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INTRODUCCION

AlpA hamis Congsy

Liss perdidas de frutas v hartalizas después de la cosecha purden alcanzar
valores muy alles, dependiendo de las especies, métodos de cosecha, tiempo de
almacenamicnio, condiciones de comerdializacion, ete. En paises en desarrolle, las
pérdidas provocadas por microorganismos fitopatdgenos pueden alcanzar un 50%
iWilsom y Wisniewskd, 19849),

Tradicionalmente, el uso de fungicidas sintéticos es la primera medida para el
control de enfermedades en la postcosecha, Sin embargo, esta medida actualmen-
le estd siende revaluada debido a ks problemas de toxicidad provocadus en los
prochictos alimenticios (Wilson y Wisniewski, 1980, Segin la LLS. National Acade-
v of Sciences, 1987, citado Wilson v Wisniewski, 1994; un 60% de los fungicidas
usados habitualmente presentan riesgos ancogénicos hacia los consumidores, ge-
nerados a partic de residuos de fungicidas en los alimentos, Ls asique estas razenes
motivan la reduccion del uso de estos productos particularmente despuds de la
cosecha (Ippalito v Nigro, 20001

Por lo mencionado anteriormente, el control biolégico de agentes patogenos
medinnte el uso de bioplaguicidas, aparece come una de las alternativas de control
mas promisorias, dadas sus ventajas de sostenibilidacd ambienlal. Ls asi como mu-
chos laboratarios dirigen sus esfuerzos de investigacion a la hisgueda de microor-
ganismos epilitos, capaces de controlara los patdgenos, permitiendo la reduccian
del indeulo o blogueands una o varias etapas de su ciclo infecciosa (fijakli y | e-
poiTe, 19495),

En este sentida, |as levacuras se ubican como organismos ideales para el con-
trol bioldgicn de patdgenos en postcosecha, debido a que éslas pueden ser aisla-
das de la superficie de los frutos v hortalizas; ademas, dentro de este grupo de
miCrOORgANisMos existen copas con una alla actividad antagdnica, que pueden es-
tablecerse en los sitios de herida, protegiendo los irutos (Potjewijd eral, 1995).

Aleunas especies de levaduras son antagonistas ideales de litopatdgenos de
frutas y hortalizas en la posteosecha, debido a que son genéticamenle estables,
efactivas a bajas concentraciones, tienen requermientos nutricionaes comunes,
tienen capacidad de sobrevivir en condiciones ambienlales adversas, san efectivis
contra un amplio rango de patogenos en una variedad de frutas y hortalizas, no
producen metabolitos que puedan compromeler la salud humana y no son patdge-
nos de vegetales, de animales o del hombre, Las levaduras utilizadas para el con-
lrol de fitopatdgenes en la posteosecha lienen como principal modo de accidn la
compelencia por nutrientes ¥ espacio, siendo poco comidn la produccion de anti-
hidticos (Wilson y Wisniewski, 1989),
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A partir de la década de los 80, son numerosos los reporles exitosos en el
manejo de patdgenos en postcosecha, Lal es el caso del contral de los patdgenos
Bolrytis cinerea y Penicilliumm expansum on manzanas medianle el uso de las leva-
duras Kloeckera apiculata y Candidda guilliermondii (McLaughlin et al., 19921y Pictiia
anamala v Candica sake (Jijakli, 1996) en el manejo de &. cinerca y F expansum en
pera (Chand-Goval v Spotls, 1997}, asi coma Candida oleophila cantra los pattge-
s Geotnchum candidum, Penicillium digitatum v Penicilliuem italicum en aifricos.
(Droby et al,, 1999

actualmente, en el mundo se encuentran registrados tres produclos para el
contral bioldgico de cnfermedades en postcosecha; BIO-SAVLY (Pseudomionas
syringaei, ASPIRE® (C. oleophila) y YIELDPLLS® Cryptococeus albidysi, para el
cantrol de i, cinerea y B digitatim en manzanas (Coles, 2001, Garcia, 2007},

Fr Colombia, en investigaciones realizadas en el Laboratorio de Control Bioldgico
de Corpoica se han seleccionado cepas nativas de levadura tales coma Pichis onmyehis
[cepas Ly 027 y Lv 031) para el control de Botrytis alli en posteosecha de cebolla e
bulbo: estis mismas copas ¥ Pichia anomala icepa Ly U500 mostraran alta actividacl
bincontroladora contra Rhizopas stolonifor en posteosecha de tomate, Los resultaclos
tde las investigaciones desarrolladas en Corpoica se mencionan a conlinuacién.

