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INTRODUCCION

El sector horticola de la sabana de Bogota y de la
regién del Sumapaz ofrece enormes oportunida-
des en los mercados nacionales e internacionales
por su cercania al mayor centro de consumo y dis-
tribucién de hortalizas del pais. No obstante, este
potencial esta seriamente comprometido debido
a los problemas de contaminacién de suelos, el
uso indiscriminado de agroquimicos, suelos ero-
sionados y degradados, contaminacién micro-
bioldgica y sustancias toxicas (como metales pe-
sados en alimentos). El desarrollo de tecnologias
apropiadas adecuadamente valoradas ambiental
y socio econémicamente se convierten entonces
en una contribucién importante para reducir la
brecha en la obtencién de productos horticolas
inocuos y de alta calidad para el mercado nacio-
nal e internacional.

Por un lado, el cultivo de lechuga (Lactuca sativa)
es afectado por una diversidad de patégenos,
siendo las especies Sclerotinia minor Jagger y Scle-
rotinia sclerotiorum (Lib) de Bary los hongos que
ocasionan las mayores pérdidas econémicas. Este
hongo se puede encontrar en todas las areas del
mundo en donde se produce lechuga -tanto en
campo abierto como en invernadero- ocasionan-
do pérdidas de plantas que pueden oscilar entre
un 10% y 50% (Nico et al., 2001). Las dos especies
de Sclerotinia presentan alta similitud en los as-
pectos biolégicos y morfoldgicos, diferenciando-
se en que la primera (Sclerotinia minor) produce
esclerocios de menor tamafo que la segunda
(Sclerotinia sclerotiorum), aunque la S. sclerotio-
rum produce ademas frecuentemente apotecios,
fendmeno que en la S. minor ocurre raramente
(Subbarao, 1998). En el caso de la regién hortico-
la de la sabana de Bogoté Occidente, no se tiene
conocimiento de la especie del fitopatogeno mas
predominante en las dreas de cultivo, lo cual se-
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ria importante para determinar los riesgos con
respecto a la produccién de inéculo (esclerocios
y ascosporas), aspecto relevante para tomar deci-
siones de manejo de la epidemia.

La produccion intensiva de lechuga en los mu-
nicipios de la regidn Sabana de Occidente en el
departamento de Cundinamarca se caracteriza
por la dependencia exclusiva de fungicidas de
sintesis quimica, cuyo uso es permitido en otros
cultivos diferentes debido a que actualmente no
existen productos registrados para el manejo de
esta enfermedad en lechuga y dado que tampoco
se cuenta con variedades resistentes a este pa-
tégeno. Esta situacion es particularmente grave
si se tiene en cuenta el corto ciclo del cultivo de
la lechuga, que se consume como producto fres-
co y en el que ademas, por no haber productos
registrados para este cultivo, no hay periodos de
carencia definidos para la aplicacién de fungici-
das. Justamente, el exagerado e indiscriminado
uso de fungicidas por parte de los agricultores
aumenta los riesgos de contaminaciéon ambiental,
de desarrollo de resistencia y de residualidad de
ingredientes activos en el producto de consumo.

Dadas las tendencias de cambio en los habitos de
consumo por alimentos sanos y el contexto actual
de las negociaciones comerciales internacionales,
es necesario plantear y dirigir esfuerzos de inves-
tigacién, desarrollo y transferencia de tecnologias
alternativas que fortalezcan la competitividad del
cultivo de la lechuga en el pais.

Por su parte, el tomate (Lycopersicon esculentum)
es un cultivo de gran importancia a nivel nacio-
nal; de acuerdo con el Ministerio de Agricultura,
en Colombia ocupa el 14,5% del area sembrada
en hortalizas en el pais. En el afio 2006 se culti-
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varon 8.668 ha, que correspondieron a una pro-
duccién de 241.987 ton con un rendimiento de
aproximadamente 26 ton/ha. Si esta misma area
se produjera con alta tecnologia, se podria llegar
a rendimientos de produccién de 100 ton/ha. Los
departamentos de Antioquia, Cundinamarca,
Norte de Santander, Santander y Boyacé repre-
sentan las dreas de mayor produccién de tomate
con un 12%, 12%, 12%, 11% y 10% de la produc-
cién nacional respectivamente.

La importancia socioecondémica de este cultivo
en el pais radica en la generacién de empleo y
en que es fuente de ingreso en zonas rurales. Su
produccidn se caracteriza por realizarse en pe-
quefas dreas, estar asociada generalmente con
pequefos y medianos agricultores, abarcar un
periodo vegetativo corto, ser intensiva en el uso
de mano de obra e insumos y tener altos costos
de produccién (Vallejo, 1999). Ahora bien, la pro-
duccion nacional ha venido decreciendo frente
a la creciente demanda debido a una serie de
problemas que afronta el cultivo relacionados
con los bajos rendimiento y calidad, extrema
susceptibilidad de los cultivares a insectos plaga,
enfermedades, condiciones adversas de clima y
suelo, eleccion desacertada de materiales que se
adapten a condiciones particulares, y carencia de
tecnologia apropiada para la produccién y mane-
jo poscosecha.

