CAPiTULO 2.

SELECCION DE LEVADURAS ANTAGONISTAS
PARA EL CONTROL DE Botrytis cinerea EN
LA MORA

Jimmy Alexander Zapata Narvaez, Marcia Catalina Acosta Pefia y
Maritza Alejandra Bermudez Diaz

Resumen

A partir de una coleccién de 100 levaduras previamente aisladas de la
filésfera de mora y caracterizadas fisiol6gicamente en estudios previos
por su capacidad de crecimiento a temperaturas entre 5°C y 37°C, rangos
de pH de 3 a 9, actividad de agua de 0,92 y 0,94, por su tolerancia a la
luz ultravioleta (UVB - UVC), adherencia a la superficie foliar y actividad
biocontroladora sobre B. cinerea en pétalos de rosa, se seleccionaron las
levaduras Pichia onychis cepas Lv027, Lv297 y LvF20 y Rhodotorula glutinis
cepas LvCo7, LvSi6 y LvSi29.

A estas levaduras se les evalu6 su actividad biocontroladora contra B.
cinerea en flores de mora, se inocularon a una concentraciéon de 1x107 células.
mL", simultdneamente con el patégeno, 8 y 24 horas antes a la inoculacion
de éste a una concentracion de 1x10* conidios.mL". Cuando B. cinerea se
inoculé simultdneamente con las levaduras, se observé una reduccion de la
incidencia del moho gris de entre el 10% y 28%, mientras que cuando éstas
se inocularon 8 horas antes de la inoculacién del patégeno, la reduccion de
la incidencia estuvo entre 37% y 56%. Con la levadura LvCo7 se observo la
mayor proteccion con una incidencia de la enfermedad del 31%, seguida
por las levaduras Lv297, LvF20 y LvSi6, con las que obtuvo una incidencia
de entre 40% y 43%. Al inocularlas 24 horas antes que B. cinerea, las
levaduras redujeron la incidencia de la enfermedad entre un 75% y 49%,
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siendo nuevamente la levadura LvCo7 la que presenté mayor proteccion
(incidencia de 18%), seguida por las levaduras Lv297, LvF20 y LvSi6 con
incidencias del 33%, 35% y 36%, respectivamente.

Igualmente se determiné la compatibilidad entre las levaduras con siete
fungicidas, mediante el cultivo en caldo de extracto de malta y levadura,
suplementado con cada fungicida, observando que su crecimiento no se
afect6 en presencia de Benomil, Carbendazim, Difeconazol e Iprodién, en
tanto que solo las levaduras LvCo7 y LvSi6 presentaron crecimiento en
el medio con Procloraz. Por otra parte, Captan y Mancozeb inhibieron el
crecimiento de las levaduras. De acuerdo con estos resultados se seleccioné
la levadura R. glutinis cepa LvCo7 para desarrollar un prototipo de
bioplaguicida para el control de B. cinerea en cultivos de mora.

Introduccion

El control de Botrytis cinerea en el cultivo de mora se efecttia mediante
el uso de fungicidas como Captan, Benomil, Clorotalonil y Botrycidas
de dltima generacién como Procloraz, Cyprodinil y Fludioxonil. Sin
embargo, debido a su modo de accion (inhibiciéon de la sintesis de
Ergosterol, inhibicion del crecimiento micelial y de la germinacién) han
ocasionado el desarrollo de resistencia por parte del hongo, haciendo
ineficaces las aplicaciones (Elad et al., 1992; Stehmann y De Waard, 1996;
Rosslenbroich y Stuebler, 2000).

Adicionalmente, son cada vez mayores las objeciones de orden
sanitario que se plantean sobre el uso excesivo de estos productos,
debido al riesgo que representan como potenciales agentes oncogénicos
al ser aplicados continuamente al cultivo, mas atn teniendo en cuenta
que en algunos casos las aplicaciones se realizan incluso un dia antes de
la cosecha. La preocupacién por sus posibles efectos nocivos adquiere
especial importancia, dado que la fruta suele ser consumida en fresco y la
proximidad temporal entre la aplicacién de los fungicidas y su consumo
es muy corta.

