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Resumen

Para evaluar la eficacia en el control de Botrytis cinerea en cultivos de
mora de dos prototipos de formulaciéon a base de Rhodotorula glutinis
cepa LvCo7 y de un bioplaguicida a base de Trichoderma koningiopsis
cepa Th003, se establecieron dos parcelas experimentales en el municipio
de Silvania (Cundinamarca) sembrando plantas del ecotipo Monterrico,
obtenidas a partir de vitroplantas. Después de 77 dias de evaluacion,
los prototipos de formulacién a base de la levadura y el bioplaguicida
a base del moho mostraron una mayor eficacia para el control de B.
cinerea, presentando una reduccién de la incidencia entre el 69% y el 55%,
comparado con los fungicidas Plocloraz, Difenoconazol y Carbendazim,
con los cuales se observ6 una reduccion de la incidencia del 58%, 46% y
27%, respectivamente.

Introduccion
Debido al peligro que representan los residuos de agroquimicos para
la salud humana, los consumidores en el mundo estan exigiendo que

el uso de productos quimicos en la produccién agricola sea reducido
significativamente.
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En este contexto, la produccién de mora bajo los esquemas tradicionales
afrontaria el serio riesgo de rezagarse y perder terreno frente a la posibilidad
de la apertura de nuevos mercados nacionales e internacionales.

Al ser la mora un cultivo de fructificacién continua, las aplicaciones de
plaguicidas se realizan sin restricciones de uso y sin contar con periodos de
carencia, lo que con seguridad implica la presencia de residuos de plaguicidas
en la fruta que se comercializa en los diferentes esquemas de mercado.

De acuerdo con esto, se hace necesario el desarrollo de alternativas para
el manejo integrado del moho gris, la enfermedad mas limitante del cultivo,
integrando a los esquemas de control tradicionales el control bioldgico de B.
cinerea, permitiendo una produccién més limpia y acorde con la tendencia
actual del mercado, con un enfoque hacia una agricultura menos agresiva
con el medio ambiente e inocua para el consumidor y para el agricultor.

De acuerdo con lo anterior, Corpoica cuenta con dos prototipos
de bioplaguicidas a base de la levadura R. glutinis cepa LvCo7 y de T.
koningiopsis cepa Th003, que bajo condiciones controladas presentaron un
control del moho gris superior al 70%; sin embargo, ain no se ha evaluado
su eficacia bajo condiciones de campo en el cultivo de la mora, siendo
ésta una condicion primordial y necesaria para poder suministrar a los
agricultores un producto con 6ptimas condiciones de calidad tecnoldgica
y biolégica. Por lo tanto, es necesario realizar bioensayos en campo que
permitan desarrollar una estrategia de manejo integrado del moho gris y
de esta forma generar las recomendaciones para su futura aplicacion en
condiciones de produccién comercial.

Establecimiento de parcelas experimentales

Para evaluar la eficacia de los prototipos de bioplaguicidas a base de R.
glutinis y de T. koningiopsis en el control de B. cinerea en condiciones reales,
se establecieron dos cultivos de mora a modo de parcelas experimentales
en las veredas Agua Bonita y Monterrico del municipio de Silvania
(Cundinamarca).

En cada parcela se sembraron 300 plantas de mora obtenidas a partir
de vitroplantas ecotipo Monterrico, previamente evaluadas en la zona y
seleccionadas por los productores por presentar altos rendimientos, asi
como por sus propiedades nutracéuticas (Espinosa et al., 2009). Este material
fue proporcionado por el Laboratorio de Micropropagacién Vegetal del
Centro de Biotecnologia y Bioindustria (CBB) de Corpoica.
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El endurecimiento de las vitroplantas se realiz6 en bolsas plasticas de 1
kg con sustrato suelo y cascarilla en proporcién 3:1, el cual previamente fue
inoculado con el bioplaguicida a base del hongo, mediante la aspersion de
una suspension de 1x10° conidios.mL? (Beltran y Cotes, 2009). Cada quince
dias y durante tres meses se realizaron refuerzos del bioplaguicida a una
concentraciéon de 1x10° conidios.mL"y aplicaciones de un fertilizante foliar
Tottal® (solucién de microelementos). Una vez las plantas presentaron un
tamafio de entre 15 cm y 25 ¢cm, aproximadamente, tres meses después
de la siembra fueron trasladadas a las parcelas experimentales para ser
trasplantadas (Figura 30).

Figura 30. Endurecimiento en invernadero de vitroplantas de mora ecotipo Monterrico,
utilizadas en el establecimiento de las parcelas experimentales en el municipio de Silvania
(Cundinamarca).