Las enfermedades mas frecuentes en los cultivos
de tomate en el pais son causadas por los hongos
F. oxysporum f. sp. lycopersici, Rhizoctonia solani,
Botrytis cinerea, Oidium lycopersicum, Phytophtho-
ra infestans y Alternaria solani, las cuales inciden
de manera importante en la disminucién de los
rendimientos (de Vis et al., 2001) y constituyen el
motivo de las altas tasas de aplicacion (frecuencia
y dosis) de fungicidas de sintesis quimica.

Respecto a esto, el Laboratorio de Control Biol6-
gico de CORPOICA ha trabajado en la busqueda
de alternativas para el control de enfermedades
usando microorganismos antagonistas para el
desarrollo de bioplaguicidas. Es asi como se selec-
ciond la cepa nativa de Trichoderma koningiopsis
Th0O03 (antes identificada como Trichoderma ko-
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ningii) con demostrada actividad previa en varios
patosistemas, donde se han obtenido resultados
de control entre 50% Yy 70%. Es el caso de Pythium
splendens en frijol y pepino (Jacgmin et al,, 1993);
R. solani en frijol (Mezui et al., 1994); R. solani en
papa (Beltran et al., 2007), R. solani, F. oxysporum
f. sp. lycopersici (Cotes et al., 2001); B. cinerea y Oi-
dium sp. en tomate (Moreno et al., 2007); S. sclero-
tiorum en lechuga (Cotes et al., 2007) y Alternaria
dauci en cilantro (Villamizar et al., 2004). Dichos
modelos han involucrado actividades a nivel de
laboratorio, pruebas experimentales en inverna-
dero bajo condiciones controladas y en cultivos
comerciales en campo abierto e invernadero.

El logro de un bioplaguicida implica el cumpli-
miento de diversas etapas técnicas que aseguren
la obtencién de un producto seguro, eficaz y con-
fiable. Dichos pasos comprenden el aislamiento
del microorganismo y su conservacion; la evalua-
cién de su actividad biocontroladora; las inves-
tigaciones para conocer la ecologia, fisiologia y
taxonomia del biocontrolador potencial; el estu-
dio de los mecanismos de accién implicados en
dicha actividad; su produccién masiva y formula-
cién; la determinacién de dosis; las formas y fre-
cuencias de aplicacién; la evaluacion del produc-
to en campo; los estudios de impacto ambiental;
y la caracterizacién molecular y/o huella genémi-
ca del microorganismo para lograr su posterior
patentamiento cuando este proceso aplique y
dependiendo del pais.

En el presente trabajo se muestra parte de los
resultados generados en el proyecto de inves-
tigaciéon “Desarrollo y ajuste de los procesos
tecnolégicos requeridos para el registro de
dos formulaciones a base de Trichoderma ko-
ningiopsis Th003 para los cultivos de tomate
(Lycopersicon esculentum ) y lechuga (Lactuca
sativa)” financiado por el Corredor Tecnoldgico
Agroindustrial y la Cdmara de Comercio de Bogo-
ta durante los afos 2009 a 2010. El bioplaguicida
desarrollado a base de T. koningiopsis para el con-
trol de fitopatégenos del suelo y foliares en este
caso se evalud sobre S. sclerotiorum y S. minor en
el cultivo de lechuga, y sobre R. solani y F. oxyspo-
rum en el cultivo de tomate.
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El potencial de Trichoderma spp. como agente de
control biolégico de fitopatdégenos fue recono-
cido inicialmente en 1930, reportandose en los
anos subsiguientes el control de muchas especies
(Aluko y Hering, 1970; Bliss, 1951; Chet, 1987; Elad
y Kapat, 1999; Harman, 2001; Howell, 1982; Lifs-
hitz et al., 1986; Lumsden et al,, 1992, Sharon et al.,
2001; Wells et al., 1972; Yedidia et al., 1999, 2000;
Zhang et al,, 1996) y culminando en 2004 con 16
productos registrados ante la ‘United States En-
vironmental Protection Agency’ (EPA) junto con
muchos otros registrados en India, Israel, Nueva
Zelanda y Suecia (Howel et al., 2003), recomenda-
dos tanto para el control de patdégenos del suelo
y foliares como para la induccién del crecimiento
vegetal.

A nivel nacional, los desarrollos sobre este mi-
croorganismo han sido lentos; los primeros estu-
dios sobre Trichoderma como agente de control
bioldgico se reportaron en 1980, y ha sido en los
ultimos afnos en que se han registrado ante el ICA

100 1
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varios productos a base de este microorganismo,
comercializados para el control de enfermedades
causadas por hongos del suelo (ICA, 2009).

