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1 Iimportancia agronémica de
Ia uchuva - imitantes

Jimmy Alexander Zapata

Investigador Laboratorio de Control Bioldgico

Centro de Biotecnologia y Bioindustria - CBB

Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria - Corpoica.
E-mail: jzapatan@corpoica.org.co

INTRODUCCION

La uchuva (Physalis peruviana) es originaria de los Andes peruanos, pues los incas la
cultivaban y producian en sus “jardines reales”; sin embargo, luego de la conquista
espanola, al igual que otros cultivos desaparecio.

Es una planta perenne, herbacea, que crece silvestre o semisilvestre en zonas
entre los 1500 y 3000 msnm, presenta porte arbustivo y se propaga por semilla,
creciendo normalmente sin tutorado hasta una altura de 1 a 1,5 m. Las plantas que se
desarrollan con un tallo principal presentan de 4 a 5 ramas productivas dominantes,
y las flores son solitarias y hermafroditas, son facilmente polinizadas por insectos, el
viento o autopolinizacion (Figura 1).

El fruto es una baya globosa u ovoide y jugosa, con un didametro entre 1,25 y
2,15 cm con un peso entre 4 a 10 gramos, una estructura interna similar a la de un
tomate. El fruto varia de color amarillo al ocre o amarillo naranja cuando madura,
su piel es delgada y lustrosa y esta recubierta con un caliz o capacho (Figura 1). Su
sabor va desde acido hasta muy agrio y se consume al natural, en ensaladas, helados
y tortas. La uchuva es excelente fuente de provitamina A (3000 I.U. de caroteno por
100 g) vitamina B y C, proteina (0,3%) y fosforo (55%), valores altos para una fruta.

Figura 1. Planta, flor y fruto de uchuva.
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El cultivo de la uchuva presenta buen comportamiento en las regiones que
se ubican entre 1800 y 2800 metros sobre el nivel del mar, con alta luminosidad,
temperaturas promedio entre 13 y 18 grados centigrados, precipitacion anual de
entre 1000 y 2000 milimetros y humedad relativa de 70 a 80%, preferiblemente
en suelos con estructura granular y textura areno - arcillosa, que contengan altos
contenidos de materia organica y un pH entre 5,5y 6,8. Los suelos que registran alta
fertilidad favorecen el crecimiento de las plantas, mientras que en los de fertilidad
baja se registra fructificacién temprana y baja calidad de los frutos.

Aunque no se conocen variedades definidas de la especie P. peruviana, si se
conocen varios ecotipos, cultivandose basicamente tres: Kenia, Sudafrica y Colombia,
de donde han tomado sus nombres; estos se diferencian por el color y el tamano
del fruto, por la forma del caliz y por el peso de los frutos cuando maduran. Los
ecotipos Sudafrica y Kenia tienen un peso promedio de 6 a 10 g, mientras que el de
origen colombiano es mas pequeno y puede pesar entre 4y 5 g; asi mismo, muestra
coloraciones vivas y mayor contenido de azlcar, cualidad que le brinda una ventaja
en los mercados internacionales.

IMPORTANCIA AGRONOMICA DE LA UCHUVA

En Colombia, primer productor mundial, es uno de los frutales de mayor importancia
debido en parte a los ingresos generados por concepto de las exportaciones espe-
cialmente al mercado europeo, donde en el ailo 2007 se destino el 95% de las expor-
taciones colombianas de uchuva principalmente a paises como Holanda, Alemania,
Bélgica, Suecia, Francia y Reino Unido, en tanto que el 5% restante se dirigio esen-
cialmente a los mercados norteamericanos (Canada y Estados Unidos), con cuantias
minimas a otros mercados entre los que se cuentan Aruba, Brasil y Honk Kong (China)
(Figura 2), terminando el afio con un registro récord de declaracion de exportacio-
nes colombianas de uchuva fresca por USS 24,2 millones y 14.900 toneladas (t) de

Belgica
Alemania 20% 39,
259, 1 °  Canadd

3%

Paises Bajos
40%

Figura 2. Principales paises destino de las exportaciones colombianas de uchuva
para el afo 2007. Fuente: Inteligencia de mercados - Frutas exdticas en Colombia,
Exportaciones, Legiscomex.com 2008.
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producto. Esta dinamica y el monto de exportacion que ha alcanzado la uchuva, la
convierte de lejos en la principal fruta de exportacién de Colombia en la categoria
de promisorios, diferentes de las tradicionales como banano y platano (Legiscomex.
com, 2008; MADR, 2009).

El area sembrada en Colombia con esta fruta es de 841 hectareas (ha) (2008),
con una produccion de 15.463 t y un rendimiento promedio de 18 t/afo, siendo en su
orden Boyaca, Antioquia y Cundinamarca los principales departamentos productores
de esta fruta (Figura 3) (MADR, 2008). La uchuva es cultivada en lotes promedio
entre 0,63 ha y 0,86 ha, indicando que su produccion es esencialmente de economia
campesina, donde parte de la mano de obra proviene del nucleo familiar empleando
en promedio 443 jornales/ha/ano (Torrado et al., 2005).

B Boyaca

O Antioquia

O Cundinamarca

O Narifio

O Cauca

O Norte de Santander

1,1%

Figura 3. Porcentaje de participacion departamental para el cultivo de la
uchuva en Colombia para el afio 2008. Fuente: Anuario estadistico de frutas
y hortalizas 2004 - 2008 (MADR 2008).

Limitantes del cultivo de uchuva

A pesar del crecimiento que ha presentado el cultivo de uchuva en los Gltimos anos,
su produccion se ha visto limitada por diferentes problemas fitosanitarios, entre los
que se cuentan plagas y enfermedades que en muchos casos provocan pérdidas de
hasta el 40% de la produccion total.

Dentro de las plagas mas importantes para este cultivo se encuentra el perforador
del fruto, Heliothis subflexa, polilla de la familia Noctuidae que se encuentra en
todas las zonas donde se cultiva la uchuva. Los danos son causados por la larva
desde sus primeros instares, ya que una vez eclosiona esta perfora el capacho en
estado verde, se alimenta del fruto y eventualmente la larva pasa a otros frutos para
continuar su alimentacion. La presencia de la plaga se nota Unicamente cuando hace
el orificio de salida para alimentarse en otro fruto o para empupar, o por la presencia
de excrementos en el apice del capacho (Zapata, 2002) (Figura 4).

Otra plaga que se considera en este cultivo son los afidos, estos atacan el interior
del capacho, depositan excrementos y dejan exuvias que deterioran su apariencia.
Los ataques se presentan en algunas plantas y no en forma generalizada en el cultivo.
A diferencia de otros cultivos, no se han detectado ocasionando danos en las hojas
(Zapata, 2002).
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Figura 4. Ay B. Perforador del fruto Heliothis subflexa. C. Dafno ocasionado por afidos. Ay B.
Fuente: Zapata, J. L.; Saldarriaga, A.; Londono, M.; Diaz, C. (2002).

De otra parte, dentro de las enfermedades mas importantes de este cultivo se
encuentra la mancha gris de las hojas y el caliz, producida por el hongo Cercospora
physalidis Ellis (Zapata, 2002), considerada como la principal enfermedad foliar de
la uchuva, la cual se presenta con mayor intensidad en épocas de alta humedad,
representada por lesiones de forma angular o redonda de color verde claro (Figura
5). En el caliz la mancha se hace rapidamente difusa alcanzando en corto tiempo
toda la superficie. La infeccion ocurre primero en las hojas mas viejas y avanza
hacia el follaje nuevo. En estados avanzados ocasiona defoliacion y fructificacion
prematura (Zapata, 2002).

Figura 5. A. Mancha gris producida por Cercospora sp. en hojas y
capachos. B. Manchas producidas por Phoma sp. Fuente: Zapata, J. L.;
Saldarriaga, A.; Londono, M.; Diaz, C. (2002).
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La muerte descendente causada por el hongo Phoma sp. limita la produccion del
cultivo, ya que puede afectar en cualquier estado de desarrollo los tallos, hojas,
capachos y frutos (Zapata, 2002).

Sin embargo, la enfermedad mas limitante y la que mayor impacto econémico
y productivo en el cultivo de la uchuva ha producido es el marchitamiento vascular,
causado por el hongo Fusarium oxysporum. Este patégeno penetra por la raiz,
obstruye y degrada los haces vasculares generando una coloracion marron tanto en
raiz como tallo; como resultado de la infeccion se presentan sintomas como clorosis,
pérdida de turgencia (encopamiento de hojas), poco desarrollo de los frutos, y por
Gltimo se produce la muerte de la planta (Figura 6).

Ha sido tal el impacto que esta enfermedad ha tenido sobre este cultivo,
que provoco en el departamento de Cundinamarca, primer productor nacional
de esta fruta hasta el afio 2007, una disminucion de 689 ha sembradas en 2004
a solo 247 ha en 2008; esto causé que muchos de los cultivos en los municipios
mas productores como Fusagasuga, Granada y Silvania, se movieran hacia
zonas potencialmente libres del patdgeno en los departamentos de Boyaca
y Antioquia; sin embargo, en estas zonas la incidencia de la enfermedad ha
venido aumentando (MADR, 2009).

Figura 6. Signos y sintomas del marchitamiento vascular en plantas de uchuva:
A. Planta marchita; B. Necrosis en el cuello de la raiz; C y D. Taponamiento vascular
evidenciado por la colonizacion del xilema por estructuras de Fusarium oxysporum.
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F. oxysporum es un hongo de dificil control, puesto que ha desarrollado
resistencia a muchos de los fungicidas utilizados para su control. Adicionalmente
es persistente en el suelo, debido a su versatilidad fisioldgica y su capacidad de
producir clamidosporas (estructuras de resistencia) (Gordon y Martyn, 1997).

CONCLUSION

De todos los limitantes causados por plagas de insectos y enfermedades por bacte-
rias u hongos patogenos, en la ultima década se ha reconocido el marchitamiento
vascular como la enfermedad mas limitante debido a su agresividad en campo, su
persistencia y las elevadas pérdidas econémicas que causa a los agricultores en este
cultivo.
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Etiologia de la enfermedad
causada por F. Oxysporum en
el cultivo de uchuva

Pedro Jiménez, Tatiana Sanchez, Paula Forero
Investigador Docente. Facultad de Ciencias Basicas,
Universidad Militar Nueva Granada. Bogota, Colombia.
E-mail: pedro.jimenez@unimilitar.edu.co

RESUMEN

Para proponer una escala de severidad para la fusariosis en uchuva, aislamientos del
género Fusarium fueron extraidos de plantas de uchuva que mostrasen sintomas. Una
vez establecida la coleccion de hongos, se clasificaron y se inocularon en plantas sanas
para observar el proceso de colonizacion y el progreso de la enfermedad. Se agruparon
los sintomas de manera tal que permitieran establecer una escala grafica de uso sim-
ple para la estandarizacion del tema. Un resultado no esperado fue la identificacion
de dos especies: F. solani y F. pseudocircinatum, las cuales no habian sido reportadas
como inductoras de la enfermedad. Por Ultimo, es oportuno destacar que el presente
trabajo es la primera propuesta para establecer en una escala los distintos grados de
enfermedad por los que atraviesa la uchuva al experimentar fusariosis.

INTRODUCCION

Uno de los géneros de hongos mas importantes cuando se estudian enfermedades
de plantas es Fusarium, debido a que ocasiona grandes pérdidas economicas a ni-
vel mundial al inducir enfermedades sobre muchas especies (Nelson et al, 1994;
Olivain y Alabouvette, 1999; Fravel et al., 2003). Quizas la mas conocida de estas
enfermedades es la marchitez vascular de las plantas, en la cual el hongo impide la
traslocacion de agua y nutrientes a lo largo de la planta conduciendo finalmente a la
muerte del individuo (Schumann y D’Arcy, 2006). En Colombia, especies de este gé-
nero afectan de manera importante flores y frutales de alta importancia comercial,
como clavel, tomate, uchuva, etc. De esto se desprende que es necesario encontrar
maneras de controlar al hongo, y debe comenzarse por conocerse la enfermedad y su
desarrollo, no solo los sintomas finales de la misma. Dado que la uchuva fue un cul-
tivo con gran crecimiento en los Ultimos anos (Legiscomex, 2008), el cual se ha visto
seriamente afectado por este hongo, se escogio para buscar una manera alternativa
y efectiva de controlar la enfermedad.

Diferentes especies del género Fusarium ocasionan enfermedades, las cuales
afectan diversos cultivos como plantas horticolas y en especial granos y cereales
de importancia mundial como el arroz y maiz, entre otros (Nelson et al., 1994). Sin

a
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embargo, aunque se conocen muchos cultivos que han sido atacados por Fusarium
sp, en especial por la especie Fusarium oxysporum, puede ser que aun no hayan sido
reportados todos los potenciales hospederos de importancia agricola (Gordon y Mar-
tyn, 1997), de ahi la importancia de estudiar como se desarrollan las enfermedades
causadas por Fusarium en este tipo de cultivos.

Dentro de las enfermedades causadas por este género, las mas representativas
son las del tipo vascular; estas al afectar el transporte de agua y minerales a través
del cuerpo del hospedero producen sintomas como marchitamiento, decaimiento
y amarillamiento (Schumann y D’Arcy, 2006). La marchitez causada por la especie
Fusarium oxysporum es muy importante, debido a su amplio rango geografico, la
persistencia del indculo en el suelo y al alto nimero de hospederos susceptibles
(Beckman, 1987). Esta probablemente es la especie de Fusarium mas importante en
términos econdémicos, puesto que puede afectar hasta el 90% de las plantas, como
ha ocurrido en cultivos como el tomate. Al estar presente en el cultivo, esta especie
induce la aparicion de sintomas como la deshidratacion de la parte apical hacia la
parte basal (conocido como marchitez descendente), provocando la muerte de las
plantas y por lo tanto pérdidas de gran importancia en la produccion (Schumann y
D’Arcy, 2006). Lo anterior afecta directamente a los productores, quienes no solo
tienen una pérdida economica sino de tiempo y desgaste del suelo. Incluso si la
enfermedad no perjudica a la produccion total del cultivo, la calidad del producto
puede estar comprometida, lo cual limita las posibilidades de mercadeo y restringe,
en muchos casos, la oportunidad de exportacion (CCl, 2005). Ademas, el control de
Fusarium es dificil, en parte porque se encuentra en casi todo tipo de suelo y es un
componente habitual de la microflora (Fravel et al., 2003).

En el afo 2003, la especie Fusarium oxysporum fue reportada como el patégeno
causal de la marchitez vascular en el cultivo de la uchuva (Carreno, 2007). Es
importante evaluar la enfermedad que Fusarium produce al cultivo de la uchuva,
debido a la amplia aceptacion en mercados internacionales y un potencial cada vez
mayor (CCl, 2005), asi como aportar informacion que eventualmente puede ayudar
en la evaluacion de biocontroladores. Dado que se desconocen detalles de la etiologia
de la enfermedad en este cultivo, el objeto de este trabajo fue aislar y reconocer
los Fusarium asociados a plantas sintomaticas, determinar la patogenicidad de los
aislamientos y describir el progreso de la enfermedad.

Se utilizaron plantas de uchuva que mostraran signos avanzados de la enfermedad
que pudieran explicarse por el ataque de Fusarium sp. (fusariosis). Las muestras
provinieron de diferentes localidades del departamento de Cundinamarca: Granada,
Silvania y Pasca.

Se procedio a realizar una esterilizacion de la superficie de las muestras. Para ello se
tomaron submuestras que incluyen 3 cm por encima y por debajo de la corona. Esos
segmentos fueron sumergidos en una solucion 5% de hipoclorito de sodio durante 3 mi-
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nutos, después fueron enjuagados 5 veces con agua destilada estéril. Posteriormente
se procedio a obtener secciones de 1 cm de longitud, las cuales se cultivaron en cajas
de Petri sobre agar papa dextrosa a un cuarto de su concentracion (APD 1/4).

Determinacion taxonomica

Los diferentes aislamientos se inocularon sobre medio APD a concentracion completa
y agar Agua-Hoja de clavel (AHC) (Figura 7B) (Nelson et al, 1983; Leslie y Summerell,
2006); una vez desarrollados fueron identificados mediante el uso de manuales de
identificacion de Fusarium utilizando la observacion de sus estructuras, como reco-
miendan Leslie y Summerell (2006).

Pruebas de patogenicidad

Preparacion de indculos

Los aislamientos fueron reactivados, cultivandolos en cajas de Petri con APD a % , y
se les dejo crecer durante 8 dias, cuando se cosech6 para preparar una suspension
conidial, que serviria para las pruebas de patogenicidad.

Las suspensiones se elaboraron anadiendo 2 ml de agua destilada estéril (ADE) a
la caja de Petri; sobre el micelio de cada hongo y con ayuda de un asa bacterioldgica,
se rasparon las superficies del medio separando asi las macro y microconidias,
suspendiéndolas en el agua. Este volumen era retirado de la caja y se realizaron dos
lavados adicionales, cada uno con 3 ml de ADE para recolectar las conidias restantes.

A cada suspension obtenida se le determind el titulo, contando las esporas
presentes en tres submuestras, utilizando una camara de Neubauer Improved (Optik
Labor). Conocido el titulo se corrigieron las concentraciones conidiales a 104, 10° y
10°UFC/ml para las pruebas de patogenicidad, las cuales eran aplicadas en el suelo
experimental a saturacion, y como solucion donde se sumergieron las raices de las
plantulas en las pruebas de patogenicidad.

Después de no encontrar diferencias significativas en las velocidades de infeccion
utilizando las concentraciones mencionadas, y habiendo determinado que los titulos
de inoculo en suelo alcanzaban concentraciones alrededor de 102 UFC/g de suelo, se
prefirio utilizar el método de inoculacion denominado salvado-grano (“Chaff-grain”).
Este método consiste en la mezcla de granos de cereales, los cuales han sido pre-
inoculados con el hongo, con el suelo en donde se establece la planta que se va a
evaluar. En este estudio, el grano inoculado fue trigo y el protocolo de infeccion se
encuentra reportado por Leslie y Summerell (2006), siendo ampliamente aceptado
en este tipo de estudios.

Inoculacion de suspensiones en plantulas de uchuva

El paquete radicular de 6 plantulas, presentando dos pares de hojas verdaderas ex-
pandidas, que iban a ser inoculadas con las suspensiones, fue previamente recortado
(1/3 de la longitud). Posteriormente, las raices fueron sumergidas en la suspension
correspondiente a cada tratamiento (104, 10° y 10° UFC/ml), durante 5 minutos.
Asi, fueron plantadas en substrato no inoculado, se regaron cada tercer dia con
30 ml de agua estéril por plantula y no se realizaron fertilizaciones. El sustrato en i
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cual se mantuvieron las plantas, correspondio al suelo utilizado para la germinacion
de las semillas (turba) y no se aiadio6 suelo adicional o cascarilla de arroz durante el
tiempo de evaluacion. Este experimento se repitio 3 veces.

