metodalogia
Ubicacién
Tres experimentos se réalizaron en el lota 5 del Cen-

tro de Investigacién Tibaitata de Corpoica, Mosgue-
ra y dos se adelantaron en el lote 1 delz finca Santa




Tabla 4. Tratamientos evaluados en elp&mmﬂmma.antmde Investigacion.

Na. Descripcion del tratamiento® Abreviacion

La formulacion WG Th003 se incorpord en el suclo antes del trasplante fen la

1 cama de trasplante) WG Valeo Pre

2. Laformulacién WG ThO3 se aplicd en el fondao de cada sitio de trasplante WG Sitio
La formulacion WG ThU03 se aplico al voleo en la superficie de la cama después

3. del trasplante Wa Violeo Pos
Se utilizaron plantulas de iechuga que recibieron el tratamiento biologico WG

4. Thoo3 en el semillero WG Semillero

5 Seutilizaron plantulas de lechuga sin tratamisnto biolagico (testigo) Testigo

La formulacian WG ThOB3 se reconstituyd en agua y se aplicd en drench eon una

@ frecuencia quincenal

WG Drench 14

La farmulacidn WG ThDO32 se recanstituys en agua y se aplic en drench con una

7. frecuencia semanal

WG Drench 7

" Fara ncorporar el biopiaguicida en el sueio se colocd en la superficia de 1a cama de sismbra y con un 1asilis manual se removie, mezulando asilos
granulos, para la aplicacion localizada del binplaguicudase utlizarn 05 g de producto en tada boyo Para su empleo de forma directa se pusieron 25 g
encada caina: Las piintulas sratadas con ef bioplaguicida durante el semiitero recibision dos aplicacianes de la suspensidn en yoncentracidn de 110"
conidiosmL | (dosis 1 a/L), alos 7y 21 dias despues de la siembra, las coales se realizaron en diench con una regadera de jardineria {500 ml aprosimada-
menie] Para aplicar en diench el producto tarnbigs se use una dosisde 1 g/L mediante una fumigadira de sspalda operada con palanca (Guarany*ia s
cual se le retiro la boquilla y en coda pianta afrededon de su base. se hizo una descarga de |z suspensian (30 ml),

Ana, del agricultor Juen Garcia, en |z vereda el Corzg,
municipio de Madrid, Cundinarmarca. Estos dossitics
fueron seleccionados pargue an cultivos anteriores
de lechuga se presentd la enfermedad mohao blan-
co

Tratamientos del primer experimento

en el Centro de Investigacion

Con el fin de validar los resultados abtenidos con
los experimentos en materas, inicialmente en g
Centro de Investigacion se reslizé un experimenta

Tabla 5, Tratamientos evaluados en el primer experimento en finca comercial,

No.

Descripcion del tratamiento*

Abreviacion

Suelo solarizado - Formulacion WG Th003 suspendida en agua aplicada en
drench (30 ml/planta) inmediatamenie después del trasplante, 7 y 14 dias des-
pués - Formulacion WP Tho03 suspendida en agua aplicada de forma foliar a los
28y 42 dias después del trasplante - Remocion de plantas enfermas.

MIP

Suelo solarizado

Solarizacion

El fungicida Procimidona iSumilex®, 1g/L) se aplicd en drench inmediatamen-
te después del trasplante 30 mL/planta; una semana después el fungicida
Iprodione (Torin®; 1g/L ) se aplicd de manera foliar; por Gitima se aplico el
fungicida Tebuconazole (Folicur® 1 mL/L) de forma foliar a los 25 dias después
del trasplante

Quimico

Ne sa emplearon medidas para el control de |a enfermedad moho blanca,

Testign

5

Suelo solarizado - Cabertura plastica sobre la cama de siembra - Formulacion WG

ThD03 suspendida en agua aplicada &n drench (30 ml/planta) inmediatamente
despues del trasplante, 7 ¥ 14 dias después - Formulacion WP ThOO03 suspendida

en agua aplicada de forma foliar a los 28 y 42 dias después del trasplante - Remo-

cion de plantas enfermas.

TAIP cobertura

~Para la salanzacion se levantaron las camas de siembra y juegn se hiumedecid el suelo mediante Nego por aspersidn hasts la capacidad de campo;
finnlments w cubrieron con polietilena negro de calibre &, sujetanda les bordes del plastico s |a base de (= cama. Bl penodo oe solarizacian en (3 finca
cormercial fre de 42 diss Se utilizaron plantulas de fechuga batava var Grandes Lagos. producidas corwancionalmente en un semillera camerclal y sin

tratamients biclégiwe




para evaluar el efecto del bioplaguicida WG Thod3
sobre Iz incldencia de la enfermedad maoho blanco,
incorporado en un esquerna de manejo integrado
en el que se incluyd la practica de solarizacion del
suelo (Tabla 4), Sin embargo, en este experimento
o se presenta la enfermedad per lo cual se midis el
rendimiento del cultiva.