Para el establecimiento de las parcelas se seleccion6 un lote de
propiedad del productor Enrique Rodriguez, en la vereda Monterrico, y
un lote propiedad del productor Juan Carlos Aguirre, en la vereda Agua
Bonita (Figura 31).

Figura 31. Ay B. Lote del productor Juan Carlos Aguirre, en el que se cultivd mora cinco afios
antes del montaje del ensayo y se encontraba sin uso. El terreno es pendiente y apropiado
para el cultivo de mora, con un suelo franco limoso y franco arcilloso. Cy D. Lote del productor
Enrique Rodriguez, en el que nunca se habia cultivado mora y se utilizaba para el pastoreo de
ganado. El terreno es pendiente y apropiado para el cultivo de mora; sin embargo, tiene un
suelo arcilloso por lo cual fue necesaria la incorporacion de materia organica.

El acondicionamiento del suelo antes de la siembra consisti6 en el plateo,
la remocion de malezas, el hoyado en el sitios de siembra con distancias de
siembra de 2,5 m entre plantas y de 3 m entre surcos, y el encalado quince
dias antes de la siembra.

Las plantas fueron llevadas a campo una semana antes del trasplante,
con el fin de aclimatarlas. Al momento de la siembra se realizé una mezcla
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de fertilizantes orgénicos (gallinaza compostada y lombricompost), la
cual se distribuy6 en cada uno de los hoyos de siembra. Posteriormente se
sembraron las plantas y se aplic el bioplaguicida a base del T. koningiopsis
en drench, tanto a la planta como al suelo, a una concentracién de 1x107
conidios.mL™. Dos dias después de la siembra se aplicé al suelo circundante
de cada planta una solucién del fertilizante 15-15-15 (N-P-K).

Después del seguimiento delas parcelas durante dos meses, no murieron
las plantas, sino que se adaptaron a las condiciones y desarrollaron rebrotes
(Figura 32).

Figura 32. Plantas de mora después de un mes de su siembra en las parcelas
experimentales A. Agua Bonita. B. Monterrico.

El esquema de fertilizacion se estableci6 de acuerdo con las
recomendaciones generadas a partir del andlisis quimico del suelo de cada
parcela y consistio en una fertilizacién posterior al plateo, agregando 150
g de cal dolomita; 20 dias después se aplicé alrededor de cada planta una
mezcla de los siguientes fertilizantes: urea, 30 g; KCl, 40 g, y Agrimins®, 30
g. La fertilizacion foliar consisti6 en la aplicacion del fertilizante Tottal®.
Este esquema se repiti6 cada tres meses.

Figura 33. Seguimiento a la parcela experimental en la vereda Agua Bonita.
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Una vez las plantas entraron en periodo de fructificacion (entre 10 a 12
meses) se estableci6 su tutorado, el cual consisti6 en un sistema de doble
poste a cada lado del surco de siembra, a una distancia de 75 cm de la base
de la planta, repitiéndose cada cuatro m y cada poste con una longitud de
1,60 m desde la base del suelo. Para colgar las plantas se extendié desde los
primeros postes, de uno de los extremos del surco al otro extremo, una gua-
ya de acero a la cual se le colgaron con cuerda las plantas; antes de colgarlas
se les realiz6 una poda, dejando de 6 a 8 ramas desde la corona radical,
quitdndoles, ademads, las hojas bajeras. Este sistema permite abrir la planta,
facilitando las labores de poda sanitaria y de formacion, asi como la reco-
leccion de frutos y la reduccion de la humedad en la fil6sfera (Figura 34).

Figura 34. Tutorado de la parcela experimental de la vereda Agua Bonita, del
municipio de Silvania (Cundinamarca).

A. EFICACIA DE DOS PROTOTIPOS DE BIOPLAGUICIDAS A BASE
DE R. glutinis Y DE T. koningiopsis EN EL CONTROL DE
B. cinerea EN CULTIVOS DE MORA

Metodologia

En las parcelas experimentales se evalu6 la eficacia en el control de B. cinerea
en cultivos de mora de dos prototipos de bioplaguicida a base de R. glutinis.
Un prototipo contenia un abrillantador como protector UV, en tanto que
el otro no; igualmente se evalu6 el bioplaguicida a base de T. koningiopsis,
planteando los siguientes tratamientos:

* Prototipo F.

* Prototipo FA.

* Bioplaguicida a base de T. koningiopsis cepa Th003.
= Quimico.
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* Productor (Carbendazim, en la parcela Monterrico).
= Testigo absoluto.