1. Seleccién de levaduras para el control de Botrytis alli en
cebolla de bulbo
Wariies JIMEMET, Al basirs NEEA, ALl Magra Corrs

Botrytis alli produce |a podredumbre gris del cuello, que es la enfermedad mis
limitante de la cebolla de bulba en postcosecha, Para contribuir al control de este
patdgene se aislaron levaduras potencialmente antagonislas a partir de muestras
vegetales v de suelo de regiones ceballeras con diversas condiciones medioam-
bientales, tambign se expusieron al ambiente cebos liquidos, oblenicndose 50
dislamientos de levaduras, Se seleccionaran 10 aislamientos de levaduras de acuer-
da con sus caracteristicas macro y microscopicas, su procedencia v su capacidad
psicrofilica, para realizar pruebas de prateccion. Para la prueba de patogenicidad
con B alli se realizd una inoculacion directa aplicanda 23pl de fa suspensidn del
patdgeno a una concentracion de 1x10° conidios.ml I sobre heridas arlificiales (b
mm didgmetro x 3 mm protundidad) en cebolla de bulbo,

El efecto biscontralador de las 10 levaduras seleccionadas conlra B, aili en
rehiolla de bulhe, se determind bajo condiciones controladas de almacenarniento a
temperaturas de 52 C v 209 Cy lumedad relativa de 90 2. Los bulbos de cebolla
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fueron inoculados con 250l de una suspensian de cada una de las levaduras a una
concenlracion de 1x107 células.ml !, y fueron incubados a 32 C v a 207 Coen
camaras himedas durante 24 h, pasado este tiempo, se inocularon 25u0 de la
suspension del patdgenao en el sitio de la herida y se dejaron en camaras himedas
a lus dos lemperaturas de incubacidn; las lecturas de crecimiento del hongo se
expresaron coma el didmetra de la lesidn provocada por ésle, Estas se realizaron
cadla dos dias v finalizaron en el momento en el cual el hongo colonizo el bulbo en
&l lestigo patdgeno, siendo este tiempo de 18 dias para 202 Cy 2} dias para 3¢ C
El diseno experimental utilizada fue completamente al azar v se realizaron andlisis
devarianza y prusbas de comparacion de medias de Tukey con un nivel de signifi-
cancia 0.03 .

Lizs resultados obtenidos mostraron que las 10 levaduras seleccionadas presenta-
roon actividac hiocontroladara contra B alll, lo cual se evidencio por una menor seve-
ridad de la enfermediad con respecto al testigo patdgena. |as levaduras Ly 006, Ly
027 v Lv 031, todas identificadas coma Pichiz omeclis, presentaron porcentajes ile
proteceion superiores al 83% en las dos temperaturas de almacenamiento.

2. Biisqueda de alternativas de control biolégico de Rhizopus
stolonifer (Ehr.:Fr) Vuill,, en la postcosecha de tomate, mediante
la utilizacion de levaduras
Pauwo Gerrdst Garcia, Arna Marws Coes

Con el prapdsita de crear una alternativa de control bialdgico de la pudrician
hlanda producida por Khizopus stolonifer en frutos de tomale en condiciones de
almacenamiento a temperalura ambiente v de refrigeracidn, se evaluaron algunas
levaduras provenientes de la coleccion de Corpoica y del Instituto Nacional de
Subud; mientras que atras fueran aisladas a partir de frutos de lomate, procedentes
de diterentes zonss productoras del pais,

Se selecciond uni concentracion de 1x10° esporangiosporas.ml. ‘de R stoloniler,
con fa cual se abtuvo una severidad aproximada del 80% v una incidencia del
100%:, tinto a ternperatura ambiente coma de refrigeracion.

Se evalud el efecto biocontolador de 4 levaduras aisladas de tomate (LWD36,
L0153, Lv050 v Lyl 395, seleocionadas por su capacidad de desarrollarse tanto a 252 ©
como a 62 Cy por presentar diferencias en sus caracteristicas macro v microscopi-
cas, Adicionalmente, se evaluaron as levaduras Ly 006, Ly 027 v Ly 031, idenlifica-
dias como Pichia omchis; seleccionadas por su sl actividad biocontroladora contra
Botndis alli en cebolla de bulbo (Garcia ef al., 2001). En esta prueba, se utilizaron
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los procedimientos de evaluacian descritos anteriormente para ceballa,

Se realizaron mediciones de los didmetros de las lesiones provocadas por ol
patigeno subre frutos de tomate, encontrdndose que la levadura Lv030, itisliada de
lamate ¢ identificada como Pichia anomaia v las levaduras [+037 v Le027, presen-
taron porcentajes de proteccian cantra K. stodonifer de 88,509, 93,33% v T00%
respectivamente a temperatus ambiente y de 59.53%, 97.37% v Y2.40% respec-
tvamente i temperatura de refrigeracion.

Las resultados obtenidos en ol presente trabajo permitieron concluir que |a
utilizacion de levaduras para el contral bioldgice de filopatdgenos en la postoose-
cha de tomale, representa una alternativa pramisorii.