Con todo, y a pesar del potencial de este género
en el control bioldgico, no todas las especies ni to-
das las cepas de una misma especie son eficientes
como agentes de dicho control, razén por la que
se requiere de un trabajo minucioso que permita
evaluar diferentes aislamientos y seleccionar el
que presente mayor actividad biocontroladora y
consistencia en esta actividad. Es asi como al eva-
luar la actividad biocontroladora contra Pythium
splendens en frijol de 12 aislamientos de Tricho-
derma spp. nativos de Colombia (codificados de 1
a 12), en comparacion con un aislamiento de refe-
rencia (codificado como 13) y de uno que consti-
tuye el principio activo de un producto registrado
en el mercado internacional (codificado como
14), se eligié el aislamiento nativo Th003, identi-
ficado como Trichoderma koningiopsis (Figura 1)
(Cotes etal., 1993).

8 9 10 11 12 13 14 TP

Aislamientos

Figura 1. Efecto de 14 aislamientos de Trichoderma spp. sobre la emergencia de plantulas de frijol en un suelo inoculado con
Pythium splendens. TP (Testigo Patdgeno). Las columnas con la misma letra no presentan diferencias significativas de acuerdo con la
prueba de Tukey a P< 0,05.

Una vez seleccionado un agente de control bio-
I6gico eficiente, el estudio de los mecanismos
empleados por esta cepa microbiana es esencial
no solo para ayudar a entender el fenédmeno sino
desde el punto de vista aplicado en la produccion
y formulaciéon del biocontrolador, y en el manejo
de las enfermedades en campo. Las investigacio-
nes realizadas en el pasado han demostrado que
los mecanismos de accién de Trichoderma spp.,
contra diversos patégenos son muchos, variando
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para cada cepa y en cada interaccién hospedero-
patégeno (Howell, 2003); por ello, en la mayoria
de los paises la definicién de este aspecto es fun-
damental para el registro de los productos.

Sin embargo, en Colombia son pocos los estudios
llevados a cabo con microorganismos biocontro-
ladores en general y menos aun los realizados
particularmente con cepas nativas de Trichoder-
ma spp. Es por esto que el conocimiento de los




mecanismos de accion permite hacer mas efec-
tivo el control ejercido por el agente de control
biolégico y entender sus limitaciones. Se pueden
desarrollar sistemas efectivos de produccién ma-
siva, de formulacion, de almacenamiento y de
aplicacion en campo, pero si los mecanismos de
accion del microorganismo no se potencializan
estos desarrollos pueden resultar fallidos en con-
diciones de su aplicacién practica.

En relaciéon con los mecanismos de accién de
Trichoderma spp., muchos autores han atribuido
el fendmeno de control al micoparasitismo y a
la capacidad de este antagonista para producir
toxinas, lo que ha explicado el control ejercido
por diferentes cepas contra Rhizoctonia solani
(Weindling, 1932; Weindling, 1934), Sclerotinia
americana (Weindling, 1934), Phytophthora spp.
(Howell y Stipanovic, 1983) y Pythium ultimum
(Lumsden et al., 1992). Otros autores lo han atri-
buido a la competencia del hongo por espacio y
nutrientes, y particularmente por la habilidad de
algunas cepas para colonizar la rizésfera (Harman,
2001; Howell et al., 2000; Zhang et al., 1996); y mas
recientemente se ha atribuido el fenémeno de
control de diversos patégenos a la produccién de
enzimas liticas de Trichoderma spp. del tipo qui-
tinasas y glucanasas. Estas enzimas han demos-
trado capacidad para romper los polisacaridos
quitina y B- glucanos, que son constituyentes de
la pared de los patégenos y que le confieren la ri-
gidez a su pared celular (Howell, 2003).

La acciéon enzimatica ha sido descrita en la inte-
racciéon cebolla- Sclerotium cepivorum- T. koningii
(Metcalf y Wilson, 2001). Diversos autores han tra-
bajado para esclarecer el rol de las quitinasas en
el mecanismo de accién de Trichoderma spp. Por
ejemplo, Lorito transfirié el gen que codifica para
una endoquitinasa de T. harzianum en tabaco y
papa y obtuvo en estas plantas una resistencia
de amplio espectro contra diferentes patégenos
(Lorito et al., 1998). Cuando plantas de manzano
fueron transformadas con los genes que codifican
para una exo y una endoquitinasa de Trichoderma
atroviride, se obtuvo resistencia a Venturia inequa-
lis.

Otro criterio interesante en relacion con la accion
de la enzimas de Trichoderma spp. es el descrito
por Elad y Kapat (1999) y Elad (2000), quienes de-
mostraron que la proteccién conferida por T. har-
zianum contra Botrytis cinerea en frijol es debida

principalmente a la produccion de proteasas que
inactivan las exo y endopoligalacturonasa pectin-
metilesterasa, pectato liasa poligalacturonasa,
celulasa y cutinasa del patégeno; el principal rol
fue atribuido a una cistein proteasa (Elad y Kapat,
1999). Un mecanismo alterno propuesto para ex-
plicar la actividad biocontroladora de Trichoder-
ma spp. es la induccion de resistencia en la planta
hospedera, concepto que ha sido verificado en
pepino cohombro, donde después de la inocula-
cién con T. harzianum se observé un aumento en
la actividad de la peroxidasa y quitinasa, ademas
de deposicion de calosa (Yedidia et al., 1999). Pos-
teriormente en la misma interaccién se demostré
que la inoculacién con T. harzianum inducia dife-
rentes proteinas relacionadas con la patogénesis,
dentro de las que se destacan hidrolasas (Yedidia
et al., 2000). A su vez, otros dos estudios demos-
traron lo siguiente:

1. Que cuando se inoculaban semillas de algo-
don con Trichoderma virens o con sus filtra-
dos de cultivo, se inducia en las raices de las
plantulas la sintesis de altas concentraciones
de terpenoides altamente inhibitorios de R.
solani (Howell et al., 2000).