De acuerdo con lo anterior, es necesario desarrollar alternativas para
el manejo integrado del moho gris, en este contexto el control biolégico,
utilizando microorganismos con caracteristicas fisioloégicas y metabdlicas
eficientes, alta actividad biocontroladora sobre B. cinerea, y que puedan
combinarse con fungicidas de baja categoria toxicolégica, surge como la
opcién mas importante ya que puede implementarse desde el establecimiento
del cultivo hasta la etapa de produccién.
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En este sentido, las levaduras se ubican como microorganismos ideales
para el control biol6gico de patégenos, tanto en campo como en poscosecha,
debido a que pueden establecerse en la superficie de los frutos y hortalizas,
inhibiendo el desarrollo de microorganismos patégenos. Las levaduras son
genéticamente estables, efectivasabajas concentraciones, conrequerimientos
nutricionales comunes, tienen la capacidad de sobrevivir en condiciones
ambientales adversas, no producen metabolitos que puedan comprometer
la salud humana, no son patégenos de vegetales, animales o del hombre
y muchos no presentan inhibicién en su crecimiento al ser expuestas a
diferentes fungicidas (Andrews y Back, 2004). Esto permitiria combinar el
uso de las levaduras con fungicidas de baja categoria toxicolégica, dentro de
esquemas de manejo integrado del moho gris, permitiendo una produccién
mas limpia y mas acorde con la tendencia actual del mercado, que exige
una agricultura menos agresiva contra el medio ambiente e inocua para el
agricultor y para el consumidor.

Dado que el Laboratorio de Control Biolégico del Centro de
Biotecnologia y Bioindustria de Corpoica cuenta con una coleccion de
levaduras, las cuales presentan deseables caracteristicas fisioldgicas y alta
actividad biocontroladora contra B. cinerea, el propodsito de este trabajo
fue el de seleccionar levaduras que ademadas de presentar control del
patégeno, sean efectivas en bajas concentraciones y compatibles con los
fungicidas utilizados para el control de B. cinerea, con el fin de desarrollar
un bioplaguicida que se pueda integrar en programas de manejo integrado.

Metodologia

De acuerdo con las capacidad de crecer a diferentes temperaturas, rangos
de pH, tolerancia a la luz ultravioleta (UV-B), alta adherencia a la superficie
foliar y alta actividad biocontroladora sobre B. cinerea en pétalos de rosa
variedad Vendela (Colciencias, 2008), para este trabajo se seleccionaron
las levaduras P. onychis cepas Lv027, Lv297 y LvF20, aisladas en trabajos
previos de la rizosfera de cebolla de bulbo (Garcia, et al., 2002), de flores
de mora (Zapata, 2003), y las levaduras R. glutinis cepas LvCo7, LvSi6 y
LvSi29, aisladas de hojas de mora (Uribe, 2008; Garcia, 2008).

Determinacion de la compatibilidad in vitro entre las levaduras
antagonistas y fungicidas

Se determin6 la compatibilidad de las levaduras seleccionadas con siete
fungicidas (Tabla 1) utilizados con mayor frecuencia por los moricultores en
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los municipios de Silvania (Cundinamarca) y La Ceja (Antioquia). Para esto
se evalu6 el crecimiento de las levaduras expuestas a tres diferentes dosis
del fungicida (los calculos para cada fungicida se realizaron de acuerdo
con la dosis recomendada en la Tabla 1) Erlenmeyer de 125 mL con 25 mL
de caldo de extracto de malta y levadura (YM), suplementado con cada
fungicida y con la levadura a una concentracién inicial de 1x10° células.
mL™. Los cultivos se incubaron a 28°C durante 72 h con agitacién constante
(100 rpm). El crecimiento de las levaduras se midi6 mediante conteo de
células en caAmara de Neubauer cada 24 horas. Como tratamiento de control
se utiliz6 el medio de crecimiento sin fungicida y se tuvieron tres réplicas
por tratamiento, bajo un disefio completamente al azar con estructura
factorial. Se hizo un analisis estadistico Anova a los datos de cada tiempo
y se compar? el crecimiento obtenido en cada tratamiento contra el testigo
por comparacién de medias, usando el test Tukey con a: 0,05.

Determinacion del tiempo de aplicacion y seleccion de levaduras

Para determinar el tiempo 6ptimo de aplicacién de las levaduras para
reducir la incidencia del moho gris, se probaron diferentes tiempos entre
su aplicacion y la inoculacion de B. cinerea, asi: inoculacion simultanea e
inoculacion de la levadura 8 y 24 h antes de la inoculacién del patégeno.
Se utilizé como modelo in planta flores de mora obtenidas a partir de
botones florales completamente cerrados, colectados en un cultivo
comercial de Silvania.

Para la inoculaciéon simultdnea se preparé un inéculo mixto de cada
levadura y el patégeno en agua destilada estéril en concentraciones de
1x107 células.mL? y de 1x10* conidios.mL?, respectivamente. Para los
demas tiempos de inoculacién se prepararon suspensiones individuales en
las mismas concentraciones. La inoculacion de las flores se realiz6 mediante
la aspersion de 3,3mL de cada inéculo por cada unidad experimental (para
la aspersion se utilizé un atomizador). La unidad experimental consistié en
una rejilla con 10 flores (en una camara hameda). Se llev6 a incubacién a
17°Cy a oscuridad durante cinco dias. La variable medida fue la incidencia
de la enfermedad en las flores.