3. Contribucién al estudio del modo de accidn de la levadura
Pichia onychis cepa Lv027 contra Rhizopus stolonifer, causante de
la pudricién blanda del tomate en postcosecha
Papo GERsas A0aRTA, AL AR ST

Con el abjetiva de contribuir al estudio de los modos de accidn presentes en la
interaccion levadura- £ stolonifertomale; se realizaron diferentes experimentos, uno
de ellos tuvo el proposite de encontrar la concentracién minima efectiva de la leva
clura Fichia anyehis cepa Ly 027, para lo cual ésta se aplico a tomates en concentra-
cianes desde 110 células.ml Thasta 1x10° células.ml *, encontrandose uni prolec-
cin entre 91,1 1% y 86.24 % respectivamente a Lemperatura de refrigeracion y ontre
04.96% v B5.14% respectivamente a temperatura ambiente. Do olra parie, para
determinar el Liempo en que la kevadura debia ser inoculada con relacian al palage-
no, la levadura se aplic a 24, 18, 12y 6 horis antes y después de la aplicacion del
patigeno, asi como simullineamente con éste; encontrindose que al inceular la
lewadera 24 v 18 horas antes se obluvieron porcentajes de proteccion del 94.42% v
A7.954 respectivamente a temperatura de refrigeracion y del 100% en los mismos
tiempos de inoculacion de la levadura a temperalura ambiente.

Se determing el efecto de la levadura sobre el crecimiento micelial del paloge-
na expresado como peso seco, al cullivarse simultaneamente |os dos microorganis-
mas en un medio sinlético suplementado con fructosa, glucosa y sacarosa, encon-
trindose en estos medios una reduccion en el peso seco del micelio del 82.85%,
28.00% v 62.154% respectivamente. Cuando se observo el efecto de la levadura
sobre la emergencia del tubo perminativo v la germinacion Lolal de las esporangios-
poras de R, stolosiier en los sitios de herida; se obtuve a las 6y a las 12 haras un
parcentaje de emergencia del tubo germinativo de slo un 19.03% y 14.568% res-
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pectivamente, el cual fue significativamente superior en ausencia de la levadura,
va que fue de §3% y 95.63%, respectivamenle.

Cuando se evalud el efecto de los metabolitos extracelulares producidos por la
interacoion levadura-tomate, sobre el desarrollo de las esporangiosporas del patd-
geno, so observd una reduccion significativa en el porcentaje de emergencia del
tubo germinativa (43.87%) a las 12 horas, con respecta al oblenide por el patdge-
riia sin l fevadura (97.22%), De acuerdo con los resultados presentados anlerior-
mente, el principal modo de accion de la levadura contra ¢l patdgeno, podria
atribuirse a la competencia por nutrientes, en la cual la levaduea puede aprovechar
mas rapidamente que el patdgena las fuentes nutricionales en los silios de herida.

4. Disefio y puesta en marcha de un reactor airlift para la
produccién masiva de levaduras biocontroladoras
i Frowrs, Avaniefs [Diar, Albs Makisa COTES

Liss procesos de fermentacion tenen como alyjetivo principal el de lograr que el
micranrganisma desarrolle adecuadamente su metabolismo celular, esto implica la
adecuada satistaccion de necesidades nutricionales del organismo v el mantenimicn-
te permanente de condicicnes ambientales dptimas temperatura, pH, oxigeno di-
suelto, homogeneidad de la mezcla, etc.). Uina alternativa para satistacer estos re-
querimientos de una manera eficiente es el uso de reaclores tipo airlift, por sus
elevadas velocidades de transferencia de oxigeno, bajo consumo de energia, buena
remocion de calor y bajos costos de construccién v de aperacian (al prescindir de
agitacidn mecdnical, Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, el objetivo
principal del provecto fue el disefio v puesta en marcha de un reactor airlifl a nivel de
hanco (200}, ¥ posteriormente la determinacién de la eficiencia del sistema de fer-
mentacian usando la levadura Pickia onvehis Le027 como modelo,

Para el desarrolla del trahajo se aplicd la siguiente metodologia: se realizd la
seleceion y disefio del equipo con sus respectivos planos: se construyd el equipo y
se determing su eficiencia por medio de corridas experimentales, se evalud el
consumo de systrato determinando azdcares reductores por el méodo de Somo-
ayvi-Nelson v se evalud la concentracion de oélulas por conteo en cdmara de Neu-
haver usande la levadura Picfia ormchis LvD27 proveniente de un medio de cultivo
MLXOM) estandarizade previamente en el Laboraterio de Control Biolégico; el
resultado obtenide fue un reactor airlift de lazo interno, construido en vidrio v
acero inoxidable, con volimenes de trabajo de 10, 13 v 20 litros. Se realizaron
corridas experimentales a una temperatura de 307 Cy una aireacidn de 0.5 viem
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durante 24 horas. D los resullados oblenidos, se obserdd una curva de crecimicen-
to tipica para la levadura con una concentracicon final de 8.83x10% células.mba las
24 horas v un rendimiento en biomasa seca de 2.33g.L7, en la determinacion de
azicares fue posible observar una tendencia lipica de consume de sustrato con el
tiempa, representaco por un constme a las 24 horas de fermenlacian de aproxi-
madaments un 92,55% del sustrato carbonadn.