Disefo del primer experimento

en el Centro de Investigacion

Se utilizd un diseno de parcelas divididas con una
estiuctura basica de blogues completos al azar con
cinco repeticiones. La unidad experimental consistio
en una <ama de cultivo de 1.5 m de ancho por 3 m
de longitud (4,5 m?) &n donde se trasplantaron 50
plantas con distancias de siembra de 04 m x 0.4 m
La unidad de muestrec consistio en 10 plantas [as
cuales se pesaron individuaimente.

Tratamientos del primer experimento

en finca comercial

Este expetimento se realizd en el segundo sermestre
del ano 2008 (22 de julio a 11 de noviembre); se dise-
Aé un modelo de manejo integrado svaluado para el
control de laenfermedad moho blanco dela lechuga
En la tabla 5 se describen los tratamientss evaluatos,

Disefio del primer experimento en finca comercial
El disefio experimental fue el de blogues completos
al azar con cuatro repeticiones. La unidad consistic

&n Una carma de siembra de 1,7 m de anche por 10
m de larga (17 m?) en la que se traspiantaron 106
plantulas. Se utilizd un espacio de 2 m entre |05 blo-
ques en donde se sembra cilantro como barrera
Durante el experimente se registrd la incidencia de
lz enfermedad mioho blance de |a lechuga v al finali-
zarel ciclo del cultiva se anoto el peso de |as plantas
cosechadas y se estimo el rendimiento.

Tratamientos del segundo experimento

en el Centro de Investigacion

El fin de este fue validar los resultados obtenidos en
&l primer ensayo de la finca comercial En la tabla 6
se describen los tratamientos evaluades.

Diseno del sequndo experimento

en el Centro de Investigacion

Se utilizé un disenic de blogues completos al azarcon
cinco repericiones. La unidad experimental consistic
en tres camas de cultivo de 1,7 m de ancho per 5'm
de largo (26 m) en las que se trasplantaron 152 plan-
tas de lechuga batavia var. Van max, con distancias
de siembra de 04 m x 04 m_La enfermedad moho
blanco de la lechugs se presents de forma natural
cerca a la cosecha, por lo cual esta variable se midid
una vez, Tembién se determing el peso fresco de la
lechuga cosechada y se estimd &l rendimisnto; para
esto [z unidad de muestren usada fue de 15 plantas
El tiempo de solarizacién en este experimento fue de
54 dias {desde el 10 de Noviembre de 2008)

Tabla 6. Tratamientos evaluadas en el sequndo experimento en &f Cento de Investigacién.

Mo. Descripcien del tratamiento

Abreviacion

Suslo solarizado - Plantulas tratadas con WG ThO03 en el semillero - Formulacion
WG ThO03 suspendida en agua aplicada en drench (30 mU/planta) inmedia-
ramnente despues del rrasplante, 7 v 14 dias despues - Formulagion WP THoD3
suspenclida en agua aplicada de forma foliar a los 28 y 42 dias después del

! trasplante - Remocian de plantas enfermas.

MiF

Elfungicida Procinmudona (Sumilex™; Ta/L) se aplicé en drench Inmedlataments
despues del traspiante 30 ml/planta; una semana despuss el fungicda lprodio-
ne (Torin®; gL | se aplico de forma foliar; por dltima se aplicd el fungicida Tebu-

conazole (Folicur® 1 mL/L) de forma foliar alos 35 dias despues del trasplante

Quimico

3 Mose aplicaron medidas para el contro! de enfermedades moha blanco Testigo

Suselp solarizado - Cobertura plastica scbre la cama de siembra - Plantulas trata-
das cor WG ThIEL en el samifiogn - Formulaciin WG ThXE suspendids en agus
aphicada en drench (30 mbplanta) inmedistaments despudd el rasplants 7y
14 el daspuits < Formuladhdn WETHOOS suspondidy o aguaapllicads de fermia

4 follar=1cs 28 y A2 diss desples del trasplanty - Remocion de plantas sifarmas

MIF cobertura




Tratamientos del tercer experimento

en el Centro de Investigacidn

Con el fin de validar |os resultados obtenidos en el
experimento anterior en el Centro de Investigacio-
nes, el ensayo fue repetido conservando I ubicacion
de las unidades experimentales v los tratamientos
(Tabla 6). Sin embargo, 2 diferencia del anterior, en
los procedimientos MIP y MIP Cobertura se recolec-
taren los residuos de la cosecha v se retiraron del
drea, mientras gue en los ofros dos tratamientos
{Quirnico y Testigo} los residuos fueron incorporados
en la cama ce slernbra cuando se hizo |2 labranza del
suelo con azaddn Aqui también se midic la inciden-
cia del moho blance v se estimaron los rendimientos
de la misma forma a la descrita para ! anterior ensa-
yo. Este tercer experimento se llevd a cabo entre el 6
de julioy el 5 de octubre del 2009