El experimento se realizé bajo un disefio completamente al azar con
estructura factorial y con tres réplicas; se incluy6 un testigo patégeno y un
testigo absoluto. El experimento se repiti6 tres veces en el tiempo. Se hizo
Anova a los datos registrados y las medias de tratamientos se compararon
conla prueba de Tukey (a: 0,05). Paralos siguientes estudios se seleccionaron
dos cepas de levadura con la eficacia més alta de control de la enfermedad.
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Concentracion minima efectiva de los biocontroladores

Utilizando el mismo modelo de bioensayo, se evaluaron las levaduras P.
onychis Lv297 y R. glutinis LvCo7. El in6culo de las levaduras consisti6 en
suspensiones de células a concentraciones de 1x10% 1x10°, 1x10°, 1x10” y
1x10° células.mL™. Adicionalmente se evalué un bioplaguicida a base del
hongo Trichoderma koningiopsis cepa Th003, cuyas suspensiones se ajustaron
a concentraciones de 1x10*, 1x10° 1x10° y 1x10’conidios.mL™. El in6culo de
B. cinerea se prepar6 como se describi6 en el bioensayo anterior y se inoculé
24 horas después de la aplicacion de las levaduras. El volumen de aspersion
fue el mismo utilizado en el bioensayo anterior.

El experimento tuvo un arreglo completamente al azar con estructura
anidada, los factores fueron microorganismos biocontroladores (levaduray
moho) y concentraciones (cinco para las levaduras y cuatro para el moho);
se cont6 con tres repeticiones por tratamiento. La unidad experimental
consistié en una rejilla con 10 flores en una cdmara himeda. Se incluy6 un
testigo patégeno y un testigo absoluto. Las cdmaras se incubaron a 17°C,
en oscuridad durante cinco dias. La variable evaluada fue la incidencia de
la enfermedad. Se realizaron tres repeticiones en el tiempo y los datos se
analizaron mediante Anova y la comparacién de medias usando la prueba
de Tukey con un nivel de significancia de 5%.

Combinacion de antagonistas con fungicidas para el control
de B. cinerea

Este experimento tuvo como fin determinar el efecto de la aplicacion
combinada de fungicidas con antagonistas sobre la incidencia de la
enfermedad moho gris. De acuerdo con los resultados obtenidos en los
estudios de susceptibilidad de B. cinerea a fungicidas y de compatibilidad
de las levaduras con los fungicidas, se seleccionaron los fungicidas
Difenoconazol y Procloraz por inhibir la germinacion de los conidios y el
crecimiento de B. cinerea in vitro y por presentar compatibilidad con las
levaduras P. onychis Lv297 y R. glutinis LvCo7.

El modelo de bioensayo utilizado fue el mismo descrito anteriormente,
sin embargo, en este caso las células o conidios se suspendieron en las
soluciones de los fungicidas utilizados en la dosis recomendada en la
etiqueta de los productos comerciales (Tabla 1). Las suspensiones de
los microorganismos se ajustaron en concentraciéon de 1x10” células o
conidios.mL™ y la inoculacién del patégeno se realizé 24 horas después a la
inoculacién de los biocontroladores.
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Se utilizé un disefio experimental completamente a azar con estructura
factorial que cont6 con tres réplicas. La unidad experimental consistié en
una rejilla con 10 flores en una cdmara himeda. Se incluy6 un testigo
patégeno y un testigo absoluto. Las condiciones de incubacién y la variable
de respuesta fueron las mismas descritas antes. Estos bioensayos se
realizaron tres veces en el tiempo y los resultados se analizaron mediante
Anova y la comparacion de medias, usando la prueba de Tukey (a: 0,05).

Combinacion de biocontroladores para aumentar la eficacia de
control biolégico sobre B. cinerea

Con el mismo modelo de bioensayos, las levaduras Lv297 y LvCo7 y el
bioplaguicida a base de Th003 fueron evaluados en concentracién de 1x10°
y 1x107 células o conidios.mL", bajo las combinaciones descritas en la Tabla
3 El disefo experimental fue completamente al azar con tres repeticiones.