5. Estandarizacion de la produccion masiva de la levadura Pichia
onychis (Lv 027), para el control de Rhizopus stolonifer de
postcosecha en tomate
Jasaee FLomez, AnnrEs sz, ALea Maring CoTes

Con el objeta de estandarizar las condiciones de produccidn de la levadura
Pickia onvehis Ly 027) en un biorreactor airlift de 20 litros, para obtener la
hiomasa suficiente para desarrollar profotipos de formulacidn de bioplaguicida
iliquida o granular), se Hevaron a cabe fermentaciones en erlenmeyers de T25ml,
A00ml y 1000m! con veldmenes de medio de 25ml, T00ml y 200ml respectiva-
mente. Se utilizd el medio liquido base (MLXOMI conun pH de 4.5, el cual fue
previamente estandarizado v optimizado para la produccian de la levadura Pichia
armvichis [Lv 0377,

Inicialmente se inocularan los erlenmeyers de 125ml con 5 ml de una sus
pensidn de la levadura a una concentracion de 1707 células.mL, v se incubo a
25° C can agitacidn constante de 150 rpm durante 8 horas, en el ranscurso de
lis fermentacion se llevd a cabo la evaluacion del erecimiento de la levadura cada
hara mediante conteo en cimara de Neabauer, El cambio de volumen lue pro-
gresivo: una vez finalizada la cinética de crecimiento v seleccionado el liempo
de fenmentacion Gptimo en edenmevers de 125 mil, el contenida de los erlen-
mevers sinvic de indeolo para los erenmeyers de S00ml a los cuales se le aplico
el procodimicnto antericrmente mencionado, v el contenido de los erlenmeyers
de 500ml sirvié a su vez come indcula de los erlenmeyers de 1000ml. En todos
lews casos ferlenmeyers de 125 mL, 500 mL, 1000 mL, ¢ tiempao dptimo de
termentacion fue determinado por ks resullados oblenidos de las cinéticas de
crecimiento de la levadura,

El contenido de los erlenmeyersde 7000 ml sicvio deindoulo para ¢f hiorreactor
airlitt de lazo interna, o cual contenia 15 1 del medio MEXOM, L condiciones de
lermentacian fueron: temperatura de 26° C v aircacidn de 1 vaem durante 48 horas,
Ly evaluacion del crecimiento de la levadura se llevd a cabo cada hora. Una ver
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linaliziacla la fermentacion, al producto de la fermentacién se le realizd un control de
calidacd microbinldgicn, es decir, se le determing su concentracion wviabilidad.

Los resultados obtenidos en ol bisrreactor aidifi operado bajos las condicianes
anleriormente mencionadas fueran: liermpo Gptimo de fermentacidn 24 horas,
concentracian de 1.05x10" células.ml’, una viabilidad de 5.7%10™ w.icml ¥
rendimiento de la fermentacion expresada como biomasa seca de 3,54 g 11,

6. Control de calidad de un preformulado oleoso a base de la
levadura Pichia onychis para el control de Rhizopus stolonifer en
postcosecha del tomate
Coancn CUTIERREZ, MarTHA Girnarz, Palio Gageas GAarcia, Alas Makisa Corrs

El control de calidad de los bioplaguicidas microbianos utilizados para el control
de filepattgenos es de gran importancia ya que éste garantiza su efectividad v sy
vida Ofil (Garcia eral., 20020 Por lo tanle, en o prescnte trabajo se estandarizaron
téenicas de control de calidad fisicas, microbioldgicas y bioldgicas para una prefor-
mulacidn oleosa de la levadura Pichia onychis Lv 027 almacenada a 82 C, 182 C y
289 C durante 5 meses. Se realizaron pruehas fisicas a la suspension v al producto
reconstituico lemulsian) tales como: separacian de fases y zonas, densidad y ho-
mageneidad de la concentracion se determing la estabilicad del producto a través
del tiempo, ademas la viabilidad v la actividad biocontroladora,

Los resultades oblenidos mostraron que b suspension oleosa tiene unas rarac-
teristicas fisicas y microbioldgicas adecuadas v estables durante los cinco meses de
almacenzmiento, siendo la temperatura de refrigeracion (82 C) la mas adecuada
para ol almacenamiento del producto. La preformulacian presents un efecto bio-
controlador moderada hasta los 2.5 meses de almacenamienta, v a partic de este
mamenlo se evidencid una disminucidn considerable dela misma, probablemente
debida a un efecto negativo del proceso de secado sabre el principic activo,