Evaluacion de la presencia del hongo en el sistema vascular
de las plantulas

Para evaluar la colonizacion interna de los aislados, 66 plantulas fueron plantadas en
una bandeja de propagacion de 144 alvéolos, manteniendo los grupos de 6 plantulas
separados. En total se establecieron doce tratamientos para este ensayo, incluido
el control. Los tratamientos consistieron en enfrentar cada grupo a un aislamiento
del hongo.

A partir del décimo dia, luego de la inoculacion, se realizaron muestreos
destructivos para determinar si los hongos inoculados lograban penetrar al sistema
vascular de las raices de las plantulas. Para determinar la presencia de los hongos
en las plantulas, estas fueron extraidas de la bandeja de propagacion y sus raices se
lavaron cuidadosamente con agua corriente. Se seccion6 una porcion de 3 cm a partir
de la punta de la raiz hacia la corona, porcion que fue esterilizada sumergiéndola
durante tres minutos en hipoclorito de sodio al 0,2% y dos lavados posteriores con
ADE de dos minutos cada uno.

Las muestras estériles fueron cortadas en porciones de 3 mm. Para cada
tratamiento, una caja de Petri se dividio en dos y sobre medio APD % se sembraron
los trozos de dos plantas correspondientes al mismo tratamiento.

Una vez sembradas las porciones de raiz en el medio, las cajas se observaron
al microscopio cada tercer dia, durante nueve dias, para establecer la presencia
o la ausencia de los respectivos hongos inoculados y su crecimiento. Todo este
procedimiento se llevd a cabo tres veces.

Seguimiento del proceso infectivo de Fusarium sp. en uchuva

Como en las pruebas anteriores, la inoculacion se realizé6 sumergiendo las raices en
suspensiones de esporas. En este ensayo, nueve plantas de 20+1 cm de longitud por
tratamiento fueron evaluadas durante nueve semanas. Una vez inoculadas 5 min en
la suspension de esporas, se mantuvieron en bandeja de propagacion durante ocho
dias y entonces fueron trasplantadas a materas de 1 kg. El sustrato empleado fue
suelo y cascarilla de arroz (2:1) previamente humedecido y esterilizado a 121 °C, 15
atm durante 25 minutos. Las plantas fueron ubicadas al aire libre, irrigadas una vez
al dia a saturacion. Se aplicé fertilizacion cada tres semanas por irrigacion con N-P-K
a 1000 ppm. Las plantas fueron distribuidas al azar en el sitio de experimentacion.
Este experimento se repitio tres veces.

El experimento se modifico y se realizd utilizando el método de inoculacion con
salvado y grano. La modificacion consistio en que el suelo fue inoculado con el hongo
producido sobre una mezcla de salvado y granos de trigo, la cual se mezcloé con el
suelo a una proporcion mezcla:suelo de 1:100; asi se garantizé una carga de inoculo
muy alta (10°UFC/g de suelo). En el control se mezclaron 10 g de trigo estéril. Este
experimento se repitio tres veces.

Para determinar el avance de los diferentes hongos por el sistema vascular de las
plantas, semanalmente se index6 una planta por tratamiento durante un periodo de
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nueve semanas. La zona evaluada comprendia 2 cm por debajo del cuello radicular
y 2 cm por encima.

Cada semana, una planta de cada tratamiento fue escogida al azar y removida
del substrato cuidadosamente para evitar dafos al material. Las raices de cada
planta fueron lavadas con agua corriente para eliminar los restos de substrato. Una
vez realizado este lavado, se podo el paquete radicular para dejar expuesta la raiz
principal. Esta se seccioné para obtener la porcion de 4 cm, 2 cm por encima y
debajo de la corona, la cual fue esterilizada al sumergirla en hipoclorito al 0,2%
durante 3 minutos, seguido por dos lavados con ADE durante 2 minutos cada uno. Una
vez esterilizados, cada fragmento de 4 cm fue dividido en 8 fragmentos de 2,5 mm
de longitud, los cuales fueron inoculados en APD 1/4 (Figura 7A).

Enestos montajesse realizaron observaciones macroscopicas (estereomicroscopio)
y microscopicas (microscopio de luz) durante los primeros ocho dias para establecer
la presencia del hongo, su crecimiento a partir del sistema vascular, el avance desde
la zona radicular hacia la parte aérea de la planta y para corroborar que el hongo
que emergiera de las muestras fuera el correspondiente al inoculado previamente
en cada tratamiento.

Elaboracion de la escala de severidad

Se realizo utilizando el método de inoculacion con salvado y grano, con el mismo di-
sefio experimental que se muestra arriba. En este caso se modificé utilizando grupos
de 10 plantas, con 2 pares de hojas expandidas, el cual es un tamafo comercial, Gtil
para trasplantes. Este experimento fue realizado tres veces.

Debido a la falta de descripciones detalladas de los sintomas esperados, se
realizaron observaciones conducentes a la determinacion de los sintomas diferentes
al marchitamiento descendente, ya que este Ultimo es un sintoma terminal. El
monitoreo de las plantulas se realizé diariamente, pero se escogio la observacion
de cada séptimo dia como descriptor, debido a que no era evidente la diferencia
entre dos observaciones diarias. A partir de estas observaciones, se elaboro una
escala diagramatica de cinco grados, la cual fue evaluada en una repeticion del
experimento realizada posteriormente y en el campo, con observaciones propias y
del Ing. Carlos Ramirez de CIDELA.

Figura 7. Aislamiento de Fusarium sp. a partir de muestras de raiz. A. Muestras de raiz con tres dias
de incubacion; 1y 2 posibles Fusarium para aislar. B. Hongo aislado (Sanchez y Forero, 2009).
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RESULTADOS

Aislamiento de hongos de la raiz de uchuva en laboratorio

De las muestras obtenidas en las diferentes localidades se aislaron en total 50 hongos
correspondientes al género Fusarium (Figura 7).

Clasificacion de aislados

Los aislamientos resultaron pertenecer mayoritariamente a la especie F. oxysporum
con un 92% (46 aislamientos) y le siguieron 4 aislamientos pertenecientes a la espe-
cie F. solani (8%). Las caracteristicas observadas se ilustran en las Figuras 8, 9, y 10,
respectivamente.

Figura 8. Caracteristicas morfologicas para aislados de F. oxysporum. A-C. Monofialides
(400x) D-F. Clamidosporas (1000x) G-H. Macroconidias (1000x) I. Mesoconidia (1000x)
J-K. Microconidias (1000x) (Sanchez y Forero, 2009).

Figura 9. Caracteristicas morfoldgicas para aislados de F. solani. A-B Macroconidias
(1000x) C. Microconidias (1000x) D-E y F. Clamidosporas (1000x) E. Clamidosporas (1000x)
G. Monofialide (400x) (Sanchez y Forero, 2009).
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Figura 10. Pasos de las pruebas de patogenicidad. A-B Vista de plantas inoculadas. C. Observacion en
estereoscopio del crecimiento de micelio en corte longitudinal. D-E. Montaje de siembra de segmentos
del tejido cercano al cuello radicular de una planta inoculada (Sanchez y Forero, 2009).

Elaboracion de la escala de severidad

Luego de recabar la informacién necesaria, se determind una escala que permite
medir la severidad de la enfermedad inducida por F. oxysporum y otras especies de
Fusarium sobre uchuva. Esta escala es mostrada a continuacion (Figuras 11y 12) y es
ilustrada con las plantas del primer ensayo, por razones pedagogicas.

CONCLUSIONES

Se encontraron aislamientos que morfolégicamente fueron clasificados como Fusa-
rium solani; estos produjeron el sindrome de marchitez vascular en uchuva, lo que
hasta el momento no habia sido reportado para este cultivo.

La elaboracion de una escala diagramatica y grafica permitié identificar y describir
los sintomas causados por los aislamientos de Fusarium y detallar el progreso de la
enfermedad en uchuva. Su utilizacion por parte de agrénomos e investigadores ha
mostrado ser de utilidad en la deteccion temprana y la descripcion precisa.
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X Grado 0:

L - Hojas extendidas.

1A -Sin Encopamiento foliar.
| . -Planta turgente.

1 - Hojas con tonalidad
verde oscuro.

A

Grado 1
- Encopamiento foliar
| (20 - 40% de la plintula).
77| -Hojas menos  extendidas.

(B)

Grado 2:
- Encopamiento foliar
(40 - 60% de la plantula)
- Ligera epinastia
(30 - 50% de las hojas).

(C)

Figura 11. A. Grado cero en escala diagramatica para fusariosis en uchuva. Notese el color de las hojas,
asi como la posicion de la lamina foliar respecto al eje central de la planta. B. Grado uno en escala
diagramatica para fusariosis en uchuva. Notese la posicion de la lamina respecto al eje central de la
planta y los bordes levantados en forma de copa de las hojas mas jovenes. C. Grado dos en escala
diagramatica para fusariosis en uchuva. Notese la posicion de la lamina respecto al eje central de la
planta (epinastia leve a moderada) (Sanchez y Forero, 2009).




= Grado 3:
Y. 1 = - Encopamiento foliar
sl = (70-90% de la plantula) .
Uy - Epinastia (60 - 80% de la plintula)
AT = - Leve pérdida de turgencia
(g Fe - Nivel medio de marchitez,

A

Grado 4:
- Encopamiento foliar total.
- Todas las hojas presentan epinastia
- Perdida de turgencia,
- Nivel de marchitez medio-alte.
- Abscision de hojas en estratos bajor
medio.
- Tono foliar se aclara.
- Plntula afectada >75%

(B

Grado 5:
- Todas |as hojas entorchadas.
- Hojas completamente caldas.
- Nivel de marchitez alto,
Amarillamiento presente en algunas
hojas.
- Tallo se ladea y Ia plantula muere.

(C)

Figura 12. A. Grado tres en escala diagramatica para fusariosis en uchuva. Notese la posicion de la lamina
respecto al eje central de la planta (epinastia marcada) y los bordes levantados en forma de copa de las
hojas mas jovenes (pérdida de turgencia notoria). B. Grado cuatro en escala diagramatica para fusariosis
en uchuva. C. Grado cinco en escala diagramatica para fusariosis en uchuva. Notese que solo permanecen
las hojas apicales de la planta, debido a la defoliacion que se presenta (Sanchez y Forero, 2009).
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INTRODUCCION

Son varias las practicas que se pueden integrar para controlar las diferentes en-
fermedades causadas por hongos, desde labores culturales hasta la aplicacion de
productos quimicos y biologicos. No obstante, dentro de las enfermedades causadas
por hongos, una de las mas importantes por su dificil control es el marchitamiento
vascular causado por F. oxysporum. Esta enfermedad ha ocasionado un gran impac-
to economico para el cultivo de uchuva en los Ultimos afos, particularmente en
regiones productoras, disminuyendo considerablemente la produccion y causando
la disminucion de las areas de cultivo. Colombia es el primer productor mundial de
uchuva, liderada por el departamento de Cundinamarca con cerca de 36 toneladas/
ha de produccion durante el afio 2004 con cerca de 267 ha sembradas, pero entre los
anos 2004 y 2005 se reporto una caida cercana a las 100 ha atribuida por los produc-
tores de la zona de Granada al marchitamiento vascular (MADR, 2009).

Este fenomeno se dio en gran medida por la ausencia de semillas certificadas
libres de enfermedades, el excesivo uso del suelo sin practicas agronomicas que
permitan la rotacion y que hace que los rendimientos bajen considerablemente,
el uso excesivo de agroinsumos que ha incrementado los costos de produccion (por
cuanto el cultivo ha sido manejado de forma similar a los cultivos tradicionales en
la zona) y finalmente por el area de produccion, que también tiende a disminuir
por situaciones propias en la comercializacion, que incluye muy bajos precios al
productor e inconformidad en las formas de pago y cambio de reglas para la recepcion
del producto por parte de las comercializadoras. Todo lo anterior ha generado un
desplazamiento del cultivo hacia otros departamentos como Boyaca, sin tomar las
respectivas prevenciones de manejo fitosanitario.

Si bien existen diferentes fungicidas en el mercado para el control de las
diferentes enfermedades en el cultivo de uchuva, en la actualidad no se encuentra
registrado ninglin producto quimico para controlar la marchitez vascular, dado que el
patdgeno ha adquirido un alto nivel de resistencia y persistencia. Por estas razones,
surge la necesidad de implementar tecnologias agricolas efectivas para el control de
enfermedades y con un bajo impacto ambiental sobre el ecosistema para cumplir e
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con las exigencias del mercado internacional de exportacion de la uchuva; una de
ellas es el control bioldgico mediante la aplicacion de bioplaguicidas, que presentan
efectos benéficos para la planta y que ademas generan antagonismo frente al
marchitamiento vascular causado por F. oxysporum.

De esta manera, el aislamiento, la preselecciony la identificacién de rizobacterias
de cultivos de uchuva pertenecientes al género Bacillus y Pseudomonas representa
una alternativa de control eficiente frente a enfermedades tan agresivas como
la marchitez vascular, que ayudaria a disminuir las pérdidas econémicas de los
productores de uchuva, a aumentar la produccion de los cultivos y a abrir cada vez
mas mercados internacionales, que son mucho mas exigentes en cuanto a la calidad
fitosanitaria del producto.

Avances en la investigacion de métodos de control de
F. oxysporum en el cultivo de la uchuva en Colombia

El diagndstico del agente causal ha sido muy limitado, en tanto que se dificulta la
reproduccion de sintomas en laboratorio, por lo que a la fecha se ha considera-
do como un complejo de patdégenos, principalmente del género Fusarium. Por otro
lado, nuevas zonas productoras han reportado pérdidas por Ralstonia spp. sin que
su diagnostico sea definitivo. Por lo anterior, se ha considerado como tema principal
de vigilancia los complejos de enfermedades en plantas relacionadas con Fusarium.
Los resultados obtenidos en la vigilancia tecnolégica indican, como primer aspecto,
que no hay informacion especifica relacionada con el complejo Fusarium - uchuva.
Esto lleva a pensar que es necesario adoptar tecnologias que hayan tenido éxito en
el control de Fusarium en otros cultivos y validar las metodologias a las condiciones
particulares del cultivo en Colombia, ademas de dirigir las investigaciones de mane-
ra mas especifica al complejo Fusarium - uchuva (MADR, 2009).

Estrategias y practicas de campo para el manejo de
F. oxysporum

Una problematica que se ha presentado en la mayoria de los sistemas productivos es
la resistencia que adquieren los patogenos a los fungicidas, obligando al productor
a usar dosis mas altas o productos con categoria toxicologica alta, ocasionando au-
mento en los costos de produccion y mayor contaminacion ambiental. Es necesario
entonces tener alternativas de control, libres de quimicos y que tengan en cuenta
nuestro medio ambiente. A continuacion se describen algunas estrategias de control
para disminuir la incidencia de la marchitez vascular, empezando por labores cultu-
rales, pasando por el control biolégico y finalizando por el control quimico, el cual
debe ser el Ultimo recurso para controlar esta enfermedad.

1. Control por exclusion
Es el primer paso y mas importante, en donde se recomienda:

¢ No sembrar en suelo donde la enfermedad haya presentado alta incidencia.
e Sembrar material vegetal libre de la enfermedad.
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La importancia de utilizar material vegetal sano para iniciar las siembras no
puede enfatizarse lo suficiente, ya que la mejor manera de diseminar muchas plagas
y enfermedades es a través de este. Si bien en la actualidad no se ha registrado
material resistente o tolerante a F. oxysporum, se puede obtener material libre de
este patdgeno en laboratorios de micropropagacion vegetal especializados.

2. Monitoreo

Si se detecta a tiempo la enfermedad, es mas facil controlar su diseminacion; asi, un
buen programa de monitoreo requiere:

e Recursos humanos - Personal entrenado que pueda detectar e identificar el
problema en el campo.
Mapeo - Identificacion de areas afectadas (focos) por la marchitez vascular.
Recoleccion de informacion - determinacion de la incidencia y severidad.
Evaluacion y toma de decisiones - cuando y donde aplicar medidas de control,
desde “ninguna accion” hasta la aspersion de control quimico.

3. Control cultural

Son varias las practicas que pueden restringir o retardar la diseminacion de la en-
fermedad, de acuerdo con Zapata y colaboradores (2002) entre ellas se encuentran:

Distancias de siembras amplias (3 x 3 m o0 3 x 2,5m).

Rotacion de cultivos sin solanaceas u otras especies que sean afectadas por este

patogeno.

Amarre en “V” con el fin de que la planta tenga suficiente aireacion.

Mantener la zona del cultivo limpio.

Restringir el paso de operarios y vehiculos entre zonas enfermas y sanas.

Cuando una planta se encuentre severamente afectada por la marchitez vascular

se debe retirar y eliminar cuidadosamente sin disturbar el suelo o contaminar

otras plantas. Tratar el suelo con cal, vapor o formaldehido (Pizano, 2001).

e Manejar la fertilizacion, control de pH (el pH alcalino detiene la colonizacion
del hongo).

4. Control fisico

Los controles fisicos incluyen todas aquellas barreras o tratamientos no quimicos que
reducen, previenen o eliminan la enfermedad:

e Tratamiento con vapor, es una excelente opcion y es economicamente viable
si la incidencia de enfermedad es baja. Los focos de infeccion deben tratarse
durante mas tiempo (Pizano, 2001).

e Desinfestacion de calzado, herramientas y otros con hipoclorito de sodio.

e Solarizacion del suelo.

5. Control quimico

En la actualidad no existen productos quimicos registrados para el control de la

marchitez vascular, no obstante, la mayoria de los productores utilizan varios ingre- it
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dientes activos en rotacion o en mezcla para controlar la enfermedad como: Car-
bendazim, Polietoxi Etanol, Carboxin y Thiram. El uso de estos productos quimicos
aumenta los costos de producciéon, mas aln cuando no se tiene la seguridad de un
control eficiente del fitopatogeno; ademas ocasionan dafo al medio ambiente, afec-
tando negativamente la fauna benéfica.

Al utilizar estos productos, siempre se deben observar precauciones y estandares
de proteccion a la salud, incluyendo un periodo adecuado de reentrada. La aplicacion
de estos productos - como la de cualquier otro plaguicida - debe llevarse a cabo
utilizando mascaras de gases, guantes, overol y otros elementos de proteccion. Es
preciso leer siempre cuidadosamente la etiqueta que acompana a los productos, ya
que esta contiene recomendaciones, dosis sugeridas, procedimientos de emergencia
y otra informacion importante.