Tabla 3. Combinaciones de biocontroladores
utilizadas para evaluar su eficacia sobre B. cinerea en flores de mora

Tratamiento | Combinacion
A Lv297 + LvCo7 a 1x107 células.mL!
Lv297 + LvCo7 a 1x108 células.mL’

B

C Lv297 a 1x107 células.mL" + LvCo7 a 1x10° células.mL
D Lv297 a 1x108 células.mL" + LvCo7 a 1x107 células.mL
E Th003 a 1x107 conidios.mL" + Lv297 a 1x107 células.mL’
F

G

H

I

Th003 a 1x108 conidios.mL" + Lv297 a 1x10° células.mL"
Th003 a 1x107 conidios.mL" + Lv297 a 1x10°células.mL"
Th003 a 1x108 conidios.mL" + Lv297 a 1x107 células.mL’
Th003 a 1x107 conidios.mL" + LvCo7 a 1x107 células.mL
Th003 a 1x10¢ conidios.mL" 4 LvCo7 a 1x10° células.mL
Th003 a 1x107 conidios.mL" 4 LvCo7a 1x10°células.mL"

Th003 a 1x10¢ conidios.mL" + LvCo7 a 1x107 células.mL

- | XN | &<

Resultados

Determinacion de la compatibilidad in vitro entre las levaduras
antagonistas y fungicidas

Se present6 una tendencia clara en el crecimiento de las levaduras frente a
los grupos quimicos, ya que en los medios de cultivo suplementados con los
fungicidas Benomil, Carbendazim e Iprodién en las tres dosis evaluadas, las
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levaduras presentaron alto crecimiento después de 72 horas de incubacion
y no fue significativamente diferente del control (Figura 9).

Las cepas de P. onychis presentaron un crecimiento entre 2x10° células.
mL" y 1x10° células.mL" en los medios con estos fungicidas, siendo mayor
la concentracién de levadura crecida en el medio de cultivo suplementado
con un cuarto de la dosis, mientras que para el control el crecimiento fue de
2x10° células.mL™.

Por otra parte, las cepas de R. glutinis expuestas a Benomil, Carbendazim
e Iprodién presentaron un crecimiento entre 2x10° células.mL?! y 6x10°
células.mL?, mientras que para el control fue de 1x10°células.mL", siendo
estas levaduras las que presentaron la menor inhibicién del crecimiento al
ser expuestas a estos fungicidas (Figuras 9).

Respecto a estos tres fungicidas, de acuerdo con estudios realizados
sobre su efecto en el crecimiento y proceso de fermentacién durante la
elaboracién de vino, se reporté que ninguno presenté un efecto negativo
significativo sobre el crecimiento de las levaduras y el desarrollo de los
procesos de la fermentacion (Becerra et al., 1995), en el presente trabajo
también se observé que el crecimiento de las levaduras no fue altamente
inhibido por estos fungicidas (en el peor de los casos se observ¢ la pérdida
de un exponente), lo que sugiere que podrian ser utilizados en esquemas de
aplicacion para el control de B. cinerea en mora.

Por otro lado, en el medio suplementado con Difenoconazole en la
dosis completa, anicamente las levaduras Lv297, LvF20 LvCo7 y LvSi6
presentaron un crecimiento que oscilé entre 2x10° células.mL? y 3x107
células.mL™ al final de las 72 horas de incubacion (Figuras 1y 2), en tanto
que en el medio con Procloraz, en la dosis completa, solamente las levaduras
LvCo7 y LvSi6 presentaron crecimiento (2x108 células.mL? y 3x107 células.
mL7?, respectivamente), mientras que a un cuarto de las dosis la levadura
LvSi29 present6 un crecimiento de 2x10%células.mL* (Figura 9).

Respecto a este fungicida, Fokkema (1988) encontré que este inhibidor
de la sintesis de Ergosterol presenta un moderado o nulo efecto sobre el
crecimiento de las levaduras de la filésfera, principalmente de especies
pertenecientes a los géneros Cryptococcus, Sporobolomyces y Rhodotorula.

En los medios con Captan y Mancozeb, en las dosis completa y media,
el crecimiento de las levaduras fue inhibido; sin embargo, en el medio
suplementado con Mancozeb, en un cuarto de la dosis, las levaduras Lv027,
Lv297, LvF20 y LvCo7 presentaron crecimiento entre 9x10° y 1x10® células.
mL* (Figura 9).
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Determinacion del tiempo de aplicacion y seleccion de levaduras

Al ser inoculadas simultdneamente con el patoégeno, todas las levaduras
presentaron algtun grado de control, ya que redujeron la incidencia del moho
gris entre 10% y 28%, siendo las levaduras Lv027 y LvSi6 las que presentaron
los valores mas bajos de incidencia dela enfermedad con 64 %, los cuales fueron
significativamente diferentes a los presentados con las demas levaduras
(Figura 10). Sin embargo, aunque no se present6 una reduccién considerable
de la incidencia con las levaduras, con respecto al testigo patégeno, es
necesario tener en cuenta que éstas se inocularon simultdneamente con el
patogeno, sin permitir su establecimiento en los tejidos florales, los cuales son
altamente susceptibles a la infeccion de B. cinerea.