7. Desarrollo, caracterizacion y determinacion de la estabilidad
de un bioplaguicida granular a base de la levadura Pichia onychis

para el control de Rhizopus stolonifer en postcosecha del tomate
Muma Caroosa Hicores, Laurs Viccssear, Paoio Gersan Gan s, ALES Makisa Colrs

Lits técnicas utilizacs para realizar el control de calidad de los bioplaguicidas
han sida frecuentemente tomadas de las utilizadas para agroguimicos, por lo que
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na siempre se adaptan a organismos vivos, Por tanto, el objetivo de este trabajo fue
el dle establecer parimetros de calidad idecuados para una formulacion granular a
hase de la levadura B oaychis (Lv 0275, Can la biomasa obtenida en un fermenta-
dor Airlit de 20 litros, se elaboraron 16 prototipos de bioplaguicida gue fucron
caraclerizados fisica v microbioldgicamente, se selecciond el mds adecuade v se
almacend por b meses junto con la biomasa seca, evaluando su viabilidad mensual-
mente v la estabilidad de su actividad biocontroladora a los 0, 3 v & meses e
almacenamiento mediante bioensayos en tamate.

El granulado seleccionado identificado como G16 presentd caracterislicas fisi-
cas y microbiolégicas adecuadas v pérdidas en la viabilidad del 21%, 37,20% y
62, 42% al almacenarlo a 8" C, 187 Cy 28° C, respectivamente, mienlras gue en Bl
bicrmasa no formulada fueron del 119, 12% v 59%, respectivamente. El granulado
y la biomasa seca presentaron porcentajes de proteccion del 76% v 83,08%, que
no fueran significativamente diferentes a los obtenidos por la biomasa sin formular
ni de la obtenida con la levadura cultivada en caja de Petri en medio YM (81 4% v
87,335 respectivamente). Cstos resultados sugieren que el producto debe ser al-
macenade a temperatura de refrigeracin para que las pérdidas de viabilidad de la
levadura sean minimas, manteniende su eficiencia biocantroladara en el tiempo.

8. Optimizacion de un bioplaguicida a base de la levadura Pichia
onychis (Lv 027), para el control de Rhizopus stolonifer de
postcosecha en tomate
ALBA Magiva Cores, Ry GRia ia, Javier FLOREZ, ANDRES LNz, Lanra ViLLAMIZAR,
Jacyeime Lapez, Paun o Clersads Garcis, O5CAR Fuenres, Lina Bermn?, Caranisg
Powrna!, Luiss Frrsanns Rascesy

El desarrallo del proceso tecnaldgico para la obtencidn de un formulado para el
contral de fitopatdgenos en postcosecha de lomate, usande la levadura Fir:tia
unychis (Ly 027] se dividio en dos elapas: estandarizacion de la produccién masiva
v del procesa de secado v optimizacion de los prototipos de formulacicn disenados
previamenle.

La produccidn masiva de la levadura Lv 027 se llevd a cabo bajo condiciones
dle: fermentacion liquida en un fermentador Airlift de 20 litros de capacidad, utili-
zande un indeuls previamenle estandarizado en medios de cultivo con actividad
de agua modificada (Aw=0.98). Ya que ninguno de los salutos represores de acti-

' Celudiantes de Microbickegia industrial de la Paatificia Universidad Javeriana, Bogotd
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vidad de agua evaluados confirieron estabilidad de la actividad biocontroladaora de
la levadura Lv027 durante almacenamiento a 4 meses, o estudio seenfood hacia
la implementacion de otras estrategias para alcanzar dicho objetivo. Se evalué la
aplicacin de sustancias protectantes durante el proceso de secado y el uso de
solucianes de rehidratacidan para mantener la viabilidad de la levadura en el mo-
mento de resuspender la biomasa para ser formulada; de los resultados abtenidos
se implementd el uso de una solucidn proteica al 10% mas un poliol al 5% coma
prolectante de secado y una solucidn de ween &0 al 10% ya que estos en conjun-
tay, mantuvieron la viahilidad de P onyelis por encima del 90% con una actividad
hiacontroladara superior al 80% contra R, stolonifer, al ser ésta almacenada por
periodos de hasta 6 meses.

En la etapa de formulacion se desarrolld un prototipo granulade icodificado
cama G1A) v un prototipo oleoso (cadificado cama 73 que cumplieron can todos
leis recuetimientos fisicos y microbioltgicos establecidos en el Laboratorio de Con-
trial Binléigico de Corpoica y que ademds, presentaron alla eficiencia biewcontrola-
dora fcercana al B0%: con peérdidas de viabilidad menores al 10% en condiciones
de refrigeracidn durante 6 meses.