Tratamientos del segundo experimento

en finca comercial

En este caso se validé el uso de T koningiopsis ThOO3
en el sistema de produccion comercizl de lechuga
batavia Se utilizd la formulacion WP a base del hongo
antagonista, la cual se Incorpord a las pléntulas de le-
chuga var. Salinas v posteriormente se aplica en el cul-
tivo & campo abierto, siendo este 2l tratamiento MIP

La primera aplicacion de TricoTec WP en el semillero
se realizo inmediatamente después de sembrado.
Esta practica se adapto al sistema de siembra utiliza-
do por el plantuladar; el procedimiento consistid en
llenar as bandejas con el sustrato himedao (cascarilla
ge arroz guemada + turba) ¥ poner la semilla en cada
sitio dejéndola expuesta (sin tapar); posteriormente
se asperjo la suspensidn del bioplaguicida WP Tho03
[1x1C° conidios mL™] y se aplico riego por nebuliza-
cién para aumentar la humedad del sustrato; luego
se apilaron |as bandejas y se cubrieron con una 8-
mina de pelietilenc negro durante 24 horas, tiempo
despugs del cual se cubrid la semilla can el sustra-
to, Las sigulentes aplicaciones del bioplaguicida se
efectuaron en drench & los 7 y 21 dias despues de
la siernbra y una dltima aplicacion foliar a los 30 dias
despugs de ella, El rratamiento bioldgico se fe hizo
2 75 bandejas (15,000 plantulas) ¥ se dispuso de un
numero iguzl con plantulas de lechuga produdicas
de forma convencional (sin tratamiente biologico).

Ty WEETIITIG e

Las plantulas de cada tratamiento se trasplantaron a
8 camas continuas, cada una de 1,7 m de ancho por
50 m de largo (990 m¥), Las atendidas con MIP fueron
tratadas con el bieplaguicida WP Th03 suspendido
er agua (dosis 1 g/L} y aplicado en drench (20 ml/
planta aprox) al momento ¢l trasplante) una sema-
nay 2 semanas despuss del mism, se realizaron dos
aspersiones foliares, a los 33 y 42 dias después del
trasplante. Mientras tante, con el manegjo convencio-
nal el agricultor ernpled los fungicldas Procimidona e
lpradiane que usa corriente y periddicamente,

Disefio del segundo experimento

en finca comercial

Se hizo en una parcela Unica pare cada tratamiento
(390 m¢} y cada dos semanas se registrd la incidencia
de la enfermedad moho blanice de la lechuga por me-
dio de una red de cuadrantes de 1.7 mx 2 m (22 por
cama)

Analisis de datos de los cinco experimentos

en campo

Al finalizar cada experimento se estimé Iz eficacia
e los tratamientos con respecto al testigo absaluto
con la farmula [{a-b)/al*100 donde a &5 el valor de
incidencia de la enfermedad en 2l testiga absoluto y
b el vaior de la incidencia en un tratamiento. Los da-
10s Anales fueron someticos a ANAVA para determi-
nar los efectos significativos de los tratamientos y los
promedios fueron cemparados mediante la prueba
de Tukey con un nivel de confianza de 95%.

53.2.2 Resuitados

Primer experimento en el Centro de Investigacion
Dado gue en el experimento no se presenta la enfer-
medad moho blanco de la lechuga, se midio el efecio
de |os tratamientos soore el rendimiento del cultivo
B0 dias despues del trasplante, Se observo en general
que la solarizacion del suelo tuvo un efecto positivo
sobre el crecimiento de [as plamtas va gue en estas
unidades experimentales el rendimiente fue mayor al
cbtenido en las camas no solarizadas (Figura 4)

Aungue los rendimientos fueron mayores en las
unidlades experimentales tratadas con &l bioplagui-
cida, en comparacion con el obtenido en el testige
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Figura 4. Efecto de Thchoderma koninglopsis ThOO3 y de la solarizacidn del suelo sobre ef crecimianto de las plantas de lechuga
explesado en términos de peso fresco. Las lineas verticales sobra las columnas muestran la désviacién estandar de los datas in= 10}

cuando el suelo no se solarizd, éstas diferencias no
fueron estadisticamente significativas. A pesar de
ellc se debe resaltar gue la combinacién de la so-
larizacién del suelo con la aplicacién en drenich del
bioplaguicida WG ThC03 arrojd los maycres rendi-
mientos del cultivo (70 ton/ha), mientras gue en el
testigo con suelo solarizado el rendimiento fue de
61 Ton/Ha, lo que representa en térmings ecanomi-
cos una diferencia en ingresos para el agricultor de
& millones de pesos, con un pracic de venta pro-
medio de 3 mil pesos por docena de lechuga en la
central mayorista

Primer experimento en finca comercial
Todos los tratamientos evaluades redujeren signifi-
cativamente la incidencia de la enfermedad causada
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per S. sclerotiorum (Figura 5A), siendo el guimico el
gue tuve mayer eficacia de contrel [(87%), seguido
por la combinacion de la solarizacién del suglo y el
uso de T koningicpsis ThOO3 (68% a 74%;) v por a so-
larizacion del suelo sola, que la redujo en 58%. Estos
resultados sugieren un efecto sinérgico entre la sa-
lzrizacion del suelo y el control biolagico con ThOD3.