100

90
80 7
70 A
60

(%) INCIDENCIA

50 -
40 +
30 -

207 " SIMULTANEO

///8 HORAS ANTES
24 HORAS ANTES

10 +

B. cinerea Lv027 Lv297 LvF20 LvCo7 LvSi6 LvSi29

TRATAMIENTO

Figura 10. Incidencia del moho gris en flores de mora después de cinco dias de inoculacién,
evaluando tres tiempos de aplicaciéon de las levaduras respecto a la inoculacion de B. cinerea.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas de acuerdo con la
prueba de Tukey con a: 0,05.

Por otra parte, cuando las levaduras fueron inoculadas ocho horas
antes que el patégeno, redujeron la incidencia del moho gris entre 37% y
56%, sin presentar diferencias significativas entre si. La levadura LvCo?7, la
que mayor proteccién presenté con una incidencia de moho gris de 18%,
seguida por las levaduras Lv297, LvF20 y LvSi6, con las que la incidencia
estuvo entre 40% y 43% (Figura 10).

Alser inoculadas 24 horas antes que el patégeno, las levaduras redujeron
la incidencia del moho gris entre 75% y 49%, siendo la levadura LvCo7, con
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la que se obtuvo una incidencia de 18%, la que mayor protecciéon presento,
seguida por las levaduras Lv297, LvF20 y LvSi6, con las que la incidencia
fue de 33%, 35% y 36%, respectivamente (Figura 10).

La reducciéon de la incidencia del moho gris fue mayor cuando las
levaduras se inocularon 8 y 24 horas antes a la inoculacién de B. cinerea
(siendo en este ultimo tiempo en el que menor incidencia se presento),
respecto al control registrado por las levaduras que fueron inoculadas
simultdneamente con el patégeno. Por otro lado, en las flores inoculadas
con las levaduras (sin importar el tiempo de aplicacién), que presentaron
desarrollo de B. cinerea, se observé una menor cantidad de conidiéforos y
poca esporulacién sobre el receptaculo floral y los estambres, comparado
con el testigo patégeno (Figura 11).

Patégeno

Simultanea 8 horas antes 24 horas antes

¢ 4

Patdgeno Simultanea ™~ 8 horas antes 24 horas antes

Figura 11. Control de B. cinerea con las levaduras en los tres periodos de
tiempo evaluados. A. Flores inoculadas con la levadura LvCo7. B. Flores
inoculadas con la levadura Lv297.

De acuerdo con los resultados obtenidos y teniendo en cuenta los
mecanismos de accién por los cuales las levaduras inhiben el desarrollo de
los hongos fitopatégenos, se puede sugerir un fenémeno de competencia
por espacio y por nutrientes como azudcares simples, aminoacidos, dcidos
orgénicos, elementos trazas y vitaminas presentes en la superficie de las
estructuras florales (Mercier y Lindow, 2000). Este mecanismo de control
se ha atribuido con frecuencia a las levaduras, debido a su capacidad de
desarrollarse y multiplicarse rapidamente, consumiendo los nutrientes que
se encuentren en la superficie de los tejidos (Elad, 1996).
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De esta forma se puede suponer que las levaduras se establecieron so-
bre el receptaculo floral y los estambres, ocupando los lugares donde posi-
blemente se establecerian los conidios del patégeno, ademas de consumir
los nutrientes que éstos requieren para su germinacion.

Patégenos necrétrofos como B. cinerea, Septoria sp. y Alternaria sp.,
entre otros, tienden a crecer saprofiticamente en el filoplano donde utilizan
nutrientes exégenos, presentado una fase epifitica de crecimiento antes de
que puedan penetrar en el tejido vegetal; la reduccion de las concentraciones
de nutrientes en la fase epifitica generalmente provoca una disminucién de
la germinacién de los conidios y del desarrollo del tubo germinal de los
patoégenos; todo esto reduce los sitios de infeccion, haciendo de esta fase el
momento 6ptimo para controlar al patégeno (Elad, 1996).

Estos resultados demuestran que cuando las levaduras se aplican de
manera preventiva a la llegada del inéculo de B. cinerea sobre las flores o
frutos, ejercen mayor control sobre el patdégeno, a diferencia que cuando
éste se encuentra ya establecido en estos érganos.

Resultados similares se han descrito cuando el biocontrolador es inocu-
lado antes que el patégeno. Salijkarias y colaboradores (2002) reportaron
la reduccién de la enfermedad del moho gris en tallos de tomate mediante
aplicaciones de la levadura C. guilliermondii cepa 101, obteniendo la reduc-
cién de la enfermedad en 61% cuando ésta se inocul6 simultdineamente con
el patégeno, y una reduccion del 83% cuando ésta fue inoculada 24 h antes
de la inoculacién de B. cinerea.