6. Control bioldgico

La actividad biocontroladora de hongos y bacterias frente a varios fitopatdgenos cada
vez es mas reconocida a nivel mundial, puesto que existen microorganismos en la filosfe-
ra, espermosfera, frutos y suelos con actividad antagonica frente a fitopatogenos. Estos
organismos disminuyen la incidencia de la enfermedad por varios mecanismos; algunos
de estos son antibiosis, competencia por espacio o nutrientes, interacciones directas con
el patdgeno (micoparasitismo y lisis enzimatica) e induccion de resistencia.

En general, los antagonistas no tienen un Unico modo de accion, y la multiplicidad
de estos es una caracteristica importante para su seleccion como agentes de control
biologico. Si el antagonista posee varios modos de accion reduce los riesgos de desarrollo
de resistencia en el fitopatogeno. Este riesgo de resistencia también se reduce mediante
el uso de combinaciones de antagonistas con diferente modo de acciéon (Fernandez-
Larrea, 2001). Dentro de los microorganismos estudiados para el control biologico de la
marchitez vascular en uchuva con buenas perspectivas se encuentran:

e Bacterias del género Bacillus spp. y Pseudomonas spp.
e Hongos, como Trichoderma spp.
e Ademas, se puede incorporar compost y/o organismos benéficos al suelo.
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METODOLOGIA

Aislamiento de rizobacterias de la rizosfera de uchuva

En cultivos comerciales, dos ubicados en el municipio de Combita (Boyacd) y cuatro
en el municipio de Granada (Cundinamarca), se colectaron a partir de plantas asinto-
maticas a marchitamiento vascular (las cuales se encontraban en un foco de plantas
que presentaban signos avanzados de la enfermedad) muestras de raices secundarias
a una profundidad no mayor a 15 cm (Figura 13), que se transfirieron cuidadosamente
a bolsas de papel debidamente rotuladas y se trasladaron en nevera al Laboratorio
de Control Bioldgico del CBB - Corpoica para su almacenamiento a 4 °C y posterior
procesamiento.

Figura 13. Toma de muestras de raices en cultivos de uchuva. A. Planta seleccionada en un
foco de plantas con sintomas de marchitamiento vascular. B. Colecta de raices.

ESTRATEGIAS DE CONTROL BIOLOGICO DE Fusarium OXYySporum EN EL CULTIVO DE UCHUVA




Para cada cultivo se form6 una muestra compuesta y las raices se lavaron
con agua estéril para remover el suelo adherido; posteriormente se cortaron en
secciones de 5 cm y se tomaron 10 gramos transfiriéndolos a elenmeyers con 90 ml
de solucion salina a 0,85%, los cuales se dejaron en agitacion constante a 250 rpm
durante 1 hora.

A partir de esta suspension de lavado se realizaron diluciones seriadas de hasta
107 sembrando por triplicado 100 pL de cada dilucion en agar King B (KB) para el
aislamiento de bacterias del género Pseudomonas spp., y en agar Luria Bertoni (LB)
para bacterias del género Bacillus spp. Las cajas Petri se incubaron durante 24 horas
a 28 °C. A partir de las colonias que se obtuvieron después del periodo de incubacion
se realizo el aislamiento en los medios de cultivo respectivos con el fin de obtener
los aislamientos puros.

Para los aislamientos que se presumieron Pseudomonas spp., huevamente se
cultivaron en agar KB con el propésito de evidenciar la produccion de pioverdina y/o
piocianina, pigmentos (producidos por bacterias de este género) difusibles al medio
y fluorescentes a la luz ultravioleta a una longitud de onda de 280 nm.

De otra parte, para los dos géneros de bacterias se realizé coloracion de Gram
para observar su morfologia y las pruebas bioquimicas de oxidasa y catalasa, de
acuerdo con los métodos de diagnéstico estandar (Braun-Kiewink y Sanda, 2001).

Se evaluo el efecto de las rizobacterias sobre la germinacion de semillas de uchuva.
Para este fin se utilizaron semillas obtenidas de plantas de uno de los cultivos de
Combita seleccionadas por su alta produccion y manejo fitosanitario.

Las semillas se sometieron a tratamiento térmico en un bafo termostatado a 48
°C por 2 horas con el fin de romper la latencia de las mismas; luego se desinfectaron
sumergiéndolas en etanol al 70% por 5 minutos seguidas por hipoclorito de sodio al
1% por 1 minuto y finalmente se lavaron tres veces con agua destilada estéril.

Paralelamente se realizo un cultivo liquido para cada uno de los 20 aislamientos de
rizobacterias en caldo LB con agitacion de 150 rpm a 28 °C por 48 horas; transcurrido
este tiempo se centrifugo el caldo de fermentacion a 5000 rpm por 15 minutos, se
resuspendid en una solucion estéril al 2% de carboximetilcelulosa y se ajusto su
concentracion a 1 x 10° cél/ml. Posteriormente se sumergieron 60 semillas en cada
una de las suspensiones bacterianas por 1 minuto (Yao et al., 2010) y se dejaron
secar en cabina de flujo laminar para colocarlas en camara hiumeda, teniendo 20
semillas cada tratamiento por triplicado. Como control se sumergieron las semillas
en agua destilada estéril. Todos los tratamientos se incubaron a 26 °C en oscuridad
por 20 dias y se realizaron observaciones diarias del nimero de semillas germinadas
y la longitud de la raiz.

Los resultados obtenidos en cada tratamiento se expresaron como un indice de
vigor (Harish et al., 2008), definido como:

Indice de vigor = porcentaje de germinacion * (longitud de germinacién total)
Longitud de germinacion total = longitud del tallo + longitud de la raiz
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Después de ello se realizd un analisis de comparacion de medias para seleccionar
las rizobacterias mas promisorias a ser evaluadas en los bioensayos en condiciones
de invernadero.

Actividad biocontroladora in vitro contra F. oxysporum

La actividad antagonica de cada una de las rizobacterias aisladas contra F. oxysporum
se determind mediante la inhibicion por antibiosis en agar papa dextrosa (PDA). Se
colocaron discos de agar de 5 mm de cada aislamiento en cuatro puntos equidistantes
con una distancia de 1,5 cm tomados a partir del borde de una caja Petri (dos en la
parte superior y dos en la parte inferior) por triplicado y se incubaron a 28 °C por 48
h. Discos de agar PDA de 5 mm con F. oxysporum se cortaron de aislamientos de 15
dias de edad y se colocaron en el centro de las cajas con las rizobacterias previamente
sembradas, incubandose a 25 °C por 7 dias. Se utilizdé como control el crecimiento solo
de F. oxysporum en agar PDA. El radio de la colonia flngica se midié con un calibrador
y se calculo el porcentaje de inhibicion micelial del patogeno con la siguiente formula:

% Inhibicién: [(R - r) / R] * 100

Donde: R es el radio maximo de la colonia fungica en el control, r es el radio de la
colonia fungica enfrentada al aislamiento. De esta forma, se realizé un analisis
de varianza (ANOVA) y se compararon las medias de los tratamientos con un test
LSD con un 95% de confianza.

RESULTADOS

De las muestras colectadas en los cultivos de Granada se aislaron y seleccionaron
14 aislamientos de Pseudomonas sp., siendo de las Unicas muestras que se obtuvie-
ron bacterias de este género, las cuales correspondieron a bacilos Gram negativos
motiles por flagelos polares (Figura 14A), cuyo test bioquimico fue catalasa y cito-
cromo oxidasa positivo.

De otra parte, se obtuvieron 6 aislamientos de Bacillus sp., cuatro de los cultivos
de Combita y dos de Granada, correspondientes a bacilos Gram positivos esporulados
(Figura 14B), cuyo test bioquimico fue catalasa positiva y citocromo oxidasa negativo.

A

Figura 14. A. Bacteria Gram negativa correspondiente a Pseudomonas sp. B. Bacteria Gram
positiva correspondiente a Bacillus sp.
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Promocion del crecimiento vegetal

El aislamiento de Bacillus sp., codificado como Bs03, y el aislamiento de Pseu-
domonas sp., codificado como Pf14, presentaron indices de vigor de 52,42 y
50,63 respectivamente; estos valores son significativamente diferentes con res-
pecto a los demas tratamientos y representan una magnitud superior al 500%
con respecto al control sin inmersién de rizobacterias. Adicionalmente al efec-
to inductor de crecimiento tanto de tallo como de raiz, se observo que los
aislamientos Bs03 y Pf14 también estimularon la velocidad de germinacion de
las semillas de uchuva, factor clave mas si se tiene en cuenta la falta de homo-
geneidad natural que exhiben las semillas de esta especie vegetal en particular
(Figura 15).
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Figura 15. indice de vigor de 20 aislamientos de rizobacterias aisladas a partir de cultivos
de uchuva. Las letras representan los grupos homogéneos obtenidos al realizar un analisis
de comparacion de medias aplicando la técnica LSD con un nivel de confianza del 95%. Pf:
género Pseudomonas sp., Bs: género Bacillus sp.

Actividad biocontroladora in vitro contra F. oxysporum

Para la inhibicion del crecimiento micelial del hongo F. oxysporum, nuevamente el
aislamiento de Bacillus sp., codificado como Bs03, presento diferencias significativas
con respecto a los demas tratamientos con un valor de 63,59% después de 7 dias de
incubacion (Figura 16). También se observd una tendencia general muy clara de un
mejor desempeno por parte de los aislamientos de Bacillus sp., en comparacion con
los aislamientos de Pseudomonas sp., comportamiento que era de esperarse, ya que
se ha demostrado por numerosos autores la produccion de antibioticos por parte de
este género, incluso en condiciones del suelo.
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Figura 16. Porcentaje de inhibicion de crecimiento in vitro del hongo F. oxysporum en
presencia de 20 aislamientos de rizobacterias aisladas a partir de cultivos de uchuva.
Las letras representan los grupos homogéneos obtenidos al realizar un analisis de
comparacion de medias aplicando la técnica LSD con un nivel de confianza del 95%. Pf:
género Pseudomonas sp., Bs: género Bacillus sp.

CONCLUSION

A partir de plantas asintomaticas se aislaron rizobacterias de los géneros Pseudo-
monas sp. Yy Bacillus sp., de las cuales los aislamientos Pf14, Bs006 y Bs03 fueron
seleccionados como los mas promisorios para el desarrollo de un prototipo de biopro-
ducto, ya que presentaron los mejores efectos de promocion de crecimiento vegetal
en semillas e inhibicion del crecimiento de F. oxysporum en laboratorio.
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RESUMEN

En etapas anteriores se seleccionaron dos rizobacterias, una del género Pseudomo-
nas sp. y otra del género Bacillus sp., que presentaron una eficacia en el control de
F. oxysporum en invernadero entre el 40% y 50% sin formular. En la etapa de produc-
cion masiva se llevo a cabo el diseno, estandarizacion y optimizacion de un medio de
cultivo eficiente, econdmico, escalable y compatible con las operaciones unitarias
de formulacion para cada uno de estos aislamientos. El esquema general aplicado se
presenta en la Figura 17.

En la Figura 17 se presentan a la izquierda las etapas que se surtieron aplicando
herramientas de diseno de experimentos y a la derecha las variables de respuesta

Seleccién de fuentes nutricionales (carbono, nitrégeno, sales)
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Medio de cultivo eficiente, econdémico vy escalable

Figura 17. Representacion general de la estrategia aplicada para el diseno
de medios de cultivo para fermentacion liquida con dos aislamientos de
rizobacterias del género Bacillus sp. y Pseudomonas sp.
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evaluadas experimentalmente en los procesos de fermentacion que permitieron la
generacion de modelos predictivos de desempeio del proceso. La informacion que se
genero en cada etapa sirvio como insumo o linea base de la etapa siguiente.

INTRODUCCION

Para el desarrollo de un bioproducto con potencial para el control del hongo pato-
geno Fusarium oxysporum se debe tener en cuenta no solo la seleccion cuidadosa
del ingrediente activo con elevada actividad antagonica contra el patégeno y un
mecanismo de accion bien definido, sino también las caracteristicas del patogeno y
su comportamiento en el microambiente en el que se va a aplicar.

Como se ha mencionado en capitulos anteriores, F. oxysporum es un hongo
fitopatogeno que reside en el suelo, que presenta una versatilidad fisiologica
que le permite su adaptacion a diversas condiciones medioambientales y generar
resistencia a corto plazo a la mayoria de los plaguicidas quimicos; ademas tiene
la capacidad de sobrevivir hasta 30 anos en el suelo, ya que produce estructuras
de resistencia. Por tanto, el bioproducto a desarrollar idealmente debe tener las
siguientes caracteristicas:

e Concentracion o6ptima del ingrediente activo para asegurar su eficacia.

e Compatibilidad con algunos de los principales fungicidas y plaguicidas
comunmente usados en el cultivo de uchuva.

e No presentar fitotoxicidad o algin otro tipo de efecto negativo sobre uchuva u

otro cultivo.

Elevada permanencia en el suelo manteniendo la viabilidad del ingrediente activo.

Facilidad de aplicacion en el suelo usando equipos convencionales.

Facilidad de dosificacion, dispersion o disolucion.

Mediante la seleccion adecuada del microorganismo biocontrolador y con el

desarrollo de procesos eficientes de produccion del ingrediente activo se pueden

solventar los retos asociados a las tres caracteristicas iniciales, mientras las tres

Ultimas se abordan en la etapa de formulacion del bioproducto.

MATERIALES Y METODOS

Produccion masiva por fermentacion liquida de
Pseudomonas sp. (Pf14)

Evaluacion exploratoria en microplacas de 400 ul

Inicialmente se llevd a cabo una evaluacion experimental en microplacas de 400 pl
con el fin de determinar el efecto de la fuente de carbono, nitrogeno y sales sobre el
crecimiento de la rizobacteria Pseudomonas sp. Pf14 expresado como absorbancia,
asumiendo que este parametro es directamente proporcional al crecimiento bacte-
riano en un medio liquido. Se aplico un disefio factorial completo con tres niveles por
factor, todos los tratamientos se evaluaron por triplicado en microplacas incubadas
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a 25 °C con agitacién de 200 rpm.

A partir del analisis estadistico de la informacion experimental (datos no
mostrados) se determinaron los niveles base (nivel 0) para dar inicio al trabajo del
diseno del medio de cultivo liquido.

Evaluacion exploratoria de la produccion de biomasa de la rizobacteria
Pseudomonas sp. Pf14 en erlenmeyer de 125 ml

En esta etapa se aplico un diseio experimental factorial completo con dos factores
y dos niveles con punto central. La fermentacion se realizé en erlenmeyers de 125
ml con un volumen de trabajo de 25 ml (Tabla 1), el nivel cero correspondié a las
concentraciones de los factores nutricionales obtenidos en la evaluacion en micro-
placa. Se conservo una relacion volumétrica existente entre el volumen total y el
volumen de trabajo de 1/5, con el fin de favorecer la disponibilidad de oxigeno para
el crecimiento y metabolismo de Pseudomonas sp.

Tabla 1. Matriz de niveles usada para la fermentacion de la
cepa de Pseudomonas sp. Pf14 en erlenmeyer de 125 ml.

Factor A (FC) Fa“‘“' B
(o/L) (FNO) (g/L) W

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

FC: Fuente de carbono, FNO: Fuente de nitrégeno organica,
FNI: fuente de nitrégeno inorganica.

La codificacion de los niveles se realizo aplicando la siguiente formula:
Xc = [Xi - Xi®] / (AXi)

Donde: Xc es la variable codificada, Xi es el valor de la variable sin codificar, Xi® es el
valor de la variable sin codificar en el punto cero y AXi es el valor del paso entre
niveles de la variable sin codificar.

Se prepararon 20 ml de una solucion 10X de cada una de las concentraciones
de la fuente de carbono y nitrégeno organico e inorganico listadas en la Tabla 1
con agua destilada; adicionalmente se prepard una solucion de sales, las soluciones
fueron esterilizadas bajo condiciones estandar. Igualmente se realizo un inoculo de
1x107 UFC/ml en Tween 80 al 0,5% a partir de una caja previamente colonizada con
la bacteria durante 48 h.

Cada erlenmeyer contenia 25 ml como resultado de la adicion de 2,5 ml de fuente
de carbono, 2,5 ml de fuente de nitrogeno organico, 2,5 ml de fuente de nitrogeno
inorganico, 2,5 ml de solucién de sales, 12,5 ml de agua destilada y 2,5 ml de inéculo.
Las diferentes combinaciones de los niveles dieron como resultado cinco tratamientos,
los cuales se evaluaron por triplicado (Tabla 2). La variable de respuesta fue la biomasa
bacteriana, que se determindé mediante la técnica de peso seco. Los resultados se
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analizaron usando el software estadistico Statgraphics® v. 4.0.
Tabla 2. Tratamientos evaluados para el ensayo exploratorio en
erlenmeyer de 125 ml con la cepa de Pseudomonas sp. Pf14.

tamino | Faoorn | Favord |

1 -1 -1
2
3
4
5

Etapa de optimizacion de la produccion de biomasa de la rizobacteria
Pseudomonas sp. Pf14 en erlenmeyer de 125 ml

En concordancia con los resultados obtenidos en la evaluacion exploratoria, se plan-
ted un experimento de optimizacion en el que se aplicd un disefo factorial completo
a tres niveles con dos variables: fuente de carbono y fuente de nitrégeno. Como
variables de respuesta se evaluaron la produccion de biomasa por la técnica de peso
seco y la concentracion celular viable por la técnica de siembra en caja.

Como se observa en la Tabla 3, se aumento la concentracion de la fuente de nitrogeno
usando el nivel 1 del ensayo anterior como nivel -0,5 del presente ensayo para explorar
nuevas regiones, donde se espera obtener un aumento en la concentracion y en la biomasa
bacteriana; de otro lado, para la fuente de carbono se evaluaron concentraciones similares
a las del ensayo anterior, dado que este factor no mostré un efecto significativo y de esta
manera se esta disminuyendo el costo del medio de cultivo global.

Tabla 3. Matriz de niveles usada para la fermentacién de la cepa de
Pseudomonas sp. Pf14 en el ensayo de optimizacion en erlenmeyer de 125 ml.

Factor B
Factor A (FC) (g/L)
m- (FNO)(g/L) | (FNI)(g/L)

4,64 5,71 1,35
0 9,28 11,43 2,70
1 13,92 17,14 4,05

FC: Fuente de carbono, FNO: Fuente de nitrogeno organica,
FNI: fuente de nitrégeno inorganica.

La matriz experimental generada se presenta en la Tabla 4.