Los prototipos de bioplaguicida asi como el bioplaguicida a base
del hongo se aplicaron a una concentracién de 1x10” conidios/células.
mL"; en la parcela Agua Bonita se aplicé el fungicida Procloraz como
testigo quimico, en tanto que en la parcela Monterrico se aplic6 el
fungicida Difenoconazol, a las dosis recomendadas. La aplicaciéon tanto
de los bioplaguicidas como de los fungicidas se realizé cada quince dias
utilizando fumigadoras de espalda.

El bioensayo se establecié bajo un disefio de bloques completos al azar,
con tres repeticiones; la unidad experimental (UE) consistié en dos surcos
con cinco plantas cada uno, para un total de 10 plantas por UE, con tres
repeticiones, para un total de 30 plantas por tratamiento (Figura 35).

Figura 35. Parcela Agua Bonita. Para facilitar las aplicaciones de los
antagonistas, cada tratamiento se marcd con una bandera de color.

La variable evaluada fue la incidencia del moho gris por tratamien-
to, seleccionando de cada una de las UE tres plantas a las cuales se
les contaron los frutos sanos cosechables y los frutos que presentaron
signos de moho gris, comprobando que la infecciéon inicial fuese pro-
vocada por B. cinerea (Figura 36). El registro de los datos se realizo
semanalmente. Para cada tratamiento se totalizaron los frutos sanos
y enfermos, y se determiné el porcentaje de incidencia utilizando la
siguiente formula.
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Frutos con moho gris

Incidencia = x 100
Frutos totales

Los resultados obtenidos se estudiaron mediante un analisis de varianza
y comparacion de medias, usando el test Tukey con a: 0,05.

Figura 36. Caracteristica de los frutos cuantificados para determinar la incidencia de moho gris.

En la parcela Agua Bonita se cuantificé la producciéon de fruta por
tratamiento, dos veces por semana (dos cosechas por semana) y durante
cuatro meses, con el fin de determinar la diferencia de la fruta cosechada por
tratamiento. Los resultados obtenidos se estudiaron mediante un anélisis
de varianza y comparaciéon de medias, usando el test Tukey con a: 0,05.

Resultados

La incidencia del moho gris en los testigos absolutos fue en promedio de
8,7% y 15% para las parcelas Agua Bonita y Monterrico, respectivamente;
estos valores pueden considerarse bajos, sin embargo, esto repercuti6 en la
cantidad de fruta cosechada, comparada con la cantidad cosechada en los
otros tratamientos.

Las aplicaciones de los prototipos de bioplaguicida a base de R. glutinis y
del bioplaguicida a base de T. koningiopsis fueron mas eficientes en el control
del moho gris, con respecto a los fungicidas utilizados en los tratamientos
quimicos y productor (Monterrico).

En la parcela Agua Bonita, con las aplicaciones de los prototipos de
bioplaguicida se obtuvo unareduccién de laincidencia de la enfermedad del
69% con el prototipo Fy del 68% con el FA, en tanto que con el bioplaguicida
a base del hongo la reduccion fue del 65% (Figura 37).

Por otra parte, con las aplicaciones de Procloraz la reduccion de la
incidencia fue del 58%, y aunque este tratamiento no present6 diferencias

Desarrollo de prototipos de bioplaguicida a base de Rhodotorula glutinis LvCo7 para el control

de Botrytis cinerea en cultivos de mora




22,5 —e—Absoluto
—@—Productor
20 —#—Procloraz
—=F

=#=FA
—e—Th003

[uy
v

(%) INCIDENCIA
=
i)
wv

[
o

7,5

7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77
DIAS DE EVALUACION

Figura 37. Incidencia de moho gris en cada tratamiento para la parcela
Agua Bonita, después de 77 dias de evaluacion. Las barras representan la
desviacion estandar. F y FA: prototipos de bioplaguicida a base de R. glutinis;
Th0O03: bioplaguicida a base de T koningiopsis. Las barras representan la
desviacion estandar.

estadisticamente significativas con respecto a los tratamientos bioldgicos,
las diferencias numéricas fueron del orden del 10%.

En cuanto al tratamiento productor, en esta parcela no se aplicaron
fungicidas para el control del moho gris; sin embargo, el productor realizé
aplicaciones del fungicida Aliette® (Fosetyl Aluminio) con una frecuencia
de 30 dias para el control de mildeo velloso, obteniendo una reduccion del
moho gris del 30%.

Respecto a la parcela Monterrico se observé nuevamente que la mayor
reduccién en la incidencia del moho gris se logré con las aplicaciones
de los microorganismos biocontroladores, siendo el prototipo F el que
presenté mayor control con una reduccién de la enfermedad del 65%,
seguido del bioplaguicida a base de T. koningiopsis con 60% y el prototipo
FA con 55% de reduccién del moho gris (Figura 38).