Los resultados de cosecha permiten Inferir un re-
sultade positiva sobre los rendimientas del cultive,
debido tanto &l control de la enfermedad como a fa
promocion del crecimiento vegetal, ya que se obser-
vO Gue las plantas tratadas con T koningfopsis ThGO3
presentaron los mayores peses, los cuales fueron to-
davia mds altos en las unidades experimentales con
cobertura plastica (Figura 5B)
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Figura 5. Efecto de un esquema de manejo intagrado de enfermedades sobre [a incidencia del moho blanco de la lechuga causada
por 5, sclerotiorum (A) y sobre los rendimientos del cuitivo (B) a los 70 dias después del trasplante en la finca Santa Ana, Madrid
[Cundinamarcal. Las barras sobre las columnas representan la desviacion estandar de los datos en tomo ah promedio

lincidencia n= 159 Rendimientos n= 15}
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Figura 6, Area experimental en |a finca Santa Ana, vereda El Corzo {Madrid), recién rasplantada y apotecios de Sclerotinia scleratiorum

detecrados a los 38 dias después del trasplante,

En este experimento se cbservo la formacian de apo-
tecios de S. sclerotiorum cerca de la base de las plantas
de lechuga, cubiertos por las hojas viejas a los 38 dias
después del trasplante (Figura 6). A pesar de esto du-
rante el ciclo de! cultive no se presentaron infecciones
en la cabeza de las plantas sugiriende que la enferme-
dad fue causada por esclerocios y no por ascosporas.

Segundo experimento

en el Centro de Investigacion

La enfermedad mcho blanco de |a lechuga fue cau-
sada por el hango §. sclérotiorum v los sintomas se
hicieron evidentes al finalizar el ciclo del cultivo. La
incidencia de la enfermedad fue similar entre los tra-
tamientos MIP, Quimico y Testige con valores entre
4% y 6%, pero fue mds alta en el tratamiento donde
se utilizd la cobertura plastica de la cama, con una
incidencia promedio de 15% (Figura 7A} Probable-

escancla %)
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mente tzal cubierta en estas unidades experimenta-
les cred un microclima favorable para €l 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 guimico fue de 21%

Las infecciones del moho blanco en las plantas de
lechuga se caracterizaron por presentar pudricion
desde el cuello del tallo y de las hojas viejas hacla la
cabeza de 13 planta, por lo cual se puede afirmar que
fueron ocasionadas por esclerccios del hongo pre
sentes en el suelo, Par esta razon también se podria
decir que la solarizacion del suelo no fue totalmenta
efectiva, ya que su temperatura no fue suficientemen-
te alta para inhibir l2 germinacién de los esclerocios,
siendo de 35°C |a méxima v de 28°C en promedioa 5
cm del suelo, y mas baja @ mayor profundidad.

{112 aTies [estigo M P cobartara

Benidimiento [TomHal

Figura 7. Efecto de un esquema de manejo |ntegrado de enfermedades sobre la incidencia del moho blanco de la lechuga (A)
causada por 5. scleratiorum y sobre los rendimientes del cultivo (B} a los 83 dias después del trasplante en e Centro de Investigacidn
Tibaitata iMosquera). Las barras sobre las columnas representan la desviacidn estandar de los datos en torno al promedia (Inodencia
n= 159; Rendimientos n= 15}




A pesar de las pérdidas de plantas par el meoho blan-
co con el tratamiento MIP Cobertura, se observé
que la presencia de Ja cubierta pléstica en el suelo
favorecié el crecimiento de las lechugas, y que du-
rante todo &l experimento éstas presentaron Un ma-
yor tamafic en comparacion con las de los demas
tratamientos, tenienda af finalizar aquf los mayores
rendimientos (Figura 78)

Con &l fin de validar estos resuliados en un nusve
experimenta y para estimar la densidad de indculo
que quedarfa en el suela, dos sermanas después de la
cosecha se tormaron muestras de 3 plantas afectadas
por S scleratiorum y se realizd el contes de esclerocios
producidos por el hongo. Se encontrd que la mayor
oroduccion de ellos ocurrio en las plantas afectadas
2n las unidades experimentales del tratamignto MIP
Cobertura con 232 escleracios en promedio, mientras
gueen los demas tratamientos la cantidad de esclero-
cios formados fue mas baja y similar entre ellos (Figu-
ra 8). Posiblemente esto se dié debido a que el hongo
gue infectd Jas plantas de sste tratarmiento ncontrd
mayor volumen de tejido vegetal para cesarrollarse y
formd mayar cantidad de esclerccios