2. Que cuando se aplicaba T. harzianum en sitios
espacialmente separados de aquel en el que
se inoculaba B. cinerea, se logré una reduc-
cion de la enfermedad que oscil6 entre 25%
y 100% en tomate, lechuga, pimenton, frijol y
tabaco. El efecto fue atribuido a la induccion
de resistencia sistémica.

Este fendmeno ha sido igualmente demostrado
usando una cepa de Trichoderma hamatum en
rdbanos (Krause et al.,, 2003) y en pepino (Khan
et al., 2004), contando una cepa de T. harzianum
contra Phytophthora capsici en pimiento, en el que
se observé acumulacion de capsidiol (Sid Ahmad,
2000).

Un efecto de Trichoderma que también podria
tener un rol en el control ejercido contra diferen-
tes patégenos es la estimulacién del crecimiento
vegetal. Esta respuesta ha sido descrita por varios
autores en cultivos de pepino, arveja, tomate, ra-
bano, tabaco y tomate. El fendmeno no ha sido
del todo esclarecido, aunque se han sugerido
algunas explicaciones, las cuales mencionan la
inhibicion y alteracion de la microflora normal de
las raices y la produccién de sustancias estimula-
doras del crecimiento (factores de crecimiento y

TO, SELE
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fitohormonas); uno de los cuales ya ha sido extrai-
doy caracterizado (Windham et al., 1986).

A proposito, en el Laboratorio de Control Biol6-
gico del Centro de Biotecnologia y Bioindustria
de CORPOICA se han realizado diferentes inves-
tigaciones que han permitido aislar, seleccionar,
producir, formular y evaluar cepas nativas de mi-
croorganismos altamente eficaces en el control
de fitopatdgenos. Es el caso del hongo nativo Tri-
choderma koningiopsis (cepa Th003), antes identi-
ficado como Trichoderma koningii. Con esta cepa
se ha obtenido entre el 70% y el 100% de control
en los siguientes patosistemas: Pythium splendens
en frijol y pepino (Cotes, 1993); R. solani en fri-
jol (Cotes, 1993); R. solani en papa (Beltran et al.,
2007), R. solani'y Fusarium oxysporum f. sp. lyco-
persici en tomate (Cotes et al., 2001); B. cinerea y
Oidium sp. en tomate (Moreno, 2003); S. sclerotio-

Hg NAGA/ug prot/h
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rum en lechuga y Alternaria dauci en cilantro (Vi-
llamizar et al. 2004). Dichos modelos han involu-
crado actividades a nivel de laboratorio, pruebas
experimentales en invernadero bajo condiciones
controladas y a nivel de cultivos comerciales en
campo abierto e invernadero.

Este fendmeno de proteccién se ha relaciona-
do con varios mecanismos, los cuales se ilustran
a continuacion. Cuando T. koningiopsis (cepa
Th003) fue aplicado en el suelo, se observé una
correlacién positiva entre la actividad de las en-
zimas exo- B-1,3 glucanasa y exoquitinasas pro-
ducidas por este biocontrolador y el control del
fitopatégeno del suelo P. splendens en frijol, sugi-
riendo que las enzimas producidas por T. konin-
giopsis en el suelo juegan un rol importante en
la degradacién de las paredes de los patégenos
(Cotes et al., 1994) (Figura 2).
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Figura 2. Determinacion de la actividad quitinasa (A) y B-1,3 glucanasa (B) en extracto de suelo inoculado con 14 aislamientos de
Trichoderma spp. o con Trichoderma spp.y P. splendens.

De otra parte, en diferentes experimentos se pre-
senté también una correlacion positiva (coefi-
ciente de correlacion 0,7) entre el tiempo de
pregerminacion de las semillas en presencia del
antagonista, la actividad de enzimas de origen ve-
getal de tipo endo-B1,3 glucanansas y endoquiti-
nasas, y la proteccién conferida a las plantas de
frijol, mostrando que T. koningiopsis puede esti-
mular la produccion de estas enzimas en el tejido
vegetal, las cuales también podrian estar relacio-
nadas con la degradacién de la pared celular de
los patégenos (Cotes et al., 1996).