En tanto que con el fungicida Difenoconazol (tratamiento quimico) se
redujo la incidencia en 46% y con Carbendazim (tratamiento productor),
en un 27%. Teniendo en cuenta este resultado, es necesario anotar que
Carbendazim es uno de los fungicidas utilizados con mayor frecuencia por
los productores de la zona y no inhibi6 el desarrollo del patégeno en las
pruebas in vitro e in planta.
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Figura 38. Incidencia de moho gris en cada tratamiento para la parcela
Monterrico, después de 77 dias de evaluacion. F y FA: prototipos de
bioplaguicida a base de R. glutinis; Th003: bioplaguicida a base de T.
koningiopsis. Las barras representan la desviacion estandar.

Al analizar los datos promedio obtenidos, en la parcela Agua Bonita se
presentaron diferencias significativas entre el tratamiento productor y los
tratamientos quimicos, prototipos de bioplaguicida y bioplaguicida, en tanto
que en la parcela Monterrico estas diferencias fueron numéricas (Tabla 13).

Tabla 13. Incidencia promedio de moho gris en las
parcelas experimentales. Tratamientos con la misma
letra no presentan diferencias significativas de acuerdo
con la prueba de Tukey (o: 0,05%)

% Incidencia promedio

Tratamiento

Agua Bonita Monterrico
Absoluto 8,69a 15a
Productor 6,150 11ab
Quimico 3,73 ¢ 82D
Prototipo F 2,69 ¢ 52D
Prototipo FA 2,83¢ 6,7b
Bioplaguicida 3,08¢ 6b

Son pocos los estudios que se han desarrollado para el control de B. cine-
rea en cultivos bajo condiciones comerciales a campo abierto, mediante el uso
de microorganismos; sin embargo, resultados similares a los obtenidos en este
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trabajo han sido reportados por Cafiamas y colaboradores (2011), que al eva-
luar entre 2005 y 2006 las aplicaciones de la levadura Candida sake CPA-1 sin
formular y formulada en una solucién isoténica para el control del moho gris
en vid, redujeron la incidencia de la enfermedad entre 36% y 40%, sin encon-
trar diferencias significativas entre C. sake y los fungicidas convencionalmente
utilizados en vid (Mepanipyrim, Vinclozolin, Procimidone y Carbendazim).

Por otro lado, respecto a la produccién de fruta en la parcela Agua
Bonita, la mayor cantidad de fruta cosechada por semana correspondié al
tratamiento en el que se aplicé el bioplaguicida a base de T. koningiopsis, con
un promedio de 5.652 g, presentando diferencias significativas con respecto
a los tratamientos productor y absoluto; en tanto que con las aplicaciones
de los prototipos de bioplaguicida a base de la levadura la cantidad de fruta
cosechada fue de 4.000 g con el prototipo F y 4.341 g para el FA, y con las
aplicaciones de Procloraz fue de 4.447 g (Tabla 14).

Aunque entre los tratamientos biol6gicos y el fungicida no se presentaron
diferencias significativas, hay diferencias numéricas principalmente entre el
bioplaguicida con los prototipos de bioplaguicida y el fungicida. Es impor-
tante resaltar que la produccién fue relativamente mayor con el fungicida
a base del hongo que con los prototipos a base de la levadura, lo cual pude
estar relacionado con la alta incidencia de mildeo velloso que se presenté en
esta parcela, particularmente en las plantas donde estos fueron aplicados y
al control que eventualmente Procloraz pudo tener sobre esta enfermedad.

El uso de los antagonistas y los fungicidas redujo la incidencia del moho
gris; en la parcela Agua Bonita se observé una mayor produccién de fruta
en estos tratamientos; sin embargo, es necesario desarrollar un esquema

Figura 39. Cosecha de fruta.
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Tabla 14. Promedio de fruta por cosecha en cada uno de
los tratamientos evaluados. Tratamientos con la misma
letra no presentan diferencias significativas de acuerdo con

la prueba de Tukey (a: 0,05%)

Produccion kg promedio

Tratamiento por cosecha
Agua Bonita
Absoluto 34p
Productor 360
Plocloraz 4.4ab
Prototipo F 4.0ab
Prototipo FA 4.3ab
Bioplaguicida 573

de aplicacién y rotacion de acuerdo con las condiciones climéticas (alta
humedad, lluvia y temperatura) e incidencia del patégeno, estableciendo
un umbral de dafio siguiendo las premisas planteadas en el sistema Botman

(Shtienberg y Elad, 1997).

Conclusiones

Los prototipos de bioplaguicidas a base de R. glutinis LvCo7 y de T.
koningiopsis Th003 fueron mas eficientes en el control de B. cinerea que los
fungicidas quimicos utilizados tanto en el tratamiento testigo como en las

parcelas manejadas por los productores.
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