Tercer experimento en el Centro de Investigacion
En este experimento el nivel de ricidencia de la en-
fermedad fue mas bajo del que se presentd en el an-
terlor, siendo inferior & 1,5% en todos las tratamientos
{Fiaura 9A). Posiblermente ese bajo nivel se debié 2
lzs condiciones secas que predominaron durante e
desarrollo del experimento (6 de Julio 3 5 de Octubre
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Figura 8. Produccion de esclerocios en las plantas de
lechuga afectadas por el hongo S scherotiorum en el segundo
experimento en el Centro de Investigacion.

ce 2009), lo cual no favorecio el desarrallo del fitopa-
tégeno a pesar de que en los tratamientos Quimico y
Testigo se asequrd una cantidad de indculo mayer al
de los otros tratamientos cuando se incorporaron los
resicuos vagetales de la cosecha antersior

Aungue no hubo una consistencia clara entre los re-
sultados de los dos experimentos en el Centro expe-
rimental para Ia variabie de incidencia, el efecto de
la cobertura plastica en el suelo sobie los rendimien-
tos sl mantuvo alta consistencia (Figura 9B) y causd
el mayar velar promedio de beneficio

Segundao experimento en la finca comercial

La enfermedad se aprecio en |as plantas de lechuga
después de un mes del trasplante, afectando 0.3%
de |a poblacidn con el tratamiento MIP y 08% con el
convencional, En este ultimo se observa un mayor
progreso de la incidencia de la erifermedad durante

{Yorvliia)
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Figura 9, Validacion del esquema de manejo integrado de ia enfermedad maoho blanco de la lechuga #n &l Centra de Investigacion
Tibaitatd (Mosquera). Incidencia de la enfermedad moha blanco causada por 8, sclerotiorum (A} y rendimiento del cultive {B)
registrados a los 91 dias despugs del iasplante. Las barras sobre las columnas representan la desviaclén estandar de los datos en
torno &l promedio (Incidencia n= 159; Rendimientos n= 15)




todo el tiempo del experimento, llegando hasta4,5%
a los 62 dias después del trasplante (ddt}, en compa-
1acion con la que se presento con el tratamiento MIP
que fue de 1,4%, Aunque |a presencia de la enfer-
medad fue moderada en ¢l cultive, estos valores son
consistentes con la incidencia gue se presento en el
experimento de svaluadon de estrategias MIF para
el control cel moho blanco, realizade en este mismo
lote durante los meses de septiembre y noviembre
tle 2008 (primer experimento en finca comercial), en
donde el testigo absolute presentd la enfermedad
en 4,4% despugs de 63 ddr,

Con los valores abtenidos se calculd 3 eficacia del

ratamiento MIP [a cual fue de 70%, muy similar a
la del MIP (solarizacién v aplicaciones del biopla-
guicida WG ThoD3) evaluada en el experimento an-
terior en aste mismo lote, cuyo efecta fue de 74%
Esto sugiere que las dos formulaciones (WG y WP)
a base del henge T keningiopsis ThOD3 presentan
consistencia en la efectividad de contral sobre &,
sclerofiorum.

5.3.3 Efecto promotor

de crecimiento de T, koningiopsis
en plantas de lechuga

L34 Melodelegia

Bioensayo en el Centro de Investigacion

Con el fin de determinar el efecto del microorganis-
mo antagonista T koningiopss sobre parametros de

ST

crecimiento vegetal, se llevo a cabo un experimento
en candiciones de semillere donde se evalug |z pre-
germinacion de las semillas de lechuga en presencia
del hongo, su aplicacion en el sustrato de siembra y
en el periodo posterior a la siembra de ests hortaliza,

Se utilizé como material vegetal semillas de lechuga
tlpo batavia var Van Max. y se midieron las varlables
emergencia de plantulas, pese seco dela ralzy peso
seco foliar. Para las varizbles de emergencia se eva-
luaron los tratamientos descritos enlatabla 7

Para el de la pregerminacion de las sernillas éstas
s& sumergieran durante 10 minutos en sgua (trata-
mientos 3 a 6) o en una suspension de conidics de T
koningiopsis ThOO3 (tratamientos 1 y 2), para lo cual
se utiliza el producto WP en dosis de 10 g/L {con-
centracion 1x107 conidiesml!). Luego las semillas
se colocaron en Una bolsa de velo suizo y esta en un
recipiente plastico con tapa con 200 g de cascarilla
de arroz estéril y humedecida con agua, hasta con
80% de retencidn de numedad, durante 8 horas en
condiciones de temperatura ambiente (14 ©C).

Comp sustrato de siembra se utilizd turba hume-
decida con agua (tratamientos 24 v 6) ¥ con sus-
pensién del producto WP ThOO3 en dosis de 1 g/l
(tratamientos 1, 3 y 5] antes de llerar las handejas
¢le germinacion,

Para evaluar la variable de peso seco se combinaron
los tratamientos descrites en fa tabla 7 con |2 aplica-

Tabla 7. Tratamientos evaluados en ¢ semiliero ublcado en el Centro de Investigacion.