USO DE Trichoderma koningiopsis Th003 PARA EL CONTROL
DE FITOPATOGENOS EN HORTALIZAS

El efecto de las enzimas liticas de origen vegetal
contra el patégeno fue posteriormente demos-
trado con esta misma cepa de T. koningiopsis en la
interaccion tomate - F. oxysporum (Clavijo y Cotes,
1998), y por otro lado, en investigaciones llevadas
a cabo en las interacciones pepino cohombro - P.
splendens (Jacqmin et al., 1993), frijol - R. solani
(Mezui et al., 1994) y tomate - R. solani, tomate - F.
oxysporum (Cotes et al., 2001). Con esta cepa de
T. koningiopsis, ademas de un control biolégico
efectivo ejercido contra estos patogenos, se pre-
sent6 un fenémeno de induccién de crecimiento
vegetal.




Tabla 1. Relacion entre el tratamiento de semillas de frijol con celulasa, la colonizacion del tegumento por Trichoderma spp. y el
efecto protector contra P. splendens.

Colonizacion (UFC.g")

Proteccion (%)

Tratamiento en semilla

Thoo3 Tho13 Thoo3 Tho13 Testigo relativo
Agua 8x10* 8x10? 100 6.8 3.2
Celulasa 1x5° 7x10* 100 83.2 432

El aislamiento Th003 de T. koningiopsis fue selec-
cionado por su alta actividad biocontroladora
de P. splendens y se contrasto con el aislamiento
ThO13, que presentd una baja actividad biocon-
troladora.

La alta actividad biocontroladora que ha mos-
trado la cepa Th003 de T. koningiopsis frente a
diferentes patogenos en diferentes especies ve-
getales, también ha estimulado el desarrollo de
algunas investigaciones realizadas por miembros
del mismo grupo, tendientes a dilucidar sus me-
canismos de accion.

Es asi como al estudiar la interaccion T. koningiop-
sis - frijol - Psplendens, Cotes et al. (1996) demos-
traron que el control superior al 95% ejercido
contra el fitopatdgeno al fitoinvigorizar semillas

CMCse A

(unds/g)

Actividad enzimética

0 12 24 36 48
Tiempo (h) después de inocular Trichoderma

e ThO03 s ThQ13 s Teestigo absoluto

mediante pregerminacion controlada de semillas
en matriz solida durante 24 horas en presencia
del biocontrolador estuvo relacionado con varios
fenémenos, entre ellos la colonizacion de los tegu-
mentos por parte de T. koningiopsis mediada por la
capacidad celulolitica de esta cepa (Tabla 1); el con-
sumo de los exudados de la semilla; la produccion de
enzimas liticas de origen microbiano del tipo celula-
sas, exoquitinasas y exo- 31,3 glucanasas, las cua-
les demostraron su habilidad para degradar la pa-
red celular del patdgeno (Figura 3); y la induccién
en el hospedero de proteinas relacionadas por la
patogénesis del tipo endoquitinasas y endo-3-1,3
glucanasas que también demostraron su habili-
dad para degradar la pared celular del patégeno
(Figura 4), sugiriendo asi un fenémeno de induc-
cién de resistencia.

Endo B-1,3 glucanasa B
800

600

400

Actividad enzimatica
(unds/g)

0 12 24 36 48
Tiempo (h) después de inocular Trichoderma

e ThQ3 memmmTh(13 =====Testigo absoluto

Endo-quitinasa C

250 4

200

150 o /
100 4.

50 §

Actividad enziméatica
(unds/g)

0 12

24 36 48

Tiempo (h) después de inocular Trichoderma

e THQQ3 =emmmTh(13 =====Testigo absoluto

Figura 3. Actividad enzimatica (Carboximetilcelulasa CMCse (A), endo- 8-1,3 glucanasa (B) y endoquitinasa (C)) en extractos de
tegumentos de semillas inoculadas con Trichoderma (Th003 y Th013). La actividad enzimética estd indicada como unidades.g-1 de
semilla peletizada. La barra vertical indica el error estandar de la media (n: 9).
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La resistencia inducida es el proceso por el cual las
defensas de la planta son activadas de tal forma
que cuando el patégeno infecta es rapidamente
reconocido por la planta que desarrolla adecua-
das defensas para restringir su desarrollo. La re-

sistencia inducida puede ser localizada (en ésta el
sitio de induccion es la Unica parte de la planta
con elevada resistencia) o puede ser sistémica
(cuando la induccidn en una parte de la planta
lleva a la proteccion de la planta entera).

Inoculacién con Trichoderma koningiopsis

Thoo3
Alta produccion de Celulasas
Alta liberacion de l >> Consumo de exudados por Th003
exudados vegetales » /

%~
> /

Baja produccién de
Endo B-1,3 glucanasa
y Endo-quitinasa
de origen vegetal
constitutivos
Colonizacién del
patoégeno +

AN

Germinacién del
patégeno +

Pythium splendens

Colonizacion de tegumentos
(24 h) por Th003

Sustancias toxicas
termo-estables
producidas en
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Germinacion del
patégeno -

\ Baja liberacion de

exudados en la semilla

Alta liberacion de
Endo B-1,3 glucanasa y
Endo-quitinasa
de origen vegetal

@

L]
1 Colonizacién del
[ patégeno -

/

Expresion de genes
dela planta
relacionados con las
rutas del acido
jasmoénico y el etileno

Figura 4. Modos de accién de T. koningiopsis Th003 definidos para la interaccion frijol - P. splendens. La expresion génica menciona-
da en el esquema es hipotética para frijol, ya que ésta fue demostrada en la interaccion T. koningiopsis-tomate - F. oxysporum.