Produccion masiva por fermentacion liquida de
Bacillus sp. (Bs006)

Generacion de las cinéticas de crecimiento de Bacillus sp. Bs006

Las cinéticas de crecimiento de Bacillus sp. Bs006 fueron realizadas utilizando er-
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Tabla 4. Tratamientos evaluados para la fermentacion de la cepa de
Pseudomonas sp. Pf14 en el ensayo de optimizacion en erlenmeyer de 125 ml.

e | rn |

1 1 0
2 =1 =1
3 =1 1
4 1
g =1
6 0
7 1 =1
8 =1 0
9 1 1

lenmeyer de 500 ml por triplicado. Se conservo una relacion volumétrica existente
entre volumen total y volumen de trabajo de 1/5, con el fin de favorecer la disponi-
bilidad de oxigeno para el crecimiento y metabolismo de Bacillus sp.

En cada erlenmeyer se utilizaron 100 ml del medio J, reportado en la literatura
y comUnmente empleado para el crecimiento de microorganismos pertenecientes al
género Bacillus (Claus y Berkeley, 1986).

Para evaluar la viabilidad de este medio como medio de produccion para bacilos
esporulados y procurando reducir los costos de produccion, las fuentes de carbono
y nitrogeno originales fueron sustituidas por otras de menor costo y composicion
similar.

Las condiciones de incubacion fueron: agitacion de 125 rpm y temperatura de
30 °C en un shaker New Brunswick® modelo Innova. Para evaluar el crecimiento a
través del tiempo de cultivo se empleo la técnica de recuento en placa en medio
LB y los resultados fueron expresados en UFC/ml. Las suspensiones bacterianas se
sometieron a un choque térmico a 80 °C durante 30 minutos para dejar activas
Unicamente las esporas.

RESULTADOS

Evaluacion exploratoria de la produccion de biomasa de la
rizobacteria Pseudomonas sp. Pf14 en erlenmeyer de 125 ml

El analisis de varianza (Tabla 5) revelo que se presentd un efecto significativo de la
fuente de nitrogeno (factor B) sobre la produccion de biomasa de Pseudomonas sp
Pf14. El factor fuente de carbono no presentd efecto significativo dentro del espacio
experimental evaluado. Para determinar la magnitud y la direccion de estos efectos
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se analizo el diagrama de Pareto correspondiente (Figura 18).
Tabla 5. Analisis de varianza para la biomasa en el ensayo
exploratorio en erlenmeyer de 125 ml con la cepa de Pseudomonas sp. Pf14.

s sn | s | e

A: Carbono 1,27 0,2843
B: Nitrdgeno 15,32 0,0024*
AB 0,42 0,5306

*Indica diferencia significativa

A: Carbono

B: Nitrégeno

AB

f
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4

Efecto estandarizado

Figura 18. Influencia de factores nutricionales sobre el crecimiento de la cepa de
Pseudomonas sp. Pf14 crecida en medio liquido en erlenmeyer de 125 ml.

En el diagrama de Pareto se observd que le factor B (fuente de nitrégeno)
fue el Unico que presentd un efecto significativo sobre la variable de respuesta,
mientras que el factor A (fuente de carbono) y la interaccion de las dos fuentes no
presentaron efecto significativo. Adicionalmente, todos los efectos e interacciones
presentaron un efecto positivo o directamente proporcional con la respuesta, lo
que indica que los niveles usados de las fuentes nutricionales fueron estimados de
forma conservadora y se requiere un aumento en su concentracion para alcanzar
magnitudes de biomasa finales de Pseudomonas sp. mas elevadas.

En la Figura 19 se observa la superficie plana generada a partir del modelo
matematico que describe el fenomeno experimental observado en erlenmeyer de
125 ml.

En la superficie de respuesta se puede observar el espacio experimental del
ensayo, en donde la mejor respuesta en biomasa (expresada como g/25 ml) se obtuvo
con el nivel alto de la fuente de nitrogeno y el nivel alto de la fuente de carbono.
Esto concuerda con los resultados del diagrama de Pareto.

De otro lado, con el fin de determinar el grado de ajuste del modelo simplificado
generado, se llevo a cabo un analisis grafico de comparacion de respuestas teoricas
contra respuestas experimentales (Figura 20).

En la Figura 20 se observa que hay un ajuste modesto del modelo contra los
datos experimentales. En la ecuacion se presenta el modelo matematico obtenido;
el ajuste presentado fue de 60,73% de la variabilidad total presentada en el
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Figura 19. Superficie de respuesta del efecto de dos factores nutricionales sobre la
produccion de biomasa de la cepa de Pseudomonas sp. Pf14 crecida en medio liquido
en erlenmeyer de 125 ml.
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Figura 20. Representacion del ajuste del modelo matematico generado para evaluar la
produccion de biomasa de la cepa de Pseudomonas sp. Pf14 crecida en medio liquido
en erlenmeyer de 125 ml.

experimento. Dado que este grado de ajuste no es bueno, no se utilizé el modelo
para realizar predicciones dentro del espacio experimental ni para extrapolaciones;
todos los resultados se basaron en el analisis de varianza, el diagrama de Pareto y el
analisis de comparacion de medias.

Biomasa (g/25 ml) = 0,0860667+0,00941667*A+0,03275B+0,00541667*A*B
R? = 60,73%

Por Gltimo, se llevd a cabo un analisis de comparacion de medias usando la
técnica LSD con un nivel de confianza del 95% (los resultados se presentan en la
Tabla 6).

Al analizar los resultados de la comparacion de medias se observo que el mejor
tratamiento fue el 4, que presentd diferencias significativas con respecto a los
tratamientos 1y 2, y presento diferencias en magnitud del 52% y 29% por encima con
respecto a los tratamientos 5 y 3. El tratamiento 4 correspondio a la combinacion de
los niveles altos de las fuentes de carbono y nitrogeno, esto es concordante con el
analisis del diagrama de Pareto y la superficie de respuesta.
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Tabla 6. Analisis de comparacion de medias de los tratamientos evaluados
en el ensayo exploratorio en erlenmeyer de 125 ml con la cepa de Pseudomonas sp. Pf14.

Tratamiento Grupos
Homogéneos
B

1 3 0,0490000

2 3 0,0570000 B

5 3 0,0873333 AB
3 3 0,1036670 AB
4 3 0,1333330 A

Etapa de optimizacion de la produccion de biomasa de la rizobacteria
Pseudomonas sp. Pf14 en erlenmeyer de 125 ml

En la Tabla 7 se observan los resultados obtenidos en concentracion expresada
como UFC/ml para la cepa de Pseudomonas sp. Pf14. Todos los resultados estu-
vieron por encima de 1x10 UFC/ml, lo que indica que son aceptables para las
posteriores operaciones unitarias “aguas abajo” del proceso de fermentacion
(Prabakaran et al., 2009). El valor mas alto se obtuvo con el tratamiento 1 con un
promedio de 2,63x10" UFC/ml y el valor mas bajo se obtuvo con el tratamiento
2 con un promedio de 1,44x10" UFC/ml.

Tabla 7. Viabilidad (en UFC/ml) para el ensayo de optimizacion en erlenmeyer de 125 ml
con la cepa de Pseudomonas sp. Pf14. R1, R2, R3: repeticiones, X: promedio, S: desviacion
estandar, CV: coeficiente de variacion.

R R R xS )
T 10,48 10,28 10,49 10,42 0,119 1,14
T2 10,36 9,98 10,15 10,16 0,190 1,87
T3 10,24 10,29 10,26 10,26 0,024 0,23
T4 10,26 10,33 10,32 10,30 0,043 0,41
T5 10,33 10,32 10,33 10,33 0,004 0,03
T6 10,20 10,33 10,13 10,22 0,103 1,67
T7 10,21 10,32 10,30 10,28 0,058 0,56
T8 10,32 10,30 10,32 10,32 0,012 012
19 10,06 10,16 10,28 10,17 0,111 1,09

En la Tabla 8 se observan los resultados obtenidos en biomasa para la cepa
de Pseudomonas sp. Pf14. El valor mas alto se obtuvo con el tratamiento 1, con
un promedio de 5,61 g/L y el valor mas bajo se obtuvo con el tratamiento 2, con
un promedio de 3,76 g/L; estos resultados son directamente proporcionales a los
presentados con la variable de respuesta viabilidad, lo que indica que la interferencia
debida a residuos del medio de cultivo no es apreciable.
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Tabla 8. Biomasa obtenida para el ensayo de
optimizacién en erlenmeyer de 125 ml con la cepa de Pseudomonas sp. Pf14.

LR R LR X s
T 01360  0,1450  0,1400  0,1403  0,0045 3,21
T2 0,0934 00858 0,027  0,0940  0,0085 9,01
T3 01027 01025 0,006  0,1019  0,0012 1,19
T4 0,1201 01222 01238 01220  0,0019 1,62
T5 01240 01290  0,1315 01282  0,0038 2,98
T6 01119 01126 0,065  0,1103  0,0033 3,00
T7 01177 01179 01193  0,1183  0,0009  0,7369
T8 01265 01293 01247  0,1268 00023  1,8387
19 0,0986 01043  0,1000  0,1010  0,0030  2,9420

R1, R2, R3: repeticiones, X: promedio, S: desviacion estandar,
CV: coeficiente de variacion.

Del analisis de varianza (Tabla 9) se concluyé que ninguno de los factores
evaluados o sus interacciones presentaron un efecto significativo sobre la variable
de respuesta concentracion bacteriana.

Tabla 9. Analisis de varianza para la viabilidad en el ensayo de
optimizacién en erlenmeyer de 125 ml con la cepa de Pseudomonas sp. Pf14.

A: Carbono 0,00 0,9626
B: Nitrdgeno 0,00 0,9886
AA 1,84 0,1912
AB 0,01 0,9190
BB 1,65 0,2139
bloques 0,99 0,3886

Del diagrama de Pareto (Figura 21), se corrobora que ninguno de los efectos
principales de los factores tiene efecto significativo sobre la respuesta, pero ademas,
se observa que el efecto de la interaccion entre fuente de carbono y nitrégeno fue el
que tuvo la mayor magnitud, ya que las interacciones AA y BB no tienen significado
bioldgico y solo sirven para ajustar a la forma del modelo de segundo orden.

Como se aplico un modelo factorial de tres niveles, la superficie de respuesta
generada presenta curvatura y permite visualizar mas facilmente la region donde
se obtiene la respuesta Optima; para este caso (Figura 22) se observa un “valle”
o minimo hacia el centro del espacio experimental (combinacion de niveles 0, 0),
mientras que los valores maximos se obtienen en los vértices (combinacion de niveles
-1, -1; -1, 1; -1, -1; 1, 1 respectivamente). Por tanto, para la seleccion del mejor
tratamiento se deben tener en cuenta criterios estadisticos y técnico-economicos.
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A: Carbono m-
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B: Nitrégeno

Efecto estandarizado

Figura 21. Influencia de factores nutricionales sobre el crecimiento de la cepa de
Pseudomonas sp. Pf14 crecida en medio liquido en erlenmeyer de 125 ml.

Viabilidad (log UFC/ml)

0.6 1 " a Nitrégeno

Carbono

Figura 22. Superficie de respuesta del efecto de las fuentes nutricionales sobre la
viabilidad de la cepa de Pseudomonas sp. Pf14.

Concentracion

[Log (UFC/ml)] = 8,66195+0,0199*A-0,00607222*B
+0,982989*A%-0,0528583*A*B+ 0,932706*B2
R? = 22,42%

Cuando se analizé el modelo de segundo orden generado se observo un bajo
poder de prediccion, puesto que se obtuvo un coeficiente de correlacion inferior al
25%; por tanto, no se utilizo el modelo para realizar predicciones dentro del espacio
experimental ni para extrapolaciones; todos los resultados se basaron en el analisis
de varianza y el diagrama de Pareto.

Posteriormente se realizo un analisis de optimizacion basado en la técnica de
ascenso por pasos (stepascent path), ya que esta no se ve influenciada por el modelo
matematico generado sino que usa las mejores respuestas experimentales para,
en funcion de estas, determinar tedricamente la variable de respuesta en regiones
aledanas a las evaluadas previamente.
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De los resultados de la Tabla 10 y de los analisis anteriores se puede colegir que
la combinacion del nivel alto (+1) de la fuente de carbono y el nivel bajo (-1) de la
fuente de nitrogeno podria alcanzar una concentracion final de 4,53x10" UFC/ml.
Ademas, al usar un nivel bajo para la fuente de nitrégeno se esta ahorrando en el
aspecto del costo del medio de cultivo (que generalmente puede alcanzar un 40% del
costo total del proceso), y se mantiene un nivel adecuado de la fuente de carbono

Tabla 10. Niveles para optimizar la variable respuesta concentracion

| R | B | A |
Factor A -1,0 1,0 1,0
Factor B -1,0 1,0 -1,0

Meta: maximizar Log(UFC/ml)
Valor 6ptimo = 10,65

que se habia demostrado por el ensayo exploratorio.

Produccion masiva por fermentacion liquida de
Bacillus sp. (Bs006)

Generacion de las cinéticas de crecimiento de Bacillus sp. Bs006

Inicialmente, se realizd un montaje experimental para dilucidar el comportamiento
del crecimiento del microorganismo y se encontro que después de 28 horas de fer-
mentacion se dio inicio a un proceso de muerte celular con una disminucion drastica

de la concentracion celular (Figura 23).
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Figura 23. A. Cinética de crecimiento de Bacillus sp. Bs006 en el medio J modificado. B. Aspecto

macroscopico cepa Bs006 en medio solido LB.

Los resultados de las cinética de crecimiento obtenida son similares a los
obtenidos en trabajos previos realizados en el Laboratorio de Control Bioldgico con
un aislamiento del género Bacillus sp., en la que se obtuvieron concentraciones
finales del orden de 1x10" UFC/ml. En este caso se alcanz6 una concentracion
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de 4x10" UFC/ml en 28 horas, equivalentes a una biomasa seca de 6,4 g/L; este
resultado es aceptable si se tiene en cuenta que en la literatura las concentraciones
de biomasa estan en el orden de 1,0-10,0 g/L.

Sumado a esto, se observé una etapa de muerte celular que dio inicio a partir de
la hora 28 y en la que se obtuvo una concentracion final de 5x10° UFC/ml después de
72 horas de fermentacion.

Conestosresultados, serealizd otraevaluacion paradeterminar el comportamiento
de Bacillus sp. en la fase exponencial de crecimiento (0 a 28 horas), resultados con
los que fue posible ajustar inicialmente un modelo de tipo lineal (Figura 24).

11 //.

Viabilidad (log UFC/ml)
(-]

// Y =7.51264 + 0.136531 X
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Tiempo (h)

Figura 24. Cinética de crecimiento de la cepa de Bacillus Bs006 en medio liquido J.

El resultado final obtenido es muy promisorio, ya que, al igual que con la
rizobacteria Pseudomonas sp., el objetivo en el proceso de fermentacion es
asegurar un nivel de concentracion superior a 1x10'° esporas/ml, ya que la
mayoria de los productos comerciales a base de Bacillus sp. son formulados y
ajustados a una concentracion de este orden de magnitud (Harrold et al., 2011).
Este medio de cultivo se usé para la produccion de biomasa de Bacillus sp. para
los prototipos de formulacion.

CONCLUSIONES

Se diseiid un medio de cultivo a nivel laboratorio en erlenmeyer de 125 ml para
la produccion de biomasa de la cepa de Pseudomonas sp. Pf14 que cumplio con
los requerimientos minimos de concentracion bacteriana viable para el proceso de
formulacion de un bioproducto (1x10° UFC/ml), de acuerdo con los requerimientos
técnicos del Laboratorio de Control Biologico.

Se diseno un medio de cultivo a nivel laboratorio en erlenmeyer de 500 ml para
la produccion de biomasa de la cepa de Bacillus sp. Bs006 que cumplid con los
requerimientos minimos de concentracion bacteriana viable para el proceso de
formulacion (1x10' UFC/ml), segln los requerimientos técnicos de otros bioproductos
que existen en el mercado.
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RESUMEN

En este capitulo se mencionan algunos de los aspectos mas relevantes que se tuvie-
ron en cuenta en el diseno de sistemas de entrega al agricultor de facil aplicacion y
que conserven la viabilidad y la actividad biologica de los microorganismos seleccio-
nados (Pseudomonas sp. Pf014 y Bacillus sp. Bs006), para lo cual se llevo a cabo el
diseno de prototipos de formulacion que fueron caracterizados microbioldgica y fisi-
coquimicamente y sometidos posteriormente a un estudio de estabilidad acelerado.

INTRODUCCION

En la generacion de estrategias de control biolégico contra los agentes patogenos
una vez se tiene seleccionado el microorganismo que puede ejercer la actividad
biocontroladora, una de las etapas mas importantes consiste en el desarrollo de
una formulacion que sirva como sistema de entrega al agricultor y que proteja al
microorganismo de las condiciones ambientales desfavorables que pueden ir en de-
trimento de su viabilidad y de su actividad biologica. Adicionalmente, con el fin de
masificar el uso de un microorganismo biocontrolador, su produccion y formulacion
son factores criticos para su comercializacion, mas en la actualidad dado que los
bioproductos surgen como iniciativa a la reduccion o prohibicion de algunos insumos
quimicos, cuyos residuos en los alimentos pueden afectar la salud y el medio am-
biente (Whipps y Lumsden, 2001).

Una formulacion microbiana estd compuesta de un ingrediente activo
(microorganismo) que ejerce la actividad biologica y auxiliares de formulacion que son
sustancias inertes que protegen y liberan el ingrediente activo; estos auxiliares deben
asegurar la estabilidad durante la produccion, procesamiento y almacenamiento,
ademas de facilitar la aplicacion, proteger de la radiacion ultravioleta, asegurar la
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permanencia sobre el blanco, retener la humedad o proteger contra la desecacion
y promover la dispersion del bioproducto, entre otras (Burgues, 1998; Boyetchko
et al., 2002). Generalmente las formulaciones tienen dos formas de presentacion,
solida o liquida, y su eleccion depende de las caracteristicas del patogeno que se
quiere controlar. La primera incluye a los granulados, polvos mojables y polvos secos,
entre otros, y la segunda a las suspensiones en agua, en aceite y emulsiones, entre
otras (Schisler et al., 2004).

Actualmente, se encuentran en el mercado diversas formulaciones a base de
Bacillus sp. y de Pseudomonas sp., cuyas formas de presentacion comprenden
principalmente suspensiones acuosas y polvos mojables. En Colombia se encuentran
registrados ante el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) cuatro productos a base
de Bacillus sp., tres corresponden a una suspension concentrada y uno a un polvo
mojable y ninguno a base de Pseudomonas sp. (ICA, 2011).