Se estandarizaron metodologias de evaluacidn mediante bioensayos que simiu-
laron las condiciones naturales de herida de los frutos y se evaluaron las formula-
ciones seleccionadas; realizando una prueba de patogenicidad de R, stalonifer a
dos concontraciones v en 4 tipos de herida (abrasidn, puncidn, eliminacion do
lejida v herida naturall; se selecciond una concentracion del patdgeno de 1107
esporanginsporas.mlL y el tipo de herida por abrasion, ya que bajo estas condicio-
nes, s¢ presento una adecuada manifestacion de sintomas y signos de la enferme
dlacl. Se demostrd que la Léenica de aplicacion de la levadura, ya sea por inmersidn
o por impregnacicn, no influye sobre su aclividad biocontroladora, independiente
del tipo di formulacion evaluado, Por Gltimo, se realizo la evaluacion de los proto-
tpos de formulacion mis promisorios
rmencionados anteriormente, sobre ru-
tos de tomale v se determing que el
prototipo granular se comporté signifi-
cativamente mejor que el protolipo
oleaso con porcentajes de proteceion
entre el 88% vy el 90%.

Figura 1. Bioplaguicidas granular (4] v
oleosn (B 2 base de la levadura Pichia
onyohis Ly 027,




9. Efecto de sustancias bioactivas sobre la actividad biocontroladora
de Pichia onychis (Lv027) contra Rhizopus stolonifer en la
postcosecha del tomate (Lycopersicon esculentum Mill)

Lirina Birctis, Adia Maring CoTes, Cscar FursTs

Las sustancias bioactivas (productos de origen microbianoi representan una
alternativa al usa de los agroquimicos utilizados para el control de enfermedades,
va que estas han demastrado lener propiedades antifingicas o de induccian de
resistencia, Mediante el uso combinado de levaduras con estas sustancias se han
obtenido resullados exitosos de control de diferentes patégenas. Por lo tanto,
objetivo del presente trabajo fue el de evaluar la actividad biocontroladora de la leva-
dura Fichia onychis Lv 027 en su concentracion efectiva 30 (Tx10% células.mL)
sola v combinada con sustancias bioactivas (SB) contra R stolonifer en postansecha
de tamate. Las sustancias evaluadas fueron ebtenidas a partic del micelio de Botry-
ts cinerea, de Trichoderma koningii v de R stoloniler (0.29%) v de su digestion
enFimdtica (0.29%), ast mismo se ovalud lizosima 0L02%), quitosan (0.1%) ¥ f'.nl:'.lt.
A%, 2%, 3%, lodas éstas fueron adicionadas al medio de cultivo o a L suspensidn
de invculacidn de la levadura, seleccionanda aguellas que combinadas can la leva-
dura registraron una incidencia menor camparada con la levadura sola v aquellas
(e en su ausencia redujeron la incidencia enlre 30% v 50% comparadis con el
testigo paldgeni.

Cuandg las SB se aplicaron combinadas con la levadura se seleccions el dige-
ricy de B, cinered, el producta proveniente del micelio de R scolonifer y CaCl,
{1%] par presentar una reduccidn en la incidencia del patégeno mayor a la presen-
tada por i levadura sola 73%); también fueron seleccionadas la lizosima v el
quitosan adicionadas al medio de cultiva por reducir la incidencia de la enferme-
dad en 74% v 83% respectivamente. Cuando las SB fueron aplicadas solas se
seleccionaron las provenientes del micelio de 7, konirigil, R. stelonifer, o quitosan
y CaCl, 1196), por reducir la incidencia entre 50% y 66% en comparacion con el
Lestign -patcjgono.

10. Evaluacion de la estabilidad de preformulados a base de la
levadura Pichia onychis para el control de Rhizopus stolonifer en
la postcosecha de tomate
Carotits Conmmras Proavo T, Lavra Vit asaizar, ALk Maging, Canss

La estabilidad de los bioplaguicidas durante el almacenamicnta constituye uno
det los principales problemas para lograr la comerdializacian de estos productos.
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leniendn en cuenta que en trabajos realizados anteriormente se desarrallizron dos
protolipos de formulacion a base de la levadura Pichia ooychis Ly 027 se evalud la
estahiliclad durante seis meses de almacenamicnto a tres temperaturis de |os dos
arotalipos de formulacidn optimizados. Se evaluaron las caracteristicas fisico qui-
micas de las lormulaciones inmediatamente después de la formulacion v despuds
de seis meses de almacenamiento; para el concentrado emulsionable se determi-
i el pH, la gravedad especilica, la viscosidad v la estabilidad tisica de la suspen-
sion v del productn recenstituido y para el granulado se evalud el pH, la humedad,
it hurmeclabilidad, la desintegracian, la sedimentacian, s voluminasidad, la porosi-
dad, la fluider v el lamano de particula.