No, Descripcian del tratamienta Abreviacién

Semilla de lechuga pregerminada en presencia de ThO03 y siembra en sustrato

1 humedecido con suspensién de ThOD3 PG
semilla de lechuga pregerminada en presencia de ThO03 y siembra en sustrato

2 humedecido con agug FTh
Semilla de lechuga pregerminada sin ThO03 y siembra en sustrato humedecido

i consuspension de Thoo3 {5
Semilla de lechuga pregerminada sin Th0O3 y siembra en sustrato humedecido

4  conagua b
Semilla de lachuga sin pregerminar y siembra en sustrato humedecido con

NPS

] suspension de ThOo3

&  Semilla de lechuga sin pregerminar v siembra en sustrato humedeacido con agua NP




Tabsln B Tigtirrivenitos pars vitidar of uso del bisplaguicids WP s blse de T doalngiopsls THO2 e semilian da lechuga

No,

Descripcién del tratamiento

Abreviacidn

Semilla de lechuga pregerminada en presencia de TricoTec WP durante 8 horas
+ sustrato de siembra humedecido con suspension de TricoTec WP + Aplicacion
de TricoTec WP en drench a los 7 y 14 dias despues de la siembra + Aspersion de
suspension de TricoTec WP a los 21 dias después de la siembra

L (1

Semilia de lechuga canvencional sembrada en sustrato de siembra humedecido
con suspension de TricoTec WP,

Ths

Semilla de lechuga convencional sembrada en sustrata de siembra humedecido
can agua, como | hace corrientemente el plantulador + Aspersion del fungicida
Flutolani (Moncut®] para ef cantrol de Damping off (Rhizoctania) dos dias
después de la siembra + Aspersian del fungiclda Carbofuran (Previcur®) para el
control de mildeo velloso a las 21 dias después de la siembra.

Quf

Semilla de lechuga convencional sembrada en sustrato de siembra humedecido
con agua, coma la hace corrientemnante el plantulador + Aplicacién de TricoTec
WP en drench a los 7 y 14 dias después de |a siembra + Aspersion de suspension
de TricoTec WP a los 21 dias después de la sismbra.

Th Pas

=

cion del producto WP Thoag3 en suspension (1 g/L} a
los 14 dias después de la siembra.

Disefio experimental y andlisis de datos

Se usd un diserio completamente al azar con 4 re-
peticiones, La unidad experimental fue una bandeja
de germiracion de 200 cavidades con 100 semillas.
La unidad de muestren para la variable de peso seco
consistid en 40 plantulas tomadas al azar 2 les 20
dizs después de la siembra, El porcentaje de emer-
gencia y &l peso seco se sometieran a un ANAVA y
las diferencias entre tratamientos se daterminaron a
través de la prueba de Tukey (95%]

Experimento de validacion

en condiclanes comerciales

Este experimento tuva como finglidad validar los re-
sultados de promocion del crecimiento vegetal ob-
tenidos en el Centro de |nvestigacién Se efectud en
un invernadero de produccion comercial de plantu-
las situada en el barrio El Dizmante en Mosguera,
Cundinamarca

Para asto se selecclond el tratarmiente realizado para
la pregermiracion de a semilla de lechuga en pre-
sencia del bioplaguicida WP a base del hongo T ko-
ningiopsis ThHOO3 v se compard con el tratamiento en
el gue la semilla se sembrd en el sustrate turba hu-
medecido con suspension de WP ThOO2 (1 g/L), con
un tratarmiento en el que la semilla fue sembrada

canvencionalmente y con ctre en € que tamoien
fue sembrada asl perc aplicanda la suspension des-
pués de la siembra (Tabla 8).

En este experimento de validacian se utilizé come
material vegetal lachuga tipo batavia var Arizona

Disefo experimental y andlisis de datos

Se adoptd un disefic completamenie al azar con 4
repeticiones, La unidad axperimental consistic en
una bandeja de germinacion de 200 cavidades con
100 semillas de lechuga, La unidad de muestreo para
la variable de pesa seco consistic en 40 plantulas to-
madas al azar a los 30 dias despugs de la siembra El
porcentzje de emergencia y € peso seco se sometie-
ron a un ANAVA v las diferencias entre tratamientos se
determinaron a través de la prueba de Tukey (559,