La resistencia sistémica se divide en dos: 'resis-
tencia sistémica adquirida’ (SAR) o ‘resistencia
sistémica inducida’ (ISR). La SAR es elicitada por
patdégenos necrétrofos que causan reaccion hi-
persensible o por quimicos tales como el acido
salicilico, el acido indol acético (INA) o el 4cido
amino-butirico (BABA) (Ryu et al., 2003). El tema
de induccion de resistencia ha sido ampliamente
estudiado en relacién con las bacterias asocia-
das a las raices, las cuales han demostrado que
pueden aumentar la resistencia o los niveles de
defensa de las plantas a un amplio espectro de
patégenos (Whipps, 2001). Dichas bacterias viven
en o dentro de las raices de las plantas y se nutren
de los exudados de las raices (Pieterse et al., 2002).
Algunas cepas se conocen con el nombre de ri-
zobacterias promotoras del crecimiento de plan-
tas’ o PGPR (del inglés plant growth-promoting
rhizobacteria) (Wei et al.,1996), las cuales pueden
ser usadas como biofertilizantes (Kennedy et al.,
2004). Estas bacterias producen efectos directos
e indirectos sobre el crecimiento y sobre la re-
sistencia a enfermedades (Kennedy et al., 2004;
Persello-Cartieaux et al., 2003).

USO DE Trichoderma koningiopsis Th003 PARA EL CONTROL
DE FITOPATOGENOS EN HORTALIZAS

La resistencia inducida por las bacterias es de tipo
indirecto, eficiente contra plagas y enfermedades
e incrementa la resistencia de la planta en los 6r-
ganos aéreos al activar la formacion de barreras
fisicas y quimicas (Ryu et al., 2003), fenémeno que
es conocido como resistencia sistémica inducida’
(Pieterse et al., 2002). Su ruta de sefalizacién es
independiente del acido salicilico, lo cual la hace
diferente de la resistencia sistémica adquirida
(Persello-Cartieaux et al., 2003).

En el caso de las PGPR se ha demostrado que el
control biolégico mediado por ISR es fundamen-
talmente diferente del control biol6égico debido
al antagonismo. En el primero, un amplio rango
de patdégenos puede controlarse, dado que la
proteccién ocurre en partes de la planta no trata-
das o colonizadas por las PGPR; de tal forma que
mientras las PGPR colonizan las raices, una en-
fermedad foliar puede ser controlada por ISR. En
este Ultimo caso, dado que las defensas generales
del hospedero son activadas, una PGPR que elici-
ta ISR puede provocar la supresion de multiples
patégenos -incluyendo hongos, bacterias, virus y
nematodos- e incluso en algunos casos suprimen




insectos. El estudio de la ISR elicitada por PGPR
se ha concentrado en dilucidar las sefales de las
rutas metabélicas de la planta; sin embargo, evi-
dencias preliminares sugieren que diferentes ru-
tas metabdlicas pueden activarse en las plantas,
dependiendo de las cepas PGPR utilizadas y del
patosistema estudiado.

Algunos géneros de hongos tales como Tricho-
derma, Gliocladium, Coniothyrium, Taloromyces y
Ampelomyces también han mostrado su habili-
dad para inducir resistencia sistémica en una gran
variedad de cultivos (De Meyer et al., 1998; Har-
man, 2001; Howell, 2003). Algunos de estos hon-
gos pueden igualmente tener un efecto positivo
sobre el crecimiento y la cosecha al aumentar la
solubilidad y la toma de los nutrientes. La defensa
sistémica adquirida ha sido ampliamente estudia-
da y varios genes han sido identificados (Maleck
et al., 2000; Glazebrook, 2001). La hipotesis que
se ha formulado a partir de estos estudios es que
una compleja red de rutas de sefalizacion inter-
dependientes lleva la informacién sobre la natu-
raleza del agresor al resto de la planta; no obstan-
te, el conocimiento o entendimiento global de la
resistencia de la planta y el control preciso de las
relaciones entre las rutas de respuesta es todavia
escaso. El reciente desarrollo de herramientas
moleculares que permiten el analisis global de la
expresion génica, admite responder las pregun-
tas mas globales y entender de manera integral
fendmenos complejos como la resistencia de la
planta o su defensa a fitopatdgenos. Una de esas

herramientas son los microarreglos, los cuales
permiten monitorear la expresion a nivel genémi-
co (Mysore et al., 2003; Lee et al., 2004; Lopez et
al., 2005).