La viahilidad cle les prototipos de formalacion v de la levadura liofilizada sin
formular se evalud mensualmente durante sels meses de almacenamicnto me-
diante la técnica de recuento en placa v la actividad biocontroladora se evalud
determinande la proteccidn ejercida por la levadura sobre of patdgeno en frutos de
lomate, mediante bioensayos realizacdos himestralmente durante los seis meses de
almarenamiento. Todas las caracteristicas fisicoquiricas de los dos prolotipos fue-
ron adecuadas para este lipe de productos, permaneciendo estables durante el
almacenamiento. La estabilidad de la viabilidad lue mayor cuando loz preformula-
dos fueron almacenados a 8° C, seguido por el almacenamienta a 18° C v por
altime 3 287 C, eslo sugiere gue los productos deben ser almacenados a lempera-
turas de refrigeracion para aumentar su vida Otil,

Después de seis meses de almacenamiento la levadura liofilizada sin tormular
presentd una pérdida de viabilidad del 8,715, 15.91% y del 19.81% a8 C, 16 C
y 28° C respectivamente. H concentrado emulsionable presentd una perdida de
viabilidad del 18.04%, 18.71% v del 37.13% a las tres temperaturas respectiva-
rente. El granulado presentd pérdidas en la viabilidad del 20.29%, 35.37% v del
46.3%a 87 C, 18" Cy 28 Crespectivamente; las pérdidas obtenidas con la levadu-
ra liofilizada sin formular fueron significativamente menores en todas las tempera-
luras de alrmacenamiento que las ohtenidas con las Tormulaciones, sugiriendo un
etecto negativo del procesa o de los auxiliares de formulacion sobire la levadura. La
actividad biocontraladora tanto de la levadura liofilizada sin formular com de los
dos prototipos de formulacion e mantuvo estable durante seis meses de almace-
namiento a 8 C, 18° C v 26° C. Adicionalmente se determing que fa pérdida de
viabilidad dela levadura no afecto su actividad biocontroladora. En el sexto mes de
almacenamiento se abtuvieron porcentajes de proleccian significativamenta supe-
riores con la levadura almacenada a 8 € con respects a lis levadura almacenada a
26° C, lo que demuestra que ls temperatura de almacenamiento tiene un eleclo
importante sobre la actividad bincontroladera de la levadura,
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11. Seleccion de levaduras potencialmente biocontroladoras de
Alternaria alternata en postcosecha de tomate
Orscak FursTrs, Avsa Macss Cores, Paceo Grraan Coke s

El moho negro, causado por Alternaria alternaia es una de las enfermedades
mds limitantes en la etapa de posicosecha de frutos de tomate en el mundo. Su
manejo se realiza principalmente mediante aplicaciones de fungicidas en la elapa
de precosecha, lo que ha penerado la aparicion de cepas resistentes del patigena,
ante la cual, el control hioligico mediante la utilizacion de levaduras emerge como
una alternativa muy deseable.

En &l presente trabajo se evalud la actividad biocontrolacora de 10 cepas de
levaduras contra A, alternata en dos estados de madurez de los frutos de tomate:
verde hecho v pintdn v dos temperaturas de incubacian: 62 Cy 1742% C Se
determing la 5.e~.er|dad medida como el diimetro de lesidn prclduudn PO Cinco
diferentes concentraciones del patdgeno idesde 1 x 10 hasta 1 x 107 conidios.ml
" inoculadas en heridas artificiales de frutos de tomate, selecciondndose fos frutos
pintones v una concentracian de 1x10° conidios.mL" del patdgeno, ya que desa-
rroallé una lesion de 47.9 mm v 236 mm a 17222 C y &2 C respectivamente.

Fara evaluar la actividad biocontroladora de las levaduras, se utilizaron las me-
todologias descritas para cebolla de bulbo aplicanda la levadura en una suspensian
de 1 x 107 células.mbL? en heridas arificiales de tomate 24 horas antes de la
inoculacitn del patdgeno.

Las diez levaduras evaluaclas produjeron algtn nivel de control, sin embargo,
seselecciond la cepa Ly 027 correspondiente a un aislamiento de Pichia onyclis va
que pradujo significativaments la mayor prateccion reduciendo la severidad en
0%,y 76% a 17+22 C y 69 C respectivamente comparado con el tesligo patbgeno,

Cabe destacar gue en posteriores evaluaciones, se obtuvieron menores niveles de
proteccion, debido probablemente a un aumento en la virulencia del pattgeno. La
proteccion canferidi por esta levadura indica su polencial uso en el desarrollo de
un biofungicica contra A, alternaita en postcosecha de frutos de tomate, e inclusi-
ve, en ofros productos en donde este patdgeno es limitante.
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12. Biasqueda de alternativas para el control bioldgico de
Botrytis cinerea en la postcosecha de tomate mediante el uso de

levaduras
Evtamia Pavia, AL daria Corrs, Pauio Creevas Gazcla

El moha gris o5 una enfermedad quiescente causada par Botnfis cinerea, esla
es la enfermedad mas comun del cultivis de lomale en invernadero, atectanda
principalmente flores y irutos. Ademds, la entermedad también puede manifestar-
se en postoosecha,

Par lo tanto, en el presente trabajo se evalud la actividad biecontroladora en
pustcosecha de cepas de levaduras codificadas como LvD06, LvD27, w031 identi-
ficadas coma Pichia onychis v de la cepa Lv030 identificada como # anomala
seleccionadas en estudins previos por su alla actividad bicontroladora contra otros
paltgenos en postcosecha. Dicha evaluacion se realizo ulilizando los procedimien-
tos v las concentraciones de levaduras, (1x707 células.ml =11y del patdgeno (1x10°
conidios.ml. 1), citados para-el caso de A alternata.