53.3.2 RESULTADOS

Experimento en Centro de Investigacién

La practica de pregerminacién de la semilla tuvo
un efecto positivo, ya gue tres dias después ce la
siembra, sélo con estos tratamientos se presentd la
emergenda de las plantulas de lechuga y dos dias
més tarde fue mids alta en comparacién con los de-
més tratamientos. También se observd que la com-
pinacion de la pregerminacidn con la adicion de la
suspension de T koningiopsis ThOO3 al sustrato antes
de la siembra, aumenté |z velocidad de emergencia
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Figura 10. Efecto del uso del bioplaguicida WP a base del hongo Trichaderma koningiopsis ThD03 sohre la emergencia de plantulas de
lechuga. El bioplaguicida fue incorporado a la superficie de la semilla (Th) durante la prdctica de pregerminacion controlada (P o se
incorpord al sustrate de slembra previamente (5). Como testige se wtilizé semilla de lechuga sin pregerminar (NP). Las barras sobre las
columnas representan la desviacion estandar de los datos (n = 4)
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Figura 11. Ffecto de [a incorparacién del bioplaguicida WP a base de T. koninglopsis ThO03 en al semillerc de lechuga sobre la
acumulacion de biomasa 30 dias después de fa siembra. Ademas de los tratamientos mencionados antes, se evalud también la
aplicacidn de la suspension del bieplaguicida en drench a los 14 dias después de la siembra, Las barras sobre las columnas indican la
desviacion estandar de los datos entarna al pramedio (n= 40),
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Figura 12, Efecto de Trichoderma koningiopsis Th003 sobre

la emergencia de plantulas de lechupa batavia var. Arizona 6
dias después de la siembra. PThS: semilla pregerminada con

el bioplaguicida WP Th003 y sembrada en turba humedecida
con suspensidn de bioplaguicida; Th: semilla sembrada en
turba humedecida con suspension del bioplaguicida WP Th003;
@ semilla sembrada de forma convencional sin tratamiento
bioldgica. Las barras sobre las columnas representan la
desviacldn estindar de los datos (n= 10}

de lasemilla, dado que después de 5 dias de Iz siem-
bra ésta fue mas baja en los tratamientos donde no
se pregerming (Figura 10}

En general ro se detectd ningun efecto signifi-
cativo de la adicion del bioplaguicidz WP Thoo3
despues de la siembra, sobre la acurmulacidn de
biomasa Los valoras mas altos de pesc seco, tan-
to ¢e la raiz como de las hojas de las plantulas, se
presentaron en el tratamientoe donde [as semillas

Paso seco {mg)
8 &

1.1

se pregerminaron en presencia de ThG03 y se sem-
braron en sustrate humedecido con suspension de
ThOO03 (Figura 11)

Validacién en invernadero comercial

Despues de 6 dias de la aplicacion ss observd una
emergencia similar entre los tratamientos svalua-
dos, aungue el empleo de T koningiopsis Th03 e
las plantulas mesird una emergencia ligeramente
mas alta en comparacion con la slembra conven-
clanal, estos valores no fueron diferentes estadisti-
camente (Figura 12

Aunqgue con la varable de emergencia no se detec-
taron diferencias impartantes entre fos tratamientos,
la practica de pregerminacion de las semillas de le
chuga en presencia del bioplaguicida WP Th003 si
mostra un efecto notorio para el peso seca fcliar, ya
que después de cuatro semanas de la siembra esta
varizble presento un valer significativamente mas
alto en comparacion con los demas tratamientos
(Figura 13). No obstante, l crecimients de la raiz de
las pléntulas de lechuga no se afectd por la presen
cia de T koningiopsis ThOU3 en la nzosfera

5.3.4 Discusion
En los experimentos rezlizades bajo condiciones

semicontroladas, el usc de T keninglopsis ThOO3
para controlar la enfermedad moho Blanco de la
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Figura 13, Efecto de Trichoderma koningiopsis ThOO3 sobire |a acumulacion de biomasa en plantulas de lechuga batavia var. Arizona a
los 14 y 2B dias después de la siembra PThS semilla pregerminada con el bioplaguicida WP ThO03 y sembrada en turba humedecida
can el bioplaguicida 2n suspansidn; ThS: semilla sembrada en turba humedecida con suspension del bioplaguicida: Qui: semilla
sembrada de forma convencional, aplicacién en drench de Propamiocarb {1 mLAL) inmediatamente después de la siembra y 14 dias
después, ThPos: semills sembrada de forma convencional y tratada con suspension del bioplaguicida 4 los 7, 14 v 21 dias despugs de
la siembra, Las bareas sobre las columnas representan la desviacién estandar de los datos (n= 100}




lechuga mostré alto potencial para incorporario en
el cultivo. Aungue la aplicacién directa del prototi-
po de bioplaguicida granulado presentd una efica-
cia mas alta que |a obtenida con la aplicacion de la
suspension en drench, la viabllidad para realizarlo
en campo se debe analizar desde una perspecti-
va econdmica, ya que se necesitarian 32,5 Kg de
producto para emplearlo de forma lecalizada en |
Ha de cultivo de lechuga; también resuitaria una
practica dispendiosa, teniendo que invertir mas en
mano de cbra,

Desde el punio de vista técnico una opcién para in-
corporar el bioplaguicida granulado en el cultivo de
lechuga consiste en hacerlo al voleo; sin embargo,
de esta forma las posibilidades para que &l hongo
antagonista colonice la rizésfera de |as plantas rApi-
damente 5on mas bajas, comparada con |a aplica-
¢i6n localizada.