Concentracion minima efectiva de los biocontroladores

Todas las concentraciones del bioplaguicida redujeron la incidencia de B.
cinerea (a excepcion de 1x10* conidios.mL?, la cual presenté una incidencia
del moho gris similar a la que se presentd en el testigo patégeno), sin
embargo, con las concentraciones de 1x10°y 1x10” conidios.mL" se obtuvo
la mayor reduccién en la incidencia del moho gris, con un control de 70% y
82%), respectivamente (Figura 12).

T. koningiopsis presentdé un crecimiento sobre las estructuras florales
inoculadas (Figura 13), no obstante, es necesario tener en cuenta que
Trichoderma spp. es un género de hongo saprofitico que coloniza el material
vegetal senescente, estado en el que se encontraban las flores de mora
después de cinco dias de incubacion; sin embargo, al aplicar el hongo sobre
flores de plantas en campo, no se presenta crecimiento ni colonizaciéon de
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Figura 12. Concentracion minima efectiva del bioplaguicida a base de T
koningiopsis Th003 sobre el control de B. cinerea en flores de mora después
de cinco dias de incubacion. Tratamientos con la misma letra no presentan
diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey con a: 0,05.

Figura 13. Flores de mora tratadas con el bioplaguicida a una concentracion
de (A) 1x10° conidios.mL" y (B) 1x107 conidios.mL", después de cinco dias de
incubacion.

las mismas, debido a que fisiolégicamente se encuentran en proceso de
produccién del fruto. La aplicacion del bioplaguicida sobre las estructuras
florales las protegeria de la infeccién de B. cinerea y del posterior desarrollo
del moho gris, tanto en campo como en poscosecha.

El uso de Trichoderma spp. para reducir la infeccion y los dafios

producidos por B. cinerea en diferentes sistemas productivos ha sido
ampliamente estudiado y documentado. Elad y colaboradores (1993)
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al aplicar T. harzianum, cepa T39, obtuvieron un control de B. cinerea del
90% al ser aplicado en pepino; del mismo modo, Tatagiba y colaboradores
(1998) realizaron evaluaciones para controlar el moho gris en botones
florales de rosa, encontrando que T. hamatum y G. roseum aplicados a una
concentracion de 1x107 conidios.mL™" redujeron entre un 46 y 65% el nimero
de las lesiones. Por otro lado, con aplicaciones de T. koningiopsis se redujo
en un 85% la incidencia de B. cinerea en flores abiertas y senescentes de
begonia, en 90% en pétalos de ciclamen y entre un 93% a 95% en flores de
geranio (Sirjusingh et al., 1996, citado por Sutton et al., 1997).

Al evaluar las diferentes concentraciones de las levaduras, en todas
se presentd reducciéon de la incidencia del moho gris, sin embargo, se
presentaron diferencias significativas en los tratamientos correspondientes
a la levadura Lv297 aplicada a una concentracién de 1x10® células.mL™, con
una reduccién de la incidencia del 62% y a la levadura LvCo7 aplicada a
concentraciones de 1x10°, 1x10”y 1x108 células.mL™, con una reduccién de
la incidencia del patoégeno del 67% (Figura 14).
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Figura 14. Concentracién minima efectiva de las levaduras en el control de B.
cinerea en flores de mora después de cinco dias de incubacién. Tratamientos
con la misma letra no presentan diferencias significativas de acuerdo con la
prueba de Tukey con a: 0,05.

Resultados similares fueron descritos por Salijkarias y colaboradores
(2002) para las levaduras C. guilliermondii cepas 101 y US 7, inoculadas
en concentraciones de 2,5x10% 2,5x10°, 2,5x10° y 2,5x10” células.cm? en
secciones de tallos de tomate (B. cinerea se inoculé a una concentracion de
1x10* conidios.mL"), encontrando una reduccién de la incidencia de entre
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el 60% y el 58%. De igual forma, en investigaciones realizadas por Elad
y colaboradores (1994) con la levadura R. glutinis cepa F147, aplicada en
concentraciones de 1x10° y 1x107 células.mL?, inhibi6 la germinacién de los
conidios de B. cinerea y redujo la incidencia del moho gris en hojas de frijol
y tomate en 92% y 95%, respectivamente.

Los resultados descritos en este trabajo demostraron que la levadura
LvCo7, a una concentracion de 1x10°y 1x10” células.mL?, fue eficiente en el
control de B. cinerea y que cualquiera de estas dos concentraciones puede
ser usada para reducir la incidencia del moho gris en las flores de mora.
Por otro lado, a una concentraciéon de 1x10* no se presentaron diferencias
significativas con respecto al testigo patoégeno y la concentracion de
1x10° células.mL?, aunque presentaron reducciéon de la enfermedad, en
comparaciéon con el testigo patégeno ésta no superé el 40%.