La levadura Pichia anychis (1v031) produjo el mayor porcentaje de proteccion
a temperatura ambiente, el cual fue de 45.57%, sepguido por las levaduras Lv0B,

Figura 2. Flecto de la actividad biocontroladara de 1z levadura Pichiz erypehis Ly 027 sobre
Rhizopws stdonifer, durante la poscosecha del tomate. (A) Testigo absoluto, (B Testigo
patdgena (sin la levadura), (C) Tratamiento con la levadurs en presencia del patdgeno.
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bbbty w027, fas cuales produjernn porcentajes de proteccion de 47.44%, 37_8%
v 25.68% respectivamente. A temperatura ce refrigeracian la levadura P anomala
(Le050) produjo un porcentaje de proteccion de 28.43%, seguida por las levaduras
L3, L0027 v L006, con 25.57%, 18,985 v 16.94% respectiviamenls,

Dados los bajos parcentajes de prateccidn obtenidas, se evalud el efecto de
und menor concentraciaon 8, cinersa (1x10° conidios.mU'), sobre [a actividad bio-
controlador de [as levaduras: encontedndose un aumento de la actividad biocon-
troladora de la levadura Lv031 tanto a 189 C come a 82 C, con porcentajes de
proteccidn de 89.62% v 63 58% respectivamente, Las levaduras L0227, 12050 v
Lv(06 frenle a esta concentracion del paldgeno presenlaron porcentajes de pro-
teccidn inferiores al 404 a las mismas temperaturas. |os resultados ebtenidos per-
miten concluir que todas las levaduras evaluadas presentaron reduccion de fas
lesiones producidas por 8. cinerea en frutos de tomale a 189 Cy 82 C, Sin embar-
gy, fues [a levadura L0317 a que presentd los mayores porcenlajes de proleccian,

13. Seleccion de levaduras aisladas de estructuras reproductivas
de la mora de castilla (Rubus glaucus Benth), para el control del
moho gris producido por Betrytis cinerea
[k ALEXAMEER LapaTa N, Ma: Creveson Forero oE La Romras, Avea Mapma Coaes

El moho gris, producido por Boirgtis cinered es la entermedad mas comdn y
lirmitante del género Rubus en tode ¢l mundo. Bl propasito del presente trabajo fue
el de aislar levaduras con potencial biocontrolador sobre B, cinerea, a partir de
flores v frutos colectados en cultivos de mora de Castilla, localizados en los muni-
cipias de Granaca v Silvania (Cundinamarcal,

Lias Tlores v lrulos fueron ubicados en camaras hdmedas a 182 C durante 5
dias, para aislar posibles biocontroladores de B cinerea de aquellos Trutos que no
prescntaran sintomas del maho gris. Se seleccionaron 7 levaduras, las cuales redu-
ieran las lesiones producidas por el patdsena entre 65% v 76%. Fstas, juntio con las
levaduras Fichia onvohis cepas Lv027 v Lv031 v Pichia anomala cepa Lv050 selec-
cionadas en trabajos previos por su alta actividad biocontroladoera conlra paldgenos
en postcosecha, fueron evaluadas en frutos de mora. Inicialmente los frutos se
sumergieron en una suspension de cada una de |as levaduras a una concentracian
des 1107 edlulas.ml?, 24 horas despugs se asperjaron con una suspension de
conidios de B, cinerca a una concentracion de 1x104 conidios.ml . Las frutos
inoculados se ubicaron en camaras homedas a 182 C durante 3 diaz,

< Narente el drez de fitopatologia de la Pontificia Univesidar laveriana, Bogeti.
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| as leviduras aisladas de frutos de mora, coditicadas como Ly 297, Ly 298 v Ly
299 {conservadas en la coleccion de levaduras del Banco de Germoplasima de
Microorganismos con Interés en Control Biological redujeron la incidencia de [a
entermedad entre 67 4% v 78,7%, siendo éstas las mads promisorias para el control
del moho gris,

Figura 3. Inhibicion del desarrollo del mohe gris en lrutos de mora de Castilla, mediante
el uso de levaduras aislacas de estructuras reprodu ctivas de la misma placta, @3 Tralansiento
con la levaduras Ly 297 en presencia del paldpeno, (81 Testigo patdgeno (en ausencia de
la bevacduray, despiiés de 2 dias de inoculacion
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