Con el propdsito de demostrar el fendmeno de in-
duccion de resistencia de T. koningiopsis Th003, se
utilizd el patosistema tomate - F. oxysporum f.sp.
radicis-lycopersici. Para esto, se utilizaron plantas
de tomate (Solanum lycopersicum) establecidas
en cubos de enraizamiento con el sistema radical
separado en dos porciones. Cuando Th003 se ino-
culé en una porcién de la raiz 96h antes de ino-
cular F. oxysporum en la otra porcion, se presentd
un retraso significativo de la colonizacion del fito-
patégeno en el sistema vascular de la planta, en
comparacion con las plantas inoculadas solamen-
te con el fitopatdgeno. Este resultado demuestra
que T. koningiopsis Th003 estimuld respuestas
sistémicas de defensa en la planta, dado que el
antagonista y el fitopatégeno permanecieron
separados espacialmente. En un ensayo paralelo
también se demostrd la habilidad de T. koningiop-
sis para promover el crecimiento vegetal. Al utili-
zar microarreglos de tomate TOM1, se demostrd
que el tratamiento de las plantas con T. koningiop-
sis afectd los niveles de mRNA de 45 genes: 41 en
raices y 4 en hojas, siendo de particular interés la
induccion de genes involucrados en las rutas del
acido jasmonico y del etileno. La expresion de los
genes seleccionados fue validada utilizando PCR
en tiempo real, demostrando correlacién entre
los dos métodos (Moreno et al., 2009).
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Una vez fue desarrollado un sistema de fermen-
tacion para el aislamiento de Trichoderma konin-
giopsis Th003, se iniciaron los estudios de formu-
lacion de la biomasa. Considerando que dicho
aislamiento en estudios previos demostro su efi-
ciencia tanto para el control de patégenos foliares
como de patdgenos del suelo, se disefiaron dos
tipos de formulacién: un granulado dispersable y
un polvo mojable (Figura 5). El granulado disper-
sable fue disefiado teniendo en cuenta que pudie-
ra ser aplicado directamente al suelo o después
de ser reconstituido en agua en tratamiento de
semillas y sustratos de siembra o directamente en

campo. Esta formulacién incorporé varias fuentes
nutricionales para favorecer la colonizacién del
suelo por parte de T. koningiopsis y de esta forma
darle una ventaja competitiva con respecto a los
demads habitantes naturales del suelo. El polvo
mojable consistié en una formulacién disefiada
principalmente para la aplicacién foliar, donde
la condiciéon mas limitante para la eficiencia del
agente de biocontrol es el efecto de la radiacion
ultravioleta del sol; por tal razén, este prototipo
incluy6 en su composicién protectores solares y
otros auxiliares de formulacién, como protectores
de secado, adherentes y diluentes.

Figura 5. Bioplaguicidas a base de Trichoderma koningiopsis Th003
formulados como granulado dispersable (WG) y polvo mojable (WP).

La formulaciéon granular presenta una concen-
tracién promedio de 5,8 x 108 conidios.g” y un
porcentaje de germinacidon de 98% después de
16 horas de incubacién. En cuanto a las caracte-
risticas fisicas, este granulado tiene un tamafio
de particula de 2 mm y un tiempo de desinte-
gracion inferior a 5 minutos. El producto en pol-
VO presenta una concentracién promedio de 1,0
x 10° conidios.g™, un porcentaje de germinacion
de 95% después de 16 horas de incubacion y un
tamano de particula menor a 100 um.
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Los dos prototipos de bioplaguicida fueron ca-
racterizados y los resultados se presentan en la
Tabla 2. Con dichos resultados se establecieron
los limites de aceptacion para todas las pruebas
de control de calidad de producto terminado, los
cuales son aplicados a cada lote de produccion
para asegurar la repetibilidad de los mismos. Las
caracteristicas de las dos formulaciones se pre-
sentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas de las dos formulaciones a base de Th003

Caracteristica Granulado (WG) Polvo (WP)
Viabilidad 1x10° UFC/g 1x10° UFC/g
Germinacion >80% en 24 horas >80% en 24 horas
Contenido de contaminantes <5x10°UFC/g <5x10°UFC/g
Aspecto Granular Polvo
Tamano de particula 850 - 1500 um Inferior a 100 pm
Color Verde Verde claro a gris
Olor Propio del producto Propio del producto
Humedad 4-7% 4-7%
Densidad apisonada 600 - 620 Kg/L 500 Kg/L
pH 5-7 5-7

Proteccién ultravioleta
ultravioleta

No incluye proteccién
ultravioleta

Incluye filtros

El ideal en los productos biolégicos es mantener
viables y estables las caracteristicas fisiologicas y
de actividad biocontroladora del ingrediente ac-
tivo; sin embargo, dadas las condiciones desfavo-
rables para el microorganismo a nivel ambiental
es preciso desarrollar formulaciones que mejoren
su desempefio en campo, faciliten su manejo y
aplicacién, y permitan su almacenamiento en
condiciones econdmicamente rentables con una
pérdida minima de las cualidades iniciales del
producto (Elzein et al., 2004). Uno de los reque-
rimientos a tener en cuenta para la aceptacion y
comercializacién de un producto biolégico es su
vida util, la que se ve influenciada por factores
de almacenamiento, entre los que se encuentran
la temperatura, la humedad relativa y el tipo de
empaque, determinando el mantenimiento de
las caracteristicas del agente de control biolégi-
co. Por tal razén y como parte de los estudios de
formulacion, se determiné la vida util de dos pro-
totipos de bioplaguicida.