METODOLOGIA

Obtencion del ingrediente activo de
Bacillus sp. Bs006

Teniendo en cuenta que el aislamiento de Bacillus sp. seleccionado produce estruc-
turas de resistencia denominadas esporas, que pueden tener una mayor resistencia
ante condiciones fisicas, quimicas y ambientales adversas (Schisler et al., 2004),
se selecciond este tipo de estructuras como ingrediente activo de los prototipos de
formulacion a desarrollar.

Para la obtencion del ingrediente activo, a partir de un cultivo de 24 horas en
agar nutritivo se preparoé una suspension inicial y se determiné su absorbancia usando
un espectrofotéometro Nanodrop 1000 Thermo Scientific®, la cual se correlacion6 con
la concentracion celular usando una curva de calibracion obtenida previamente. De
esta suspension se tomé el volumen necesario para ajustar la concentracion inicial de
tres lotes de 500 ml de caldo nutritivo en 1x10¢ células/ml. El caldo de fermentacion
se dejd en incubacion por 48 horas a 28 °C + 2 °C y 150 rpm. Después del tiempo
de incubacién se confirmé la produccion de esporas al realizar una tincion verde de
malaquita- safranina y observar la presencia de minimo 10 esporas por campo optico.

Obtencion del ingrediente activo de
Pseudomonas sp. Pf014

La produccion de principio activo se realizé6 mediante un proceso de fermentacion en
medio liquido, para lo cual inicialmente se tomo un criovial de la cepa, se reactivo en
cajas de Petri con medio agar nutritivo y se incub6 durante 24 h a 28+2 °C. Después de
este tiempo, se preparo el indculo de la fermentacion, cuya concentracion se estimo
en un espectrofotdometro mediante la lectura de su absorbancia a 300 nm, y posterior
extrapolacion en una curva de calibracion previamente estandarizada (Cely, 2010).
Se realizaron dos lotes de fermentacion, cada uno consistente en tres erlenmeyers
de 1000 ml de capacidad con 500 ml de caldo Luria Bertani (LB), los cuales fueron
inoculados a razén de 1x10° unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml).
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Las condiciones de fermentacion fueron 28+2 °C durante 48 h a 180 rpm. Al finalizar
el tiempo de fermentacion a cada medio de cultivo se le verificé la pureza mediante
coloracion de Gram y observacion en microscopio. Posteriormente se realiz6é su
caracterizacion determinando los parametros pH, peso seco (%) y viabilidad (UFC/
ml) por triplicado.

Disefio y preparacion de los prototipos de formulacion
a base de Bacillus sp. Bs006

Se disefaron dos prototipos de formulacion: uno sélido, correspondiente a un polvo
mojable (WP) y uno liquido, correspondiente a una suspension acuosa (SC), cuya
composicion se presenta en la Tabla 11. En cada prototipo los auxiliares de formu-
lacion cumplieron una funcion particular, teniendo en cuenta que la formulacion se
aplica en suelo desde semillero y el ingrediente activo son las esporas de Bacillus.
sp., estructuras de mayor resistencia en comparacion con las células bacterianas.

Tabla 11. Prototipos de formulacion a base de Bacillus subtilis (Bs06)

Composicion (%)

Prototipo Activo
i mmmmmmmm

PL3 (SC) 1 csp100
PSO1 (WP) 40 10 50 10

*c.s.p cantidad suficiente para, b. h. base humeda

El proceso de formulacion se presenta en la Figura 25. En la Figura 25a se observa
la preparacion del polvo mojable, en el cual se mezcla la biomasa con el agua en
proporcion 1:1 y se adiciona el protector de secado Ps01. Se mezcla nuevamente y
finalmente se adiciona el diluente Di03.

En la Figura 25b se observa la preparacion de la suspension acuosa, en la cual los
auxiliares de formulacion son adicionados previamente al agua; esta suspension se
mezcla con la biomasa, se agita y finalmente se adiciona el viscosante Sp03.

a. Biomasa de BsO6
separadapor
centrifugaciéon

5000r.p.m, 25

minutos

Mezcla1: Mezcla 2: Tamiz
Se adiciona PsO1 Se adiciona Di03 Malla 100u

Mezcla 1:
Su01, Su04, Cm04,
agua o sobrenadante

Mezcla 2: Mezcla 3:

Biomasay mezcla 1 Mezcla2y Sp03 Agitar por 4 horas

Biomasa de Bs06
separadapor
centrifugacién

5000r.p.m, 25

minutos

Figura 25. Proceso de formulacion de los prototipos a base de Bacillus sp. (Bs06).
a: Prototipo WP, b: Prototipo SC.
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Diseno y preparacion de los prototipos de formulacion
a base de Pseudomonas sp. Pf014

Para el desarrollo de los sistemas de preformulacion se evaluaron dos principios ac-
tivos: el primero correspondiente al caldo de fermentacion de Pseudomonas sp. Pf14
y el segundo a la biomasa separada del caldo de fermentacion por un proceso previo
de centrifugacion en una centrifuga Sorval a 15.000 rpm durante 15 minutos y dos
lavados con tampén fosfato a pH 7,5.

Para los dos principios activos se evaluaron tres polioles a dos concentraciones
distintas (5% y 10%); como control se utilizo para el caldo de fermentacion el medio
liquido sin adicion de polioles, y para la biomasa separada del caldo de fermentacion,
la biomasa resuspendida en un tampon de fosfatos pH 7,5. Las preformulaciones
fueron preparadas utilizando un dispersor Ultra Turrax marca IKA a 6000 rpm y se
mantuvieron durante 48 horas a temperatura ambiente. Tres muestras de 3 ml de
cada una de las preformulaciones recién preparadas y después de 48 horas de reposo
fueron tomadas para la determinacion del pH, la actividad de agua (A ) y la viabilidad
(UFC/mLl) siguiendo los procedimientos previamente establecidos en el Laboratorio
de Control Biologico.

Con los resultados obtenidos se elaboré una matriz de decision binaria que
incluyo las siguientes variables de respuesta: viabilidad (UFC/ml), actividad de agua
en el sistema, estabilidad de la actividad de agua con el tiempo, pH, costos de
produccion y concentracion final del prototipo. Por cada variable de respuesta por
tratamiento se asigné un valor de uno (1) para el comportamiento deseado y cero
(0) para el comportamiento no deseado. Una vez calificados todos los prototipos, se
realizod la sumatoria y se seleccionaron los que presentaron el mayor puntaje para
ser utilizados en el ensayo de estabilidad en almacenamiento.

Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de los prototipos
seleccionados

Se prepararon tres lotes de cada prototipo, cada uno a partir de 1 litro de caldo nu-
tritivo de 48 horas de incubacion a una temperatura de 28 °C y 150 rpm. Cada lote se
centrifugd a 5000 rpm por 25 minutos en una centrifuga Sorvall Biofuge®y la biomasa
obtenida se lavo tres veces con agua destilada estéril.

Se tomod una muestra de cada lote y se determiné la concentracion, la pureza,
el pH, la actividad de agua (Aw) y la viscosidad para los prototipos liquidos; y la
concentracion, la pureza, el pH, la fluidez, la voluminosidad, el tamafo de particula
y la humedad para el prototipo sélido.

Las pruebas fisicoquimicas que se presentan a continuacion se basan en las
pruebas reportadas por Remington (2000) y en los procedimientos operativos estandar
del Laboratorio de Control Bioldgico de Corpoica.

Concentracion: se tomaron las diluciones correspondientes a 1x108, 1x10°y 1x10°
y se sometieron a un choque térmico. Posteriormente, se tomo6 0,1 ml y se inocu-
laron por triplicado cajas de Petri con agar nutritivo (AN). Las cajas se dejaron en
incubacion a 28 °C + 2 °C por 48 horas, tiempo después del cual se realizo el conteo
de unidades formadoras de colonia y el resultado se expresé como UFC/g o UFC/ml.
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Pureza: se evaluo el contenido de levaduras y mohos filamentosos contaminantes.
Para esto, se inocularon 0,1 ml de las diluciones 1x10", 1x10-2y 1x10- en agar extrac-
to de malta y levadura (YM) para determinar levaduras contaminantes, estas cajas se
dejaron en incubacion por 48 horas a una temperatura de 2 °C; y en agar papa dex-
trosa (PDA) con triton X-100 al 1% para determinar hongos filamentosos, estas cajas
se dejaron en incubacion a una temperatura de 25 °C durante 7 dias. Posteriormente
en cada caso se realizo la lectura de unidades formadoras de colonia y el resultado
se expres6 como UFC/g o UFC/mlL.

Nivel de contaminacion (%) = a x 100/b

Donde a representa la concentracion de contaminantes (UFC/g) y b indica la concen-
tracion del ingrediente activo (UFC/g).

Determinacion del pH: para esto se utilizd un analizador electroquimico Consort
C931°®, previamente calibrado con soluciones tampén pH 4,0 y pH 7,0. El electrodo
se introdujo en el tubo con la muestra de 10 ml, se espero hasta estabilizacion de la
lectura y se registro el valor de pH.

Actividad de agua (Aw): la determinacion de este parametro se llevé a cabo me-
diante un termoconstanter Novasina® modelo mS1, en el cual la muestra se coloco
en el portamuestras a temperatura ambiente (aproximadamente 18 °C+2 °C) y se
espero que alcanzara el equilibrio para tomar la medida.

Viscosidad: corresponde a la capacidad que tiene un fluido de oponerse a su
desplazamiento cuando se le aplica una fuerza. Esta caracteristica se deter-
miné mediante un viscosimetro de disco Brookfield RV®. Los datos obtenidos
fueron procesados de acuerdo con el método Mitschka empleado por Briggs
y Steffe (1997), en donde se determiné la viscosidad aparente y se realizo el
reograma correspondiente, y siguiendo la ley de potencias se caracterizo la
suspension liquida mediante la determinacion de los coeficientes K (indice de
consistencia) y n (indice de comportamiento de flujo), empleados para fluidos
no Newtonianos.

Fluidez: esta caracteristica corresponde a la capacidad que tiene un material
para moverse a través de un sistema mecanico de alimentacion y depende de las
fuerzas de rozamiento entre las particulas. Permite inferir el comportamiento
que tendria el producto cuando es envasado. Se pes6 una cantidad conocida de
cada muestra y se coloc6 en un embudo con un orificio de salida de 2 cm de dia-
metro y a una altura de 10 cm de una superficie horizontal. Se destapo el orificio
de salida y se midié la altura y el diametro del cono formado por el material
sobre la superficie horizontal. Con estas medidas se calculé la fluidez utilizando
la siguiente formula:

Fluidez = Angulo de reposo (°) = Arcotangente (Altura / (Didmetro/2))

El valor obtenido se compar6 con los parametros de fluidez reportados en la
literatura para clasificar materiales. d
At
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Voluminosidad: se refiere al volumen ocupado por un material. Para su determina-
cion se pesd una cantidad conocida de producto y se dejo caer libremente en una
probeta de 100 ml. Posteriormente, se leyo el volumen ocupado por el material en
la probeta y se calculé la voluminosidad mediante la férmula siguiente:

Voluminosidad = Volumen/ Peso del material (g)

Tamafo de particula: esta prueba se llevé a cabo mediante la determinacién del
tamano de las particulas del polvo mojable por microscopia optica, ajustando al
objetivo de 40X un micrometro que permite cuantificar el tamano de cada particula.
Para esto se tomaron tres muestras por lote y se realizo el conteo de 100 particulas
por muestra.

Humedad: la humedad se determino por pérdida de peso mediante el empleo de
una balanza de humedad Ohaus®MB45, en la que la muestra se sometio a una tem-
peratura de 110 °C hasta que el peso fue constante y la humedad se expres6 como
el porcentaje correspondiente a la diferencia en pérdida de peso.

Estabilidad en almacenamiento de prototipos a base
de Bacillus sp. Bs006

Se pesaron 0,1 g del prototipo en polvo y se empacaron en bolsas metalizadas
que se sellaron al vacio, mediante una selladora Van Der Stahl V-300. Para los
prototipos liquidos se colocaron 5 ml de cada prototipo en un vial de vidrio
tapado con un tapon de caucho y agrafe. Las muestras se dejaron en almace-
namiento a una temperatura de 35 °C+2 °C. Se aplico un disefio experimental
completamente al azar y se tomaron tres muestras por tratamiento cada mes
durante tres meses.

A partir de cada muestra se realizaron diluciones seriadas, y las diluciones
correspondientes a 1x10%, 1x10°y 1x10° se sometieron a un choque térmico a una
temperatura de 80 °C por 15 minutos con el fin de dejar activas solo las esporas.
Posteriormente, se tomaron 0,1 ml y de cada una se inocularon por triplicado cajas
de Petri con agar nutritivo. Las cajas se dejaron en incubacién a 28 °C+2 °C por
48 horas, tiempo después del cual se realizé el conteo de unidades formadoras de
colonia y el resultado se expresé como UFC/g o UFC/mlL.

Estabilidad en almacenamiento de prototipos a base de Pseudomonas
sp. Pf014

Se prepararon 30 tubos Falcon con 15 ml de cada preformulacion, los cuales fueron
almacenados durante dos meses, 15 tubos a 18+2 °C y los restantes a 28+2 °C. An-
tes de iniciar el almacenamiento (tiempo cero) y cada 15 dias durante dos meses,
se tomaron tres tubos de cada temperatura y a cada uno se les evalué el pH, la
actividad del agua (A) y la viabilidad (UFC/ml) siguiendo las metodologias previa-
mente descritas. El diseno experimental fue completamente al azar con medidas
repetidas en el tiempo y arreglo factorial, con tres repeticiones para cada tiempo
y tratamiento.

=1l
@ Corpoi ey L4
poica



RESULTADOS

Obtencion y caracterizacion del ingrediente activo de
Bacillus sp. Bs006

Después de 48 horas de fermentacion se pudo observar la formacion de esporas en el
medio de cultivo mediante la tincion verde de malaquita rojo safranina, en la cual
los bacilos se tinen de color rojo y las esporas se tifen de color verde (Figura 26).
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Figura 26. Tincion verde de malaquita - rojo safranina del medio de cultivo de Bacillus sp. Bs06.
A) Lote 1. B) Lote 2. C) Lote 3

Prototipo solido (WP)

Para la caracterizacion del polvo mojable (PS01) se produjeron tres lotes, cada uno a
partir de 1 litro de fermentacion en caldo nutritivo. La biomasa hiUmeda obtenida a
partir del proceso de centrifugacion de cada lote fue de 10 g para el lote 1, de 7,3 g
para el lote 2 y finalmente de 11,5 g para el lote 3. Cada lote se formulé de acuerdo
con las indicaciones dadas anteriormente.

Apartir de la determinacion del tamafo de particula para cada lote de formulacion
se pudo observar que el mayor porcentaje de particulas del polvo mojable PSO1
se encuentran en un rango entre 2,6 a 5,0 um con valores entre 40% y 49% entre
lotes. Para particulas con tamano inferior o igual a 2,5 pm se obtuvieron valores
entre 39% y 45% entre lotes. Para los mayores tamanos de particula del producto se
encontraron porcentajes bajos (5% a 10% para 5,1 a 7,5 ym y 5% o menos para 7,6 a
10 pm). Estos resultados permiten deducir que al encontrarse el mayor porcentaje
de particulas con un tamano igual o inferior a 5 pm el area superficial del polvo
sera mayor y, por ende, al suspenderse en el agua la liberacion del activo sera mas
rapida y homogénea, y el cubrimiento de las semillas sera mas eficiente (Helman,
1982). Sin embargo, a pesar de estas ventajas el tamano de particula obtenido es
demasiado fino y puede afectar la salud, ya que tamanos entre 0,5 a 4 ym aseguran
una maxima penetracion bronco alveolar (Helman, 1982) que puede ser perjudicial
para quienes procesan y aplican este tipo de productos. Por esta razon, en el proceso
de elaboracion de este producto y en las recomendaciones de uso del mismo se debe
indicar el uso de los elementos de proteccion adecuados.
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En la Tabla 12 se presentan los resultados obtenidos en la evaluacion de otras
variables empleadas para la caracterizacion del polvo mojable.

Tabla 12. Caracterizacion del polvo mojable PSO1 a base de Bacillus sp. Bs06

Coeficiente de

Concentracion (UFC/qg) 2,48x10" 1,84x10" 1,01x10" 1,78x10% 1,62
pH 6,56 6,58 6,52 6,55 0,45
Humedad (%) 2,72 2,73 2,45 2,63 5,70
Fluidez (°) 19,79 20,46 20,76 20,33 2,41
Voluminosidad (ml/g) 2,05 2,12 2,05 2,07 1,93

La concentracion obtenida para el producto se encontré entre 1,01x10" y
2,48x10'? UFC/g, siendo superior a la concentracion que presentan la mayoria de
las formulaciones que se encuentran en el mercado, como Subtilex® que tiene una
concentracion de 5,50x10" esporas/g, Raphsody® que presenta una concentracion
de 1x10° esporas/g y FBZ24® que tiene una concentracion de 5x10'° UFC/g, lo que
indica que con el producto desarrollado se reduciria la dosis de aplicacion.

La humedad obtenida para los tres lotes fue inferior al 5%, lo que posiblemente
reduce la contaminacion y permite una mayor estabilidad en el almacenamiento del
activo. La fluidez fue menor a 25°, lo que indica que el polvo posee propiedades de
flujo libre y no presentaria inconvenientes en su envasado (Aulton, 2004).

Prototipo liquido (SC)

Se prepararon tres lotes de producto (los resultados obtenidos en la caracterizacion
se presentan en la Tabla 13). A partir de los mismos se pudo evidenciar que el pH
obtenido se encuentra en el rango adecuado para la bacteria (6,5 a 7,5), de acuerdo
con lo reportado por Junge y colaboradores (2000).

Tabla 13. Caracterizacion de la suspension acuosa PL3 a base de Bs06

. . Coeficiente de

Concentracion » » » »
(UFC/ml) 2,25x10 4,00x10 2,67x10 2,97x10 1,03
pH 6,89 6,89 6,97 6,91 0,43

Viscosidad aparente (Centipoises, Cp) sl U=l gy f kil

n = indice de flujo
o ; : 0,157 0,155 0,156 0,156 0,641
k= indice de consistencia 3.42 356 353 350 208

En cuanto a la viscosidad, todos los lotes presentaron un comportamiento similar
qgue permitio establecer que la suspension liquida a base de Bacillus sp. Bs06 se
comporta como un fluido no Newtoniano en el que la relacion entre el esfuerzo y
la velocidad de corte no son una constante, es decir, la viscosidad del fluido varia
cuando cambia la velocidad de corte. Teniendo esto en cuenta, se pudo observar que
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para la temperatura de trabajo (aproximadamente 20 °C) la viscosidad de los tres
lotes se encontro en un rango similar entre 380 y 770 cP (Tabla 13).