Combinacion de antagonistas con fungicidas para el control
de B. cinerea

Todas las combinaciones evaluadas mostraron alta inhibicion de B. cinerea,
sin presentar diferencias significativas entre los tratamientos, observandose
una reduccién de la incidencia de entre 76% y 86%. Sin embargo, la menor
incidencia se present6 en los tratamientos con Plocloraz, Difenoconazol,
combinacién entre la levadura Lv297 y Difenoconazol y combinacién entre
la levadura LvCo7 y Difenoconazol (8%, 4%, 8% y 8%, respectivamente).
Por otro lado, la mayor incidencia se obtuvo al combinar el bioplaguicida a
base del hongo con los fungicidas (Figura 15).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se sugiere que la combinacion
de los biocontroladores con los fungicidas no presenta ningtn efecto
sinérgico al comparar los resultados obtenidos de las combinaciones, con
los obtenidos al aplicar el fungicida solo, el cual presenta un control eficiente
del moho gris (Figuras 15y 16).

Se ha estudiado el posible efecto sinérgico que microorganismos como
las levaduras pueden presentar al combinarse con algunos fungicidas en
bajas dosis durante la poscosecha de frutas y hortalizas, por ejemplo, la
combinacién en bajas dosis del fungicida Tiabendazol (200 ppm) con P.
guilliermondii cepa US-7 redujo la pudricién de frutas citricas causada por
Penicillium digitatum (Droby et al., 1993). Buck y Jeffers, en 2004, reportaron la
reducciéndel didmetrodelesionde0a2,6 mm, producida por10aislamientos
de B. cinerea resistentes y sensibles a los dicarboximidas, por la aplicacion de
R. glutinis PM4 en combinacién con una baja dosis de Vinclozolin (50 pg a.i.
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Figura 15. Efecto de la combinacién de los antagonistas con dos fungicidas
sobre el control de B. cinerea en flores de mora después de cinco dias de
incubacion. C. (Lv297 + Plocloraz) D. (Lv297 + Difenoconazol) E. (LvCo7 +
Plocloraz) F. (LvCo7 + Difenoconazol) G. (Th003 + Plocloraz) H. (Th003 +
Difenoconazol). Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias
significativas de acuerdo con la prueba de Tukey con a: 0,05.

Figura 16. Efecto de la combinacién entre los antagonistas y dos fungicidas
en el control de B. cinerea en flores de mora después de 5 dias de
incubacion. A. Testigo patdgeno. B. Procloraz. C. Difenoconazol. D. Lv297 +
Procloraz. E. LvCo7 + Procloraz. F. LvCo7 + Procloraz. G. Th003 + Procloraz.
H. Lv297+Difenoconazol. I. LvCo7+Difenoconazol.
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mL™) en plantulas de geranio. Similarmente, tratamientos con la levadura
en combinacién con Azoxystrobin o Trifloxystrobin en una décima parte de
la dosis (7.5pg a.i. mL™?) o toda la dosis (75pg a.i. mL™), redujo el desarrollo
de la lesién en 2 mm, comparado con tratamientos con la levadura (3-6 mm)
o con el fungicida solo (6-8 mm) (Buck y Jeffers, 2004).

Es importante tener en cuenta que en determinadas circunstancias, las
condiciones de poscosecha pueden ser controladas, ya sea mediante el uso de
atmosferas controladas y/o bajas temperaturas que retrasan el crecimiento
de los fitopatégenos, lo que hace eficiente el uso de fungicidas en dosis
inferiores a las recomendadas y su combinacién con microorganismos
antagonistas, aunque en condiciones de campo el ambiente limita o inhibe
el crecimiento, tanto de los microorganismos antagonistas como de los
fitopatogenos; a pesar de esto, los patégenos estdan mas adaptados a las
condiciones adversas que se puedan presentar, ya que muchos de ellos
presentan estados de latencia o forman estructuras de resistencia como los
esclerocios, que les permiten soportar condiciones adversas y desarrollarse
una vez las condiciones sean adecuadas.

Bajo estas condiciones, el uso de fungicidas en una dosis menor a la
recomendada o subdosis, puede producir la apariciéon de cepas o razas de
hongos resistentes a los fungicidas, por la aparicién de mutaciones que
alteran el sitio de accién de determinado fungicida y de aquellos que acttian
en forma similar (Stehmann y Waard, 1996).

Teniendo esto en cuenta, Shtienberg y Elad (1997) desarrollaron una
estrategia de manejo integrado de B. cinerea denominado sistema Botman
(BOTrytis MANager), en el que se integra el control quimico y el biologico
en cultivos de tomate y pepino. Segun este sistema, la decisién de tratar con
medidas biolégicas o quimicas se toma semanalmente, de acuerdo con las
predicciones meteorolégicas, a partir de que se evidencia la infeccién. Si
el tiempo es muy favorable para el desarrollo de B. cinerea (altas humedad
relativa y temperatura), se aplica un fungicida; en caso de quelas condiciones
ambientales sean poco favorables para el desarrollo de B. cinerea, se
recomienda aplicar un producto biolégico (en este caso el bioplaguicida
desarrollado por los autores, a base de T. harzianum cepa T39).