Par las anteriores razones se debe procurar fa uti-
lizacién de los equipos para fumigacion y los de
riego para introducir el bioplaguicida en el sistema
de preduccién de lechuga. En este aspecto es im-
portante mencionar que la formulacién WF Tha03
tiene mayor viabilidad para usarla en comparacion
con la formulacidn WG THOO3, dadao que €sta ditima
ha generade problemas de taponamiente de filtros
y bogulllas en los equipos. Ademas, tenienda en
cuenta que la formulacion WP ThO03 redujo signifi-
cativamente la enfermedad moho blanco, ésta fue la
seleccionada para ser aplicada en campo

Aungue |05 experimentos realizados en matera
mostraron que las aplicaciones penddicas de los
bioplaguicidas en drench no redujeron la incidencia
de la enfermedad tan eficazmente come los demas
tratamientos evaluados, podria pensarse que esta
practica aumentd la humedad del suelo en 3 ma-
tera y favorecié el crecimiento dal fitopatégeno v la
infeccién, fanémeno que se espera no se presente
€n campa.

5.3.5 Conclusiones

El hongo antagonista T koningiopsis ThBC3 mostrd
alta eficacia de contro| de la enfermedad moho blan-

code la lechuga causada por el hengo fitopatdgeno
5. minor 5¢001 en condiciones semicontroladas.

La forma de empleoc en drench de los prototipos
de bioplaguicida WG v WP a base de T, koningiopsis
Th0O3 fue seleccionada para ser utilizada en los ex-
perimentos de campo

El uso del bioplaguicida WP a base de T koningicp-
$is ThUO3 en un esquema de manejo integrado, que
inciuye su aplicacion en el semillero de la lechuga
v en el cultive en combinacién con la sclarizacion
del suelo, cantrald 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 semillere de lechuga

Los resultados de |as nvestigaciones realizadas mes-
traron que en 2l momento de la sismbra el biopla-
guicida WP a base de T koningiopsis ThO03 puede
incorporarse a la semilla mediante |2 practica de
pregerminacion controlada. Para esto se debe utili-
zar una dosis de 10 g del bicplaguicida por litro de
agua potable; 100 g de semillz s& pueden sumergir
en 200 ml de suspension durante 10 minutos

Como sustrato esterll para la pregerminacion duran-
te 8 horas se puede utilizar arena, excoria 0 cascarilla
humedecicas hasta capacidad de campe {ver el ca-
pitulo de promacian de crecimiente).

Los resultados tambiény mastraron |a conveniencia
de combinar |2 practica de la pregerminacién de |z
semilla con la incarporacién del bioplaguicida para
humedecer el sustrate de siembra o con |3 aplica-
cién en drench de lz suspension del bioplaguicida




endosisde 1 g/Ldeagua, alos 7y 21 diasy deforma
foliar a los 28 dias, después de la siembra.

Uso durante el cultivo

La practica de solarizacion del suelo, previa a la
aplicacion del bioplaguicida WP 2 base de Tho03,
seria ideal para aumentar las posibilidades de co-
lonizacién del hongo antagonista en la rizésfera de
las plantas de lechuga y reducir asi 1as infecclones
por 5. scleratiorum y S. minor, Sinembargo, dado &l
esquema de uso del suelp en los sistemas de pro-
duccidn de hortalizas de la Sabzna cde Bogotd, en
donde el agricultor no deja descansar el suelo por
mas de dos semanas antes de instalar un nueva
cultivo, se recomienda que el Dioplaguicida sea
aplicado en forma de drench inmediztamente des-
pués del trasplante. Para esto se debe preparar Iz
suspensidn de WP ThOC3 en gosis de 1 g/L y con
una fumigadora de espalda dirigirla a la base de |a

planta, aplicando 30 mL a cada una, accionando el
aatillo de la lanza una sola vez v con su bequilla
totalmente abierta

Después de esto se recomienda repetir la splicacion
en drench del bioplaguicida a los 7 y @ los 21 dias
después del trasplante y realizar dos fumigaciones
foliares a los 28 y 42 dias después del trasplante para
proteger la superficie de las hojas de las infecciones
causadas por ascosporas de §, sclerotionm y por co-
nidios de Batrytis cinerea.

Teniendo en cuenta gue el nivel de incidencla de
la enfermedad depende de la densidad del indeulo
primario {esclerocios) de 5. sclerotiorum y 5. minor en
el suelo, se recomienda utilizar un fungicida para el
control de estos hongos fitopatégenos (Procimido-
na, lorodione, Tebuconazole) cuande 1a incidencia
de la enfermedad alcance un nivel de 5%,
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