Se aplico el método de Mitschka (Briggs y Sttefe, 1997) para, mediante un
analisis de regresion lineal, previa transformacion logaritmica de los datos de
corte vs la velocidad de corte, determinar los indices de flujo n y de consistencia
K. El indice de flujo n en los tres lotes fue inferior a 1 (Tabla 13), lo que indica
que el fluido sigue un comportamiento pseudoplastico (Ibarrola, 2011) que se aleja
con respecto a un fluido de flujo Newtoniano cuyo valor para n es igual a 1. En
cuanto al indice de consistencia K, el promedio obtenido fue de 3,50, valor que se
encuentra por encima del valor del agua que es de 1 (Bandala-Rocha et al., 2005).
Estos coeficientes se convierten en parametros de calidad que permiten controlar
y garantizar que cada lote de produccion tendra las mismas caracteristicas de
flujo, lo que podria ser relacionado con la posterior adherencia del producto al ser
aplicado a las semillas.

Obtencion y caracterizacion del ingrediente activo de Pseudomonas
sp. Pf014

Para la produccion del principio activo se elaboraron dos lotes y se realizo su carac-
terizacion determinando los parametros de pH, peso seco (%) y concentracion (UFC/
ml). Los resultados promedio de cada caracteristica para cada lote de produccion se
presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. Caracterizacion fisicoquimica y
microbiologica de dos lotes de fermentacion de Pseudomonas sp. Pf14.

IS N N =

7,96 7,59 7,77 0,26
Peso seco (%) 1,24 1,52 1,38 0,19
Concentracion (UFC/mL) 6,73x109 8,03x109 7,38x109 9,19x108

El analisis de varianza no detectd diferencias significativas (p>0,05) entre los dos
lotes de produccion para las caracteristicas de pH, peso seco (%) y concentracion
(UFC/mLl), lo que sugiere que hay repetibilidad entre estos.

El valor de pH obtenido estuvo de acuerdo con lo reportado por Kamal y colabo-
radores (2008), quienes describieron un pH de 7,85 al final de la fermentacion de P
fluorescens generado por una acidificacion del medio de cultivo.

En lo que se refiere a la concentracion (en UFC/ml), cada lote presento valores
superiores a una concentracion de 1x10° UFC/ml, resultados similares a los obtenidos
cuando se cultivo otro aislamiento de Pseudomonas fluorescens en caldo King B a 28+2
°C durante 48 h a 150 rpm, con un resultado final de 1X10° UFC/ml (Agrios, 2005).

Seleccion de prototipos a base de Pseudomonas sp. Pf014

Cuando se utilizdé como principio activo la biomasa separada del caldo de fermenta-
cion, todas las preformulaciones presentaron concentraciones altas del orden de 10%
UFC/ml; mientras que cuando se uso el caldo de fermentacion, la concentracion fue
inferior a 10"°UFC/ml. Teniendo en cuenta que la dosis de aplicacion recomendada
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para esta bacteria es del orden de 10° UFC/ml, seria mas conveniente contar con un
producto concentrado que permita la manipulacion de voliumenes bajos.

Por el contrario, cuando se utilizdé como principio activo el caldo de fermenta-
cion, en el producto pueden quedar residuos de sales, fuentes de carbono y nitroge-
no que no fueron consumidas totalmente en el proceso de fermentacion. Durante el
almacenamiento, este tipo de sustancias podrian afectar la viabilidad de las células
y su actividad, ya que podrian precipitar causando inestabilidad quimica con los
excipientes adicionados a la formulacion y favorecer la acumulacion de productos
toxicos del metabolismo microbiano (Costa et al., 2002).

En lo relacionado con la actividad de agua (A ), para las preformulaciones a base
de biomasa separada del caldo de fermentacion se obtuvieron bajas actividades de
agua entre 0,907 y 0,938; mientras que el tratamiento control al cual no se le adi-
ciond ningln poliol presenté una A de 1,0. Estos resultados confirmaron el efecto del
poliol sobre el parametro evaluado. Los valores de A, obtenidos para todos los tra-
tamientos podrian favorecer que el microorganismo entre en una fase de latencia,
disminuyendo su actividad metabdlica y mejorando su estabilidad.

La actividad de agua de las preformulaciones a base del caldo de fermentacion
con el poliol 1 al 5% y al 10% oscilé entre 0,968 y 0,983, mientras que para los otros
cuatro tratamientos la actividad de agua fue menor (0,911 y 0,938). En cuanto al
tratamiento control, la actividad de agua fue de 0,957.

En general, para la mayoria de los tratamientos no se detect6 un cambio signifi-
cativo de la actividad de agua al tiempo cero y después de 48 horas de reposo, siendo
estos aptos para realizar el estudio de estabilidad, a excepcion de los tratamientos
correspondientes a la biomasa con el poliol 2 al 10% y el caldo de fermentacion con
el poliol 1 al 5%.

En cuanto al pH, se observo que todas las preformulaciones a base de biomasa
separada del caldo de fermentacion presentaron valores entre 7,32 y 7,44.

El pH de las preformulaciones a base del caldo de fermentacion oscilé entre
7,53y 7,89, valores superiores a los obtenidos en las preformulaciones a base de la
biomasa separada del caldo de fermentacion, los cuales estuvieron muy cercanos a
la neutralidad, siendo adecuados para asegurar la estabilidad de la bacteria, ya que
Pseudomonas sp. tiene un mejor crecimiento a pH neutro (Gould y Measures, 1997).

Teniendo en cuenta los resultados mencionados anteriormente, y ademas los
costos de produccion y la concentracion final del producto, se elaboré la matriz de
decision binaria y una vez calificados todos los prototipos con todas las variables se
realizo la sumatoria. Los preformulados a base de la biomasa separada del caldo de
fermentacion al 5% fueron los que presentaron el mayor puntaje (Tablas 15y 16), por
lo que se seleccionaron para el estudio de estabilidad en almacenamiento.

Los resultados de la estabilidad en almacenamiento para el prototipo sélido se pre-
sentan en la Tabla 17. Se observo que después de dos meses de almacenamiento la
viabilidad no se redujo significativamente (Tukey, a=0,95), y al tercer mes la reduc-
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Tabla 15. Matriz binaria de calificacion de preformulados a base de la biomasa de Pseudomonas sp. Pf14.

Variable Comportamiento

T Biomasa separada del caldo de fermentacion
Viabilidad (UFC/ml)  Estable 1
Aw <094 1 1 1 1 0 1
Estabilidad Aw Estable 1 1 1 1 0 1
pH Cercano a la neutralidad 1 1 1 1 1 1
Costos < costos 1 1 1 0 0 0
%r’r':fuelgg%cn"’” Geld concentracion 1 1 1 1 1 1
Total 6 6 6 5 3 5

Tabla 16. Matriz binaria de calificacion de preformulados a base del caldo
de fermentacion de Pseudomonas sp. Pf14.

Variable Com(?:sr;z;r:i\(i)ento Caldo de fermentacion
P1(5%) P2(5% P3(5% P1(10% P2(10% P3(10%

Viabilidad (UFC/ml)  Estable 0

Aw en el sistema < 0,94 0 1 1 0 1 1

Estabilidad Aw Estable 0 1 1 0 1 1

pH en el sistema Cercano a la neutralidad 0 0 0 0 0 0

Costos - < costos 1 1 1 0 0 0

fo‘;r':fjgg%cr:"” deld  concentracion 0 0 0 0 0 0
Total 1 5 5 2 3 4

Tabla 17. Estabilidad en almacenamiento del polvo mojable
a base de Bacillus sp.Bs06 a una temperatura de 35 °C durante tres meses.

Tiempo Concentracion “ Coeficiente de
almacenamiento (UFC/g) _““ variacion (%)

Ingrediente activo 2,48x10™ (a 1,84x10"(a 1,01x10% (a 1,62
0 Mohos <100 <100 <100

Levaduras <100 <100 <100

Ingrediente activo 2.24x10™2 (@)  1,15x10™ (ab) ~ 1,20x10'2 (a) 1,35
1 mes Mohos <100 <100 <100

Levaduras <100 <100 <100

Ingrediente activo 1,23x10"2(ab)  1,10x10"(ab) ~ 1,60x10™ (a) 0,69
2 Meses Mohos <100 <100 <100

Levaduras <100 <100 <100

Ingrediente activo 5,60x10™ (b)  7,14x10"(b)  1,76x10" (b) 2,82
3 meses Mohos 2666 1666 2666

Levaduras <100 <100 <100

Pureza: Mohos u hongos filamentosos y levaduras
* Las columnas con la misma letra no presentaron diferencias significativas seglin Tukey (a = 0,05)
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cion alcanzoé una magnitud de solo 5% en promedio. Adicionalmente, es importante
recordar que el producto estara expuesto a temperaturas inferiores a la evaluada,
ya que la uchuva se cultiva en zonas de clima frio moderado (Censo Hortofruticola,
2004), lo que indicaria que posiblemente el polvo mojable desarrollado puede man-
tener su viabilidad a temperatura ambiente 0 a 4 °C durante un tiempo de almace-
namiento mayor a tres meses.

Con respecto a la pureza del producto, se puede observar que después de tres
meses de almacenamiento el contenido de levaduras es igual al presentado en el
producto fresco (<100 UFC/g) y el contenido de mohos se incremento en un promedio
de 2332 UFC/g, lo que indica que el nivel de contaminacion fue inferior a 0,0001%.

En la actualidad no existe una reglamentacion que defina los limites de acep-
tacion de contaminantes. Generalmente, los niveles de contaminacion aceptables
para un producto determinado deben ser establecidos por el productor a partir del
historial de los resultados obtenidos para cada lote, ya que dependen del proceso de
produccion y del tipo agente que es empleado como ingrediente activo (Jenkins 'y Gr-
zywacs, 2000). Sin embargo, es claro que un menor nivel de contaminaciéon permite
obtener un producto que mantiene durante su almacenamiento sus caracteristicas
microbiologicas y bioldgicas, ademas de evitar la dilucion del ingrediente activo.

Prototipo liquido (SC)

Los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de la estabilidad en almacena-
miento se presentan en la Tabla 18. Se observo que después de tres meses de alma-
cenamiento a una temperatura de 35 °C no hay reduccion significativa en la viabi-
lidad (Tukey, a=0,05%), lo que indica que posiblemente la suspension acuosa a una
temperatura de almacenamiento de 4 °C o a temperatura ambiente se mantendra
estable por un tiempo superior a tres meses. Por otra parte, en el tiempo cero no se
evidencié contaminacion por mohos o levaduras, y después de tres meses de alma-
cenamiento el crecimiento de levaduras y de mohos es inferior a 300 UFC/ml, valor
que es adecuado para este tipo de bioproductos.

Tabla 18. Estabilidad en almacenamiento de la suspension
acuosa a base de Bacillus sp.Bs06 por tres meses a una temperatura de 35 °C.

Tiempo Concentracion (UFC/ | Lote [ Coeficiente de
almacenamiento

ml) 1 | 2 | 3 | variacién (%)

Ingrediente activo 2,25x10"2 4,00x101 2,67x10"2 1,02
0 Mohos <10 <10 <10

Levaduras <10 <10 <10

Ingrediente activo 2,40x101 4,20x10% 1,79x10"? 1,50
1 mes Mohos <10 <10 <10

Levaduras <10 <10 <10

Ingrediente activo 2,40x10'2 4,70x10"2 2,30x102 1,36
2 Meses Mohos <10 <10 <10

Levaduras <10 <10 <10

Ingrediente activo 2,60x10" 4,80x10" 3,26x10™ 1,08
3 meses Mohos 266 67 166

Levaduras <10 <10 <10

M: Mohos u hongos filamentosos, L: Levaduras
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Estabilidad en almacenamiento de los prototipos seleccionados de
Pseudomonas sp. Pf014

Los valores de pH iniciales y finales de los preformulados a base de los polioles 2 y
3 no fueron significativamente diferentes entre si (p>0,05) tanto a 28x+2 °C como
a 18+2 °C, mientras que para el preformulado a base del poliol 1 se detectaron
diferencias significativas a las dos temperaturas entre los valores obtenidos antes y
después de los dos meses de almacenamiento (Figura 27).

a) 28°C b) -
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Figura 27. pH de las preformulaciones a base de la biomasa de Pseudomonas sp. Pf14 separada del
medio de fermentacion con polioles al 5% y almacenadas durante dos meses a a) 28+2 °C. b) 18+2 °C.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas seglin prueba de Tukey (95%).

El pH es un parametro de vital importancia, debido a que los cambios fuertes
pueden afectar la estabilidad del principio activo y modificar sus propiedades (Ertola
etal.,2011). En el presente trabajo se presentaron valores cercanos a la neutralidad,
que aseguran la estabilidad de la bacteria durante el almacenamiento, ya que la
literatura reporta que el género Pseudomonas sp. presenta una mejor estabilidad a
pH neutro (Padan et al., 2005). Ademas, es necesario tener en cuenta que valores
de pH extremos afectan la membrana de las bacterias, el transporte de solutos y
ocasionan cambios en el metabolismo, limitando su desarrollo e incluso generando
su inhibicion, debido a que influye sobre la expresion de genes y la degradacion de
aminoacidos (Scragg, 1996).

En lo relacionado con la actividad de agua, el analisis de varianza no detecto
diferencias significativas (p>0,05) en el A  de las preformulaciones cuando fueron al-
macenadas dos meses a 28+2 °Cy a 18+2 °C (Figura 28). Sin embargo, en las prefor-
mulaciones a base de los polioles 1y 3 se evidenciaron valores mas bajos de A, (0,902
y 0,908), mientras que en las preformulaciones a base del poliol 2 se encontraron
valores superiores (0,922 y 0,926) tanto a 28+2 “C como a 18+2 °C. El menor A de
las preformulaciones a base de los polioles 1y 3 posiblemente podria estabilizar mas
eficientemente al microorganismo con respecto al prototipo con el poliol 2, ya que el
A, es un factor que influye en el crecimiento y la viabilidad de los microorganismos. A
valores de A, bajos, los microorganismos entran en una fase de latencia disminuyen-
do la velocidad de crecimiento y extendiendo su tiempo de supervivencia (Galvan y
Beneyto, 2009), lo cual esta relacionado con el efecto de los polioles al acumularse
intracelularmente. Por ejemplo, Abadias y colaboradores (2001) disefiaron una for-
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Figura 28. Actividad de agua de las preformulaciones a base de la biomasa de Pseudomonas sp. Pf14
separada del medio de fermentacion, con polioles al 5% y almacenadas durante dos meses a: a) 28+2
°C. b) 18+2 °C. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segiin prueba
de Tukey (95%).

mulacion liquida a base de Candida sake y demostraron que al cultivar las células
utilizando diferentes polioles, se evidencia una reduccion de la actividad de agua de
0,996 hasta 0,960, la cual favorecio el mantenimiento de la viabilidad y la actividad
bioldgica, teniendo mayor resistencia al estrés hidrico. Ademas, en otros estudios en
los cuales se utilizaron polioles en una formulacion liquida a base de Pseudomonas
fluorescens Pf1, se demostré que el glicerol protegio a las células de los efectos de
desecacion, producidos al disminuir el A y permitio mantener la viabilidad durante
seis meses (Manikandan et al., 2010).

En cuanto al contenido de contaminantes en las preformulaciones, se observo
que a 28+2 °Cy a 18+2 °C las bacterias contaminantes fueron inferiores a 10 UFC/
ml, mientras que para levaduras se evidencié una disminucion durante el almace-
namiento hasta alcanzar concentraciones de 10° UFC/ml. Todos estos valores estan
dentro de los limites de aceptacion establecidos.

En cuanto al contenido inicial de mohos para los preformulados a base del poliol
1y 2, este fue de 102UFC/ml y después de dos meses se evidencié un aumento signi-
ficativo hasta 10* UFC/ml, mientras que para el preformulado a base del poliol 3 la
concentracion de mohos se mantuvo en el mismo exponente (102 UFC/ml) a 28+2 °C
y a 18+2 °Cy se observo un leve aumento durante los dos meses de almacenamiento.
El contenido de contaminantes de las tres preformulaciones no se redujo significa-
tivamente (p>0,05) durante los dos meses para los preformulados a base del poliol
2 tanto a 28+2 °C como a 18+2 °C (Figura 29). La prueba de comparacion de medias
de Tukey detectd diferencias significativas (p<0,05) entre los valores obtenidos antes
y después de los dos meses de almacenamiento para los preformulados a base del
poliol 1y 3 a las dos temperaturas evaluadas.

En cuanto a la viabilidad se observaron pérdidas tanto a los 18+2 °C como a
los 28+2 °C después de 60 dias de almacenamiento. A 18+2 °C, la pérdida para los
preformulados a base del poliol 1, 2 y 3 fue de 9,84%, 9,26%, 9,49% respectivamente,
y no se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05) entre los tres tratamientos
(Figura 30). Por otra parte, los preformulados almacenados a 28+2 °C presentaron
pérdidas del 3,59%, 9,47%, y del 3,98%, en las cuales los prototipos a base del poliol
2 presentaron pérdidas significativamente mayores que los demas, lo cual podria
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Figura 29. Contenido de mohos (Log UFC/ml) en las preformulaciones a base de la biomasa de
Pseudomonas sp. Pf14 con polioles al 5% almacenadas durante dos meses a: a) 28+2 °C b) 18+2 °C.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segiin prueba de Tukey (95%).
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Figura 30. Pérdida de viabilidad de Pseudomonas sp. Pf14 en formulaciones liquidas con polioles al
5% durante dos meses de almacenamiento. a) 28+2 °C b) 18+2 °C. Tratamientos con la misma letra no
presentan diferencias significativas segtn prueba de Tukey (95%).

estar relacionado con su mayor A, que posiblemente permitié que el metabolismo
siguiera activo, repercutiendo negativamente en la viabilidad a través del tiempo,
mientras que para los otros dos sistemas el bajo A, posiblemente favorecio que el
microorganismo entrara en un estado de latencia.

En términos generales, la A, el pH y el contenido de contaminantes de todos
los sistemas se encontraron dentro de los rangos aceptables para este tipo de
formulacion, razon por la cual la seleccion se realizé con base en la pérdida de
viabilidad. A partir de los resultados obtenidos el Unico sistema inestable fue el
poliol 2, por esta razon se seleccionaron las preformulaciones a base del poliol 1y 3
para continuar con la fase de formulacion.

CONCLUSIONES

Se seleccionaron dos prototipos de formulacion a base de Bacillus sp. Bs06, uno liqui-
do y uno solido, y dos prototipos de formulacion liquida a base de Pseudomonas sp.
Pf014, los cuales fueron caracterizados microbiologica y fisicoquimicamente. Todos
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los prototipos liquidos mantuvieron su viabilidad después de tres meses de almace-
namiento, en tanto que el prototipo solido presento una reduccion de solo 5%.