Por consiguiente, considerando las condiciones en las cuales es
cultivada la mora, se propone usar el control biolégico con la aplicaciéon de
los antagonistas, cuando la incidencia del moho gris sea baja, y en épocas
de Iluvias y alta humedad relativa se reforzaria el control biol6gico con la
aplicacion de fungicidas efectivos y de baja categoria toxicoldgica, en este
caso productos con principio activo como Difenoconazol y Procloraz.
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Combinacién de biocontroladores para aumentar la eficacia de
control bioldgico sobre B. cinerea

Al combinar los biocontroladores, las combinaciones correspondientes a
los tratamientos H, I y K (Tabla 2), en las que se combiné el bioplaguicida a
base de T. koningiopsis Th003 con R. glutinis LvCo7, presentaron diferencias
significativas (reduccién de la incidencia entre 65% y 73%) con varias
de las demds combinaciones evaluadas, pero no revelaron diferencias
significativas con respecto a cuando se evaluaron individualmente (Figura
17). Por otra parte, las combinaciones correspondientes a la mezcla de
las levaduras presentaron un control menor al observado, cuando fueron
aplicadas de forma individual, fenémeno que puede estar relacionado con
la competencia entre ellas, impidiendo el efectivo control del patégeno.

Williamson y Fokkema, en 1985, evaluaron la inoculaciéon mixta
de las levaduras Sporobolomyces roseus y C. laurentii, encontrando un
control de Colletotrichum graminicola de 50% en hojas de maiz, mientras
que al ser evaluadas separadamente presentaron un control del 70% y
85%, respectivamente, sugiriendo que al combinar dos microorganismos
con similares caracteristicas y mecanismos de accién se inhiben entre si
limitando el control.

Al combinar y aplicar la levadura P. guilliermondii y la bacteria Bacillus
mycoides a una concentraciéon de 1x107 UFC.mL", se obtuvo un control de B.
cinerea de 91% en hojas de fresa (Guetsky et al., 2002). Esta eficacia se debe
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Figura 17. Efecto de la combinaciéon de biocontroladores en el control de
B. cinerea en flores de mora. Tratamientos con la misma letra no presentan
diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey con o: 0,05.
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Figura 18. Efecto de la combinacion de los biocontroladores en el control de B.
cinerea en flores de mora después de cinco dias de incubacion. A. Testigo patdgeno.
B. Combinacion de las levaduras a 1x10° células.mL’. C. Combinacion de las
levaduras Lv297 (1x107 células.mL™) y LvCo7 (1x10° células.mL"). D. Combinacion
del bioplaguicida (1x10°conidios.mL") y P onychis Lv297 (1x107 células.mL™). E.
Combinacion del bioplaguicida (1x107conidios.mL™") y R. glutinis LvCo7 (1x107
células.mL"). F. Combinacion del bioplaguicida (1x107conidios.mL™) y R. glutinis
LvCo7 (1x10° células.mL™").

posiblemente a la presencia de diferentes mecanismos de accién utilizados
por estos microorganismos; es decir, que mientras las levaduras inhiben al
patégeno por competencia por nutrientes y espacio, las bacterias producen
antibiéticos o sustancias que ocasionan rompimiento y destruccién de los
conidios y micelio del patégeno; posiblemente en la combinaciéon de T.
koningiopsis con las levaduras ocurrié algo similar, donde el hongo podria
parasitar el micelio de B. cinerea, en tanto que la levadura lo inhibiria por
competencia.

Conclusiones

Las levaduras redujeron la incidencia del moho gris en las flores de mora,
al ser aplicadas previa y simultdneamente con el patégeno, sin embargo, el
mayor control se observé cuando las levaduras P. onychis cepa Lv297 y R.
glutinis cepa LvCo7 fueron inoculadas 24 horas antes que el patégeno.

Teniendo en cuenta la posible disminuciéon de la poblacién de los
biocontroladores al ser expuestos alas diferentes condiciones agroecolégicas
en campo (temperatura, humedad relativa, radiacion ultravioleta), la
concentracion elegida para realizar la evaluacion de la eficacia en el control
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de B. cinerea en campo para el bioplaguicida a base de T. koningiopsis Th003,
como para las levaduras, fue de 1x10’conidios o células.mL™.

Por su compatibilidad con la levadura R. glutinis cepa LvCo7 se
seleccionaron los fungicidas Difenoconazol y Procloraz para realizar
bioensayos en cultivos comerciales, tendientes a desarrollar una
estrategia de manejo integrado de B. cinerea.
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