Se selecciono la biomasa separada del caldo de fermentacion como el principio
activo mas adecuado para el desarrollo de las preformulaciones de Pseudomonas ap.
Pf014 por permitir la obtencion de productos mas concentrados y mas estables.

A partir de los resultados de estabilidad obtenidos se pudo evidenciar que los
prototipos PSO1 y PL3 a base de Bacillus sp. Bs006 pueden tener potencial para
continuar con su desarrollo, pero es necesario tener en cuenta en estudios posteriores
la evaluacion de la actividad biologica.

Se seleccionaron las preformulaciones consistentes en biomasa separada del
caldo de fermentacion con adicion de los polioles 1y 3 al 5% para iniciar la fase de
optimizacion con Pseudomonas sp. Pf014, por presentar caracteristicas adecuadas y
ser las mas estables durante dos meses de almacenamiento.
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RESUMEN

En este caso se evaluo el efecto de promocion de crecimiento y de control bioldgico
de F. oxysporum de tres prototipos de formulacion a base de dos rizobacterias (Ba-
cillus sp. y Pseudomonas sp.) que demostraron ser promisorias para la promocion de
crecimiento y control de F. oxysporum en uchuva. Adicionalmente, estos prototipos
se evaluaron frente a un producto bioldgico comercial existente, denominado Rhap-
sody® a base de Bacillus subtilis, que ha sido recomendado para el control biolégico
de diversos hongos patdgenos.

INTRODUCCION

Es bien sabido que Bacillus spp. y Pseudomonas sp. son los géneros de bacterias
mas abundantes en la rizosfera y que presentan actividad de promocion del cre-
cimiento vegetal, ya que pueden proporcionar a la planta formas solubles de fos-
foro y hierro y estimular el crecimiento mediante la produccion de fitohormonas
como las auxinas, las giberelinas y citoquininas, que estimulan la germinacion
de las semillas, la proliferacion del sistema radical y el crecimiento de la parte
aérea de la planta (Lugtenberg y Kamilova, 2009; Saharan y Nehra, 2011). Te-
niendo esto en cuenta y aunque para las rizobacterias evaluadas en este proyecto
no se ha demostrado la produccion de fitohormonas, se evalud el efecto de los
prototipos a base de dichas rizobacterias sobre la emergencia de plantulas, el
crecimiento del sistema radical y de la parte aérea de plantulas, y la eficiencia
en el control de F. oxysporum.

Sin embargo, antes de llevar un prototipo de bioplaguicida a campo se requiere
demostrar en condiciones semi-controladas la eficacia del mismo. Para esto es
necesario desarrollar y estandarizar técnicas o bioensayos que permitan, en un

Q @_Corpo_im ? o ’5



periodo de tiempo relativamente corto, observar los sintomas y signos que causa un
hongo patdgeno bajo condiciones semi-controladas, generalmente en invernadero.
Este tipo de metodologias permiten de esta manera tener un criterio biologico
y agrondémico solido para seleccionar potenciales prototipos de formulacion
que no afecten la actividad de promocion de crecimiento o biocontroladora del
microorganismo de interés.

MATERIALES Y METODOS

Efecto de los prototipos de formulacién a base de rizobacterias sobre el
crecimiento de plantulas de uchuva en invernadero

Esta prueba se desarrollo en semilleros con sustrato constituido por suelo agricola
y cascarilla de arroz en proporcion 2:1 (v/v). Las semillas de uchuva fueron su-
mergidas durante 10 minutos en suspensiones ajustadas a 1x10° células/ml de los
prototipos de formulacion seleccionados, es decir, el prototipo en polvo a base de
Bacillus sp. Bs006 (codigo P1) que se recodific6 como PWPBs006, el prototipo liqui-
do concentrado a base de Bacillus sp. Bs006 (codigo P2A) que se recodifico como
PCABs006 y el prototipo liquido a base de Pseudomonas sp. Pf14 (codigo P2) que se
recodifico como PIPf014.

Adicionalmente, se incluyeron en el ensayo los tratamientos con las dos ri-
zobacterias individuales sin formular a una concentracion de 1x10° células/ml,
un testigo bioplaguicida comercial a base de Bacillus subtilis (Rhapsody®) que
fue utilizado en la misma concentracion que los prototipos de formulacion y un
testigo absoluto en el que no se realizé ninguna aplicacion. ELl bioensayo se es-
tablecio bajo un diseio de bloques completos al azar en bandejas de siembra de
50 alvéolos donde la unidad experimental consté de una planta; el montaje se
realizé por triplicado.

El riego a los semilleros se realizo diariamente y cada 15 dias se aplico al sustrato
un refuerzo de cada uno de los prototipos, rizobacterias y el bioplaguicida comercial
a una concentracion de 1x10° células/ml.

Las variables evaluadas fueron la emergencia de las plantulas, el peso fresco y
seco de la raiz y de la parte foliar de las plantas y el area foliar de las mismas. Los
resultados obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza y comparacion
de medias usando el test Tukey con a=0,95.

Efecto de los prototipos de formulacién a base de rizobacterias sobre la
proteccidn de pléntulas de uchuva contra . oxysporum

La produccion del inoculo de F. oxysporum se realizo en erlenmeyers de 250 ml con
100 ml de caldo caseina hidrolizada que se inocularon con cuadros de 1 cm? del hon-
go crecido en agar PDA durante 15 dias. Los erlenmeyers se incubaron a 25 °Cy 120
rpm durante 6 dias; pasado este tiempo el medio se centrifugoé a 5000 rpm durante
20 minutos. Posteriormente se descarto el sobrenadante, mientras que la biomasa se
lavo v filtré con velo suizo para obtener asi las microconidias purificadas.
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Una vez se contdé con plantulas de un tamano entre 5 cm y 10 cm para cada
tratamiento se realizé el trasplante a vasos plasticos de 6 onzas con el sustrato
de siembra (mezcla de suelo, turba y cascarilla en proporcion 2:1:1) inoculado
mediante aspersion con una suspension de microconidios de F. oxysporum, hasta
alcanzar una concentracion final tedrica del sustrato de 1x10* microconidios/g. Se
contd con un testigo absoluto y un testigo patogeno en el que no se aplicé ningln
agente biocontrolador. El bioensayo se realizo bajo un disefio de bloques completos
al azar donde la unidad experimental consté de 15 plantas con tres repeticiones.

El riego a los semilleros se realiz6 diariamente y cada 15 dias se aplico al sustrato
un refuerzo de cada uno de los prototipos, rizobacterias y el bioplaguicida a una
concentracion de 1x10° células/ml.

La variable de respuesta evaluada fue la incidencia de la enfermedad, expresada
como el nimero de individuos afectados por F. oxysporum por tratamiento sobre el
numero total de individuos por tratamiento. Los resultados obtenidos se analizaron
mediante un analisis de varianza y comparacion de medias usando la prueba de
Tukey con a=0,95.

RESULTADOS

A diferencia del testigo absoluto, todos los tratamientos presentaron una emergen-
cia de plantulas superior al 90%, siendo los tratamientos correspondientes a la rizo-
bacteria Bs006 sin formular y el bioplaguicida Rhapsody® los que mayor porcentaje
de emergencia presentaron con un 94%, en tanto que los demas tratamientos presen-
taron un 92% después de 22 dias de la siembra (Figura 31).

Con respecto a la velocidad de emergencia, se encontr6 que las semillas
germinaron entre los dias 12 y 22 después de la siembra, siendo los dias 15, 16 y 17
en los que se observé el mayor nimero de semillas germinadas.
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Figura 31. Emergencia de plantulas de uchuva después de 22 dias de la siembra de las semillas.
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Con respecto al crecimiento de las plantas, particularmente el efecto sobre el
sistema radical, las plantas correspondientes al semillero tratado con la rizobacteria
Bs006 sin formular presentaron el mayor crecimiento radical, ya que al realizar las
mediciones y el analisis de la variable peso fresco y seco de la raiz, estas presentaron
en promedio un peso fresco de 0,38 g y un peso seco de 0,07 g presentando
diferencias significativas con respecto a los prototipos de formulacion (Figura 32).
A este tratamiento le siguid el semillero tratado con el bioplaguicida comercial y
la rizobacteria Pf014, cuyas plantas presentaron en promedio un peso fresco del
sistema radical entre 0,25 gy 0,30 g y un peso seco entre 0,05 gy 0,06 g (Figura 32).

De otra parte, entre los tres prototipos de formulacion no se encontraron diferencias
significativas pero si diferencias numéricas, al igual que con el testigo absoluto cuyo
peso promedio del sistema radical fue mayor con respecto a estos (Figuras 32 y 33).

En la Figura 33 se observan las diferencias cualitativas visuales existentes en el
sistema radical entre los tratamientos con rizobacterias sin formular y formuladas
como prototipos de bioplaguicida.
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Figura 32. Peso fresco y peso seco para el sistema radical de las plantulas de
uchuva tratadas con las rizobacterias Bacillus sp. Bs006, Pseudomonas sp. Pf014
y sus prototipos de formulacion. Tratamientos con la misma letra no presentan
diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (a=0,95%).
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Figura 33. Sistema radical de las plantulas de uchuva tratadas con las rizobacterias Bacillus sp.
Bs006, Pseudomonas sp. Pf014 y sus prototipos de formulacion después de 30 dias de la siembra.
PCABs006 es el prototipo de formulacion de Bacillus sp. Bs006, P1Pf014 es el prototipo de formulacion
de Pseudomonas sp. Pf014, Bs006 es la rizobacteria Bacillus sp. Bs006 sin formular, Pf014 es la
rizobacteria Pseudomonas sp. Pf014 sin formular.
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En cuanto al efecto sobre el crecimiento foliar, nuevamente el tratamiento
correspondiente a la rizobacteria Bs006 sin formular presento las plantas con el mayor
crecimiento, con un peso fresco promedio de 1,07 g y un peso seco de 0,17 g, presentando
diferencias significativas para el peso fresco con respecto a los prototipos de formulacion a
base de esta bacteria (Figura 34). Al igual que para el sistema radical, el semillero tratado
con el bioplaguicida comercial presento las plantas con el segundo mejor crecimiento con
un peso fresco promedio de 0,85 g y un peso seco de 0,17 g (Figura 37).

De otra parte, el prototipo de formulacion a base de la bacteria Pf014 y esta
bacteria aplicada sin formular mostraron el mismo comportamiento, encontrando
diferencias numéricas con los prototipos de formulacion a base de Bacillus sp. Bs006;
sin embargo, las plantas del testigo absoluto presentaron un crecimiento mayor al
obtenido en los semilleros tratados con los prototipos (Figuras 34 y 35).
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Figura 34. Peso fresco y peso seco foliar de las plantulas de uchuva tratadas
con las rizobacterias Bacillus sp. Bs006, Pseudomonas sp. Pf014 y sus prototipos
de formulacion. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias
significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (a=0,95%).

Figura 35. Plantulas de uchuva tratadas con las rizobacterias Bacillus sp., Bs006, Pseudomonas
sp., Pf014 y sus prototipos de formulacion después de 45 dias de la siembra. PCABs006 es el
prototipo de formulacion de Bacillus sp. Bs006, P1Pf014 es el prototipo de formulacion de
Pseudomonas sp. Pf014, Bs006 es la rizobacteria Bacillus sp. Bs006 sin formular, Pf014 es la
rizobacteria Pseudomonas sp. Pf014 sin formular, BsO06PW: prototipo solido de Bacillus sp.,
Rhapsody®: bioproducto comercial.
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En la Figura 35 se evidencia la promocion cualitativa del crecimiento medida
como area foliar en plantulas de uchuva debida a la aplicacion de las rizobacterias sin
formular y la aplicacion del bioplaguicida comercial. En contraste, los tratamientos
con los prototipos de formulacion y el testigo presentan menor altura y densidad de
area de las hojas.

Al realizar el analisis del area foliar de las plantulas antes del trasplante se
observo que los tratamientos con las rizobacterias sin formular y el bioplaguicida
comercial, presentaron mejor comportamiento que el testigo absoluto (Figura 36).
Para el caso de Bacillus sp. Bs006, el area foliar fue un 55% superior al testigo
absoluto, con Rhapsody® este valor fue de 38% y con la rizobacteria Pseudomonas
sp. Pf14 fue de 10%. En contraste, los prototipos de formulacion de Bacillus sp.
presentaron un efecto negativo con respecto al testigo entre el 11% y 16%, mientras
que el prototipo a base de Pseudomonas sp. no mostré ningun efecto. Cuando se
llevo a cabo un analisis estadistico de comparacion de medias aplicando la técnica
de Tukey (0=0,95), se determind que el tratamiento con Bacillus sp. sin formular fue
significativamente diferente al testigo absoluto y a los prototipos de formulacion de
la rizobacteria en mencion. De otro lado, todos los tratamientos que involucraban
la bacteria Pseudomonas sp. no presentaron diferencias significativas con el testigo
absoluto o con el producto Rhapsody®. Como era de esperarse, estos resultados
fueron directamente proporcionales a los obtenidos en las evaluaciones de peso
seco y fresco del sistema aéreo.

A la luz de estos resultados se recomendaria el uso de las rizobacterias sin
formular; sin embargo, esta opcidon es tecnologicamente poco viable, ya que
implicaria tener siempre un stock fresco de la rizobacteria que no presentaria
buena capacidad de supervivencia en almacenamiento. Ademas, en ausencia de un
sistema de formulacion la biomasa bacteriana estaria sometida a muchos factores
de inestabilidad fisicoquimicos y ambientales, que disminuirian su eficacia en
condiciones de campo.

Los sintomas de marchitamiento vascular (aclaramiento de las nervaduras de los
foliolos, epinastia y marchitamiento de las hojas inferiores y un ligero color pardo a
lo largo del tallo) se presentaron una semana después del trasplante. Después de 20
dias de evaluacion, el testigo patogeno present6 una la incidencia del marchitamiento
vascular del 100% (Figura 37).

Las plantas correspondientes a los tratamientos con las bacterias sin formular
presentaron la menor incidencia del marchitamiento vascular, Bacillus sp. Bs006 con
46% y Pseudomonas sp. Pf014 con 53%. De otra parte, con el bioplaguicida comercial
la enfermedad presento una incidencia de 60%, presentando diferencias numéricas
con respecto a las bacterias sin formular (Figura 38).

Con respecto a los prototipos de formulacion, estos presentaron una incidencia
entre 80% y 93%, siendo la menor para el prototipo PWPBs006. Estos tratamientos
presentaron el menor control del patégeno y se encontraron diferencias significativas
con las bacterias sin formular (Figura 38).

Al igual que con la actividad sobre el crecimiento vegetal, nuevamente las
bacterias sin formular presentaron el mejor comportamiento. En estudios realizados
por Caviedes (2010) se observo que estas bacterias inhibieron el crecimiento in vitro
de F. oxysporum en un 63%, observando rompimiento y vacuolizacion del micelio, asi
como reduccion en la produccion de macro y microconidias.

A,
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Figura 36. Area foliar de plantulas de uchuva evaluadas en invernadero
usando prototipos de formulacion de rizobacterias. Bs006PW: prototipo
solido de Bacillus sp., Bs006SC prototipo liquido de Bacillus sp., Rhapsody®:
bioproducto comercial, Pf014SC: prototipo liquido de Pseudomonas sp. Las
barras representan la desviacion estandar por tratamiento. Tratamientos con
la misma letra no presentan diferencias significativas de acuerdo con la prueba
de Tukey (a=0,95%).

Figura 37. Desarrollo de la enfermedad de marchitamiento vascular en
plantas de uchuva en invernadero. A. Plantas del testigo patégeno. B. Plantas
correspondientes al prototipo P1Pf014 15 dias después del trasplante. C.
Plantas muertas después de 20 dias para el tratamiento P1Pf014. D. Plantas
del testigo absoluto. E. Plantas del tratamiento Bs006 20 dias después del
trasplante.
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Figura 38. Incidencia del marchitamiento vascular en plantas de uchuva 30
dias después del trasplante en invernadero. Tratamientos con la misma letra
no presentan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey
(a=0,95%).

La inhibiciéon de F. oxysporum por estas rizobacterias podria relacionarse con
la produccion de metabolitos secundarios, ya que durante el desarrollo de estos
bioensayos tanto el hongo como las bacterias nunca estuvieron en contacto. Estos
metabolitos pueden estar asociados a la produccidon de enzimas liticas como la
B-1,3-glucanasa o antibidticos con actividad antifingica como la cianida de
hidrogeno, oomycina, fenazina, pirrolnitrina, pioluteorina, tensin, tropolona,
iturin A, surfactin y 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), o por la produccion de
enzimas liticas como la B-1,3-glucanasa, que destruye la pared celular de hongos
como Rhizoctonia solani, Sclerotim rolfsii y Pythium ultimum (Fridlender et al.,
1993; Compant et al., 2005).

CONCLUSIONES

Desde el punto de vista de promocion de crecimiento, sin duda las rizobacterias
presentaron un efecto positivo que fue afectado significativamente por la adicion de
los excipientes de formulacion. Independientemente del resultado obtenido en esta
evaluacion, se requiere de experimentacion posterior para alcanzar un prototipo de
formulacion optimo que sea inerte y no afecte las caracteristicas de promocion de
crecimiento de las rizobacterias.

En condiciones de invernadero los prototipos de rizobacterias presentaron
caracteristicas promisorias, ya que aumentaron la germinacion de semillas de uchuva
hasta alcanzar porcentajes superiores al 90% en 5 dias menos que el tratamiento
convencional, promovieron el crecimiento vegetal aumentando en 50% el peso seco
de la raiz de las plantulas y en 100% el peso seco foliar con respecto al control, lo
cual contribuyo a obtener plantulas con mas vigor para ser trasplantadas a campo.

Con respecto a su actividad biocontroladora, los prototipos redujeron la
incidencia de la enfermedad causada por F. oxysporum, aunque la magnitud
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de la reduccion no super6 el 25%. Estos resultados son interesantes, ya que las
condiciones del bioensayo fueron extremas y se debe tener en cuenta la magnitud
del problema que representa el patégeno evaluado; por esta razon los resultados
fueron validados en campo.
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RESUMEN

A partir de los trabajos desarrollados en el marco de este proyecto, que incluye-
ron dos trabajos de pregrado (Caviedes, 2010; Guacaneme, 2010), se seleccionaron
aislamientos de rizobacterias con efectos positivos tanto sobre la promocion del
crecimiento vegetal como para el control del marchitamiento vascular en uchuva
en laboratorio e invernadero. Estas fueron aplicadas posteriormente en campo y se
demostré que aumentaron la productividad del cultivo.

INTRODUCCION

Como un primer avance hacia el control biologico de F. oxysporum se evaluaron en
condiciones de campo los prototipos de formulacion a base de rizobacterias que
demostraron, a través de todos los bioensayos in vitro y en invernadero, un efecto
significativo sobre parametros de crecimiento vegetal y capacidad biocontroladora
de F. oxysporum en uchuva. Adicionalmente, otro criterio de seleccion aplicado fue
el potencial tecnologico de cada uno de los prototipos, expresado como la viabilidad
técnica y econdmica para llevar a cabo los procesos de produccion por fermentacion
y formulacion; este criterio fue evaluado por expertos en cada tema especifico. Una
vez analizados todos estos aspectos, se evaluaron en campo un prototipo liquido para
Pseudomonas sp. Pf14 y un prototipo liquido concentrado para Bacillus sp. Bs006 de
forma individual, en conjunto con dos testigos bioldgicos (Tricotec® y Rhapsody®), un
testigo agricultor con el manejo convencional y un testigo absoluto en el que no se
aplicd ningln producto especifico para el control de F. oxysporum.

Dado que no se contaba con informacion previa acerca de las condiciones de ma-
nejo agronomico, formas y frecuencias de aplicacion de bioproductos en uchuva, fue
necesario tomar como linea base la informacion provista por el agricultor y aquella
generada previamente en otro modelo como tomate.
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MATERIALES Y METODOS
Produccion de plantulas para siembra en campo

Con el fin de contar con plantulas con caracteristicas adecuadas para la siembra en
el municipio de Granada, Cundinamarca, se llevo a cabo el montaje en invernadero
de seis tratamientos que consistieron en: prototipo liquido de rizobacteria Pseudo-
monas sp. Pf14 codificado como PIPf14, prototipo liquido concentrado de rizobac-
teria Bacillus sp. Bs006 codificado como PCABs006, producto biologico Tricotec® a
base de Trichoderma koningiopsis, producto biolégico Rhapsody® a base de Bacillus
subtilis, tratamiento quimico aplicando productos convencionales usados por plan-
tuladores de uchuva y un tratamiento control absoluto.

Las plantulas se ubicaron en un invernadero previamente adecuado que
se encuentra anexo al Laboratorio de Control Biologico de Corpoica, CBB, y
fueron trasplantadas a bolsas plasticas de 700 gramos para, un mes después,
transportarlas al sitios de siembra.

Eficacia biocontroladora de los prototipos basados en las rizobacterias
seleccionadas y de Trichoderma koningiopsis ThOO3 contra el marchitamiento
vascular, causado por F. oxysporum en condiciones comerciales de cultivo

Se escogi6 una finca de produccion comercial en el municipio de Granada, Cundina-
marca, con antecedentes de presencia de marchitamiento vascular. El area experi-
mental fue de 900 m? y la produccion de plantulas se hizo en semilleros siguiendo los
procedimientos mencionados anteriormente y utilizando los prototipos de producto
seleccionados en etapas previas.

En la Tabla 19 se describen los tratamientos evaluados. La frecuencia de
aplicacion de los productos a base de las cepas Bacillus sp. Bs006, Pseudomonas spp.
Pf014 y Trichoderma koningiopsis Th003 consistio en aplicaciones desde semillero
al momento de la siembra, y posteriormente cada 15 dias hasta los 45 dias después
de la siembra. En campo las aplicaciones de las cepas en mencion fueron realizadas
en drench: al trasplante, cada 15 dias después del trasplante (ddt) hasta los 60 ddt;
posteriormente se hicieron seis aplicaciones mensuales (Tabla 20).

Tabla 19. Descripcion de tratamientos evaluados en campo para el control de F. oxysporum.

S R

1 Bacillus sp. Bs006 (PCABs006) 1x10° células/ml

2 Pseudomonas sp. Pf014 (PIPf14) 1x10° células/ml

3 Trichoderma koningiopsis Th003 WP 1x108 conidios/ml

4 Testigo comercial biolégico: Rhapsody® 1,34 SC (B. subtillis) 1x10° células/ml

5 Testigo agricultor: Productos aplicados por el agricultor”. 2,5 cm¥/L

6 Testigo absoluto No se aplica producto

Los productos aplicados fueron: i.a. Polietoxi etanol aplicado inmediatamente después del trasplante,
posteriormente se aplico el i.a. Folpet (2,5 g.1"") cada 20 dias y después de seis meses (iniciada la cosecha)
aplicacion en drench del i.a. Carbendazim + Carboxim-Thiram desde el inicio de cosecha en frecuencias
quincenales.
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Las aplicaciones del tratamiento testigo comercial bioldégico Rhapsody® se
hicieron en frecuencias de aplicacion similares a lo descrito. Las aplicaciones del
testigo agricultor se realizaron segln criterio del productor. En el testigo absoluto no
se aplicé ningun producto para el control del marchitamiento vascular de la uchuva.

Tabla 20. Cronograma de aplicaciones de
bioproductos en semillero y campo para el control de F. oxysporum.

o o e

1 Siembra de semillero y aplicacion 1 Semillero

2 Aplicacion 2 Semillero 15
3 Aplicacion 3 Semillero 30
4 Aplicacion 4 Semillero 45
5 Trasplante y aplicacion 5 Campo 75
6 Aplicacion 6 Campo 89
7 Aplicacion 7 Campo 103
8 Aplicacion 8 Campo 117
9 Aplicacion 9 Campo 131
10 Aplicacién 10 Campo 159
11 Aplicacion 11 Campo 194
12 Aplicacion 12 Campo 222
13 Aplicacion 13 Campo 250
14 Aplicacion 14 Campo 285

'Dias después de la siembra en semillero y dias después del trasplante en campo.

Manejo agronémico del cultivo

Antes del establecimiento del cultivo y después del arado de rastrillo con tractor se
tomaron muestras de suelo para analisis fisico-quimico de macro y microelementos.
Para el control de plagas se aplicaron insecticidas principalmente para el control
de Epitrix sp. o pulguilla.
El riego se instald por aspersion durante los periodos calidos y el control de
arvenses se efectué manualmente.

Diseno experimental

El experimento se establecié6 en un area de 900 m?, en la cual se evaluaron los
tratamientos presentados en la Tabla 34. El disefo experimental correspondié a un
diseno de bloques completamente aleatorizados, con cuatro repeticiones. La unidad
experimental fueron dos surcos compuestos de cinco plantas cada uno.

Promocion del crecimiento vegetal

Cada 15 dias se evaluaron las siguientes variables fisiologicas de las plantas: altura, grosor
del tallo, nimero de ramas y nimero de botones florales cerrados en una rama marcada.

a
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Control del marchitamiento vascular

A partir de la aparicion de los sintomas caracteristicos del marchitamiento vascular
en plantas de uchuva, se registré quincenalmente la incidencia de la enfermedad,
la cual se midi6 como el nimero de plantas con la sintomatologia de la enfermedad
por tratamiento sobre el total de plantas por tratamiento y se expresé como porcen-
taje. La severidad se evalud seglin la escala de severidad (Figura 42) desarrollada
por Sanchez & Forero (2009) y se registro para todas las plantas por tratamiento. Al
final se expreso como:

Severidad (%) = 100 x [ (On, + 1n, + 2n, + 3n, + 4n, + 5n,)/5N ]

Donde: n, representa el nimero de plantas enfermas por nivel de severidad y N el
numero total de plantas (Zhang et al., 1996).

Rendimiento del cultivo

En cada unidad experimental se cosecharon los frutos optimos, contabilizando el
numero de frutos producidos en cada planta y registrando el peso de los mismos.

Analisis estadistico

Con los valores promedio de incidencia, severidad y rendimiento del cultivo se hizo
un analisis de varianza y comparacion de medias LSD (a=0,95). Todos los analisis se
realizaron usando el programa estadistico SAS version 9.0.

RESULTADOS

Produccion de plantulas para siembra en campo

Como se observa en la Figura 39, desde etapas tempranas de siembra en semilleros
tipo alvéolo se presentaron diferencias en caracteristicas fenotipicas de las plantu-
las de uchuva. Con los tratamientos usando rizobacterias se observé un incremento
en altura, area foliar y niUmero de hojas en comparacion con el testigo, tal como
se habia demostrado en evaluaciones anteriores. Adicionalmente, la velocidad de
emergencia fue mayor y el tiempo de emergencia fue menor en los tratamientos con
rizobacterias.

En las plantulas trasplantadas a bolsas de 700 gramos con suelo con el fin de
permitir una mejor expansion y crecimiento del sistema radical de las plantas,
también se observo el fenomeno descrito anteriormente reflejado en plantulas de
mayor tamano, area foliar y nimero de hojas en los tratamientos con rizobacterias
en comparacion con los tratamientos con Trichoderma koningiopsis y el testigo
después de 9 semanas de la siembra (Figura 40).

Al final las plantulas se trasladaron a la finca del agricultor con una semana
de antelaciéon para dar inicio a un periodo de adaptacion bajo las condiciones
medioambientales del sitio antes de ser sembradas.
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Figura 39. Vista general de los tratamientos a evaluar en campo en fase de semillero tipo alvéolo.
Tiempo desde la siembra: 5 semanas.

Tratamiento Pseudomonas sp. Pf014 Tratamiento Bacillus sp. Bs006

Tratamiento Trichoderma koningiopsis Th 003 Tratamiento testigo

Figura 40. Vista general de los tratamientos a evaluar en campo en fase de semillero en bolsa plastica.
Tiempo desde la siembra: 9 semanas.
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Efecto promotor de crecimiento vegetal en plantas
de uchuva

Con la aplicacion de las rizobacterias la altura de las plantas fue mayor frente a
los restantes tratamientos, presentando diferencias estadisticamente significativas
en el transcurso del ensayo (Figura 41). Lo anterior sugiere que probablemente se
alcanzo un establecimiento de la poblacion de rizobacterias en la rizosfera por las
aplicaciones realizadas en el tiempo.
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Figura 41. Altura de plantas de uchuva durante el experimento en campo de evaluacion de
prototipos de rizobacterias para el control de la enfermedad causada por F. oxysporum. Medias
con la misma letra no son significativamente diferentes. Las barras verticales indican desviacion
estandar.

De otro lado, se aprecio que el testigo bioldgico Rhapsody® y Th003 no tuvieron
un efecto promotor de crecimiento en las plantas de uchuva, encontrandose plantas
con mayor altura en el testigo absoluto. En cuanto al testigo agricultor, se encuentra
como el tercer mejor tratamiento, lo que indic6 un buen plan de fertilizacion quimica
por parte del agricultor, mas no necesariamente un mejor efecto en comparacion
con las rizobacterias.

Rendimiento del cultivo

La aplicacion del prototipo de Bacillus sp. Bs006 incrementd significativamente el
rendimiento y el nimero de frutos de uchuva frente a los restantes tratamientos. No
obstante, la aplicacion del prototipo de Pseudomonas sp. Pf014 y los productos aplica-
dos en el testigo agricultor presentaron valores de produccion muy superiores frente a
los tratamientos Rhapsody®, Tricotec® y absoluto, sin alcanzar diferencias estadisticas
significativas (Figuras 42 y 43). De otro lado, se observo que la mayoria de los frutos
presentaron una alta calidad sanitaria (datos no mostrados), con presencia de man-
chas superficiales en la cascara o capuchon menores al 5% del area, lo que los clasifica
en la categoria extra, que es factible de exportacion (Icontec, 1999).
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Figura 42. Rendimiento de una cosecha del cultivo de uchuva en el experimento en campo
de evaluacion de prototipos de rizobacterias para el control de la enfermedad causada por F.
oxysporum. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. Las barras verticales
indican desviacion estandar.
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Figura 43. Numero de frutos por planta de uchuva en el experimento en campo de evaluacion de
prototipos de rizobacterias para el control de la enfermedad causada por F. oxysporum. Medias
con la misma letra no son significativamente diferentes. Las barras verticales indican desviacion
estandar.

Es reconocido en muchas publicaciones (Adesemoye & Kloepper, 2009 y Adesemoye
et al., 2009) la ventaja de las rizobacterias en el incremento de la productividad de
las plantas, al estar intimamente relacionadas con las raices de las plantas.

El mayor rendimiento entre tratamientos fue de 0,489 t/ha (obtenido con
la aplicacion del prototipo de Bacillus sp. Bs006), el cual es equivalente a
aproximadamente 25,43 t/ha.ano, valor superior al rendimiento promedio reportado
en Cundinamarca (19 t/ha.ano) y a nivel nacional (20 t/ha.ano) (CCI, 2000). No
obstante, se debe tener en cuenta que los rendimientos obtenidos corresponden a
una sola cosecha del cultivo, el cual se cosecha semanalmente y en el que existen
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variaciones (picos de produccion) en el tiempo. Por lo tanto, se continuara con
evaluaciones posteriores para obtener datos mas confiables.

Control del marchitamiento vascular de la uchuva

Los sintomas del marchitamiento vascular se presentaron a partir de 112 dias des-
pués del trasplante. A partir de plantas de uchuva enfermas se tomaron muestras de
tallo, con sintomas de marchitamiento ascendente en el sistema vascular, y de estas
muestras se aislo un hongo con crecimiento micelial con caracteristicas de Fusarium
(Barnett & Hunter, 1972 y Nelson et al., 1983) (Figura 44).

Figura 44. Sintomas de marchitamiento vascular en plantas de uchuva y aislamiento de
Fusarium. A, B, C y D: Marchitamiento de plantas de uchuva; E y F: Necrosis en sistema
vascular de plantas de uchuva; G: Colonia de Fusarium spp. aislada a partir de tejido vegetal
enfermo de uchuva.

Se presentaron diferencias estadisticas significativas entre los productos aplica-
dos para el control del marchitamiento vascular de la uchuva a los 193 dias después
del trasplante. Los menores valores de incidencia y severidad se registraron con la
aplicacion del bioplaguicida Tricotec® a base de T. koningiopsis Th003 con valores de
5% y 2% respectivamente. Entre tanto, los tratamientos a base de los prototipos de
las rizobacterias Bacillus sp. Bs006 y Pseudomonas sp. Pf014 registraron los mayores
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Figura 45. Curvas de progreso del marchitamiento vascular de la uchuva durante el experimento
en campo de evaluacion de prototipos de rizobacterias para el control de F. oxysporum.
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Figura 46. Severidad del marchitamiento vascular de la uchuva durante el experimento en campo
de evaluacion de prototipos de rizobacterias para el control de F. oxysporum.

valores de incidencia de la enfermedad con 30% y 23%, respectivamente (Figuras 45
y 46). Es decir, aunque las rizobacterias promovieron el crecimiento vegetal de las
plantas de uchuva, presentaron baja actividad biocontroladora frente a Fusarium
spp. en condiciones de campo.

Sin embargo, es necesario aclarar que estos resultados son preliminares, ya que
corresponden a la evaluacion de la incidencia de la enfermedad al inicio del ciclo
del cultivo (6-7 meses).

Ademas, se debe tener en cuenta que el mecanismo de accion de las rizobacte-
rias no esta del todo dilucidado, por lo cual los métodos de evaluacion in vitro son
insuficientes para determinar el potencial de las rizobacterias (Smyth et al., 2011).
Otro punto a considerar es la accion biotica y abidtica sobre los microorganismos
aplicados en el patosistema. En este sentido, las preformulaciones desarrolladas
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para las rizobacterias Bacillus sp. Bs006 y Pseudomonas sp. Pf014 permiten la pro-
teccion de la célula frente a factores adversos del medio.

Sumado a esto, aunque no se evalud la capacidad de colonizacion de las rizo-
bacterias en el microambiente, su capacidad pudo haber sido baja. En este senti-
do, Landa y colaboradores (2001) senalan que la capacidad de control de cepas de
Pseudomonas sp. y Bacillus sp. sobre F. oxysporum f. sp ciceris es dependiente de
la temperatura e inoculo inicial del fitopatdgeno en el suelo, encontrandose que a
concentraciones altas del fitopatogeno, el efecto antagénico de las rizobacterias
disminuye significativamente. Por lo tanto, en estudios posteriores con las cepas se
debe determinar la dinamica poblacional en suelos.

Puesto que en este estudio se ha visto la accion promotora de crecimiento
vegetal de las rizobacterias en plantas de uchuva y la accion antagonica de T.
koningiopsis Th003 contra Fusarium sp., en posteriores trabajos se evaluara el
uso combinado de los microorganismos con el fin de permitir mayores ventajas
hacia la estructuracion de un esquema de control del marchitamiento vascular
de la uchuva.

Se demostro que las rizobacterias seleccionadas, aplicadas desde la etapa de semi-
llero y a través de toda la etapa de plantulaje en invernadero, permitieron la obten-
cion de plantulas de uchuva con mejores caracteristicas agrondomicas de peso, altura
y area foliar en comparacion con el manejo convencional, lo que puede favorecer el
establecimiento rapido del cultivo y, de esta manera, generar mejores respuestas de
las plantas a la enfermedad causada por F. oxysporum.

Los dos prototipos a base de rizobacterias evaluados en campo demostraron un
efecto positivo sobre el rendimiento del cultivo de uchuva, ya que se obtuvieron
entre 2 kg/ha y 6 kg/ha mas con relacion al testigo del agricultor, con una reduc-
cion importante en la aplicacion de fertilizantes, especialmente en semillero e
invernadero.

El bioproducto Tricotec® demostré tener actividad biocontroladora contra F
oxysporum en comparacion con los otros cinco tratamientos, indicando su potencial
uso para el control de este patogeno, reemplazando asi el uso de fungicidas en el
cultivo de uchuva y reduciendo los niveles de quimicos residuales en los frutos que
son requeridos para su exportacion.
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A la luz de los resultados obtenidos es indispensable consolidar una plataforma
robusta para dar soporte al uso de bioproductos dentro de un marco de manejo
integrado del cultivo de uchuva; esta debe involucrar los componentes de pro-
mocion de crecimiento y control biologico del marchitamiento vascular causado
por F. oxysporum, teniendo como linea base todos los resultados presentados en
este boletin técnico.

En concordancia con lo mencionado, es necesario llevar a cabo evaluaciones de
formas y frecuencias de aplicacion de los prototipos de los bioproductos desarrollados
para determinar el nimero de aplicaciones optimas y evaluar la integracion de
estos con otras soluciones tecnologicas que desarrolla actualmente el Centro de
Biotecnologia y Bioindustria, tales como el uso del bioplaguicida Tricotec® a base de
Trichoderma koningiopsis y la micropropagacion de variedades de uchuva resistentes
a . oxysporum.

La implementacion futura de estas herramientas de manejo del cultivo permitira
mejorar la competitividad del sector, aumentar los ingresos de los pequenos y
medianos agricultores y hacer ambientalmente mas sostenible la produccion fruticola
en las regiones productoras de uchuva de Cundinamarca y Boyaca.
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