Determinacion de la vida
util de los prototipos de
bioplaguicida

El estudio de vida util de los bioplaguicidas com-
prendio la evaluacion durante 18 meses de dos

prototipos de bioplaguicida, un granulado dis-
persable y un polvo mojable, cuyo principio ac-
tivo consistio en conidios de Trichoderma koningii
Th0O03.

Metodologia

La producciéon masiva del microorganismo se
realizd empleando un sustrato de crecimiento
previamente estandarizado por el Laboratorio de
Control Bioldgico. Posteriormente se elaboraron
los dos prototipos de bioplaguicida, a los cua-
les se les realizaron como pruebas de control de
calidad la determinacién de la concentracién de
conidios, la humedad y pruebas microbiolégicas
para establecer la pureza de los productos desa-
rrollados siguiendo las metodologias estableci-
das por el Laboratorio de Control de Calidad de
Bioplaguicidas BIOTECNICA.

La unidad experimental consistié en bolsas meta-
lizadas selladas al vacio en las que se colocé una
muestra de cada uno de los tratamientos por eva-
luar correspondientes a 1g del prototipo granula-
do dispersable, 0,1g del prototipo polvo mojable
y 0,1g de conidios secos del microorganismo sin
formular; las muestras y contramuestras fueron
almacenadas a tres temperaturas: 4°C, 18°C y
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28°C. Las evaluaciones se realizaron cada tres
meses contando con seis repeticiones por trata-
miento (3 de la muestra y 3 de la contramuestra)
y determinando en cada tiempo de evaluacion el
porcentaje de germinacidon del microorganismo
en medio Agar Extracto de Malta. Las muestras
fueron colocadas en tubos de ensayo con 9 ml de
una solucién de Tween 80 al 0,1% y se realizaron
diluciones seriadas en base 10 hasta 1073, A partir
de las dos ultimas diluciones se sembraron 100ul
en tres cajas de Petri con el medio antes mencio-
nado y se llevaron a incubacién a 25°C durante
24 horas, tiempo después del cual se determiné
el porcentaje de germinacién de los conidios me-
diante observacion a microscopio de 10 campos
opticos.

Resultados

Los prototipos de los bioplaguicidas no presen-
taron una disminucién de la germinacién cuan-
do fueron almacenados durante 18 meses a 4°C,
mientras que los conidios sin formular reduje-
ron su porcentaje de germinacion del 96,97% al
20,1% para el noveno mes de almacenamiento.
Este comportamiento sugiere que a una tempe-
ratura de 4°C los auxiliares de formulacién de los
dos prototipos de bioplaguicida posiblemente
ejercieron un efecto positivo sobre los conidios
del hongo durante el tiempo de almacenamien-
to, impidiendo la induccion de fuertes estados de
latencia.

Dentro de los auxiliares de formulacion emplea-
dos para la elaboracion de los dos prototipos de
bioplaguicida se encuentran algunas sustancias
protectoras de secado y ciertos compuestos
que tienen un efecto osmorregulador sobre el
microorganismo. Los protectores de secado son
principalmente sustancias que protegen la inte-
gridad de la membrana celular durante el proceso
de deshidratacion. Este efecto fue reportado por
Jackson et al. (2006), quienes evaluaron diferen-
tes formulaciones del hongo entomopatégeno
Paecilomyces fumosoroseus con el propdsito de
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aumentar su tolerancia a la desecacién y su esta-
bilidad durante el almacenamiento. Los autores
observaron un aumento significativo de la viabi-
lidad de las blastosporas del hongo al ser almace-
nado durante 12 meses a 4°C y -20°C, respuesta
que atribuyeron a la adiciéon de protectantes a
la formulacion del bioplaguicida; a diferencia de
ello, los conidios sin formular presentaron una
disminucién dréstica en los porcentajes de ger-
minacién a partir del segundo mes de almace-
namiento, llegando a obtener valores cercanos al
20%.

Compuestos de tipo poliol denominados solutos
compatibles son cominmente utilizados como
protectores de secado. Estos compuestos son
acumulados por las células permitiéndoles man-
tener el equilibrio osmético intracelular, la inte-
gridad de las proteinas y protegiendo ciertas es-
tructuras membranales. Dichos compuestos son
generalmente azucares o alcoholes que estan re-
lacionados con la tolerancia del microorganismo
ante el estrés osmotico que se puede generar en
el proceso de elaboracién del bioplaguicida (Aba-
dias et al., 2000).

Cuando el almacenamiento se realizé a 18°C, el
producto en polvo mantuvo estable su germina-
cién durante los 18 meses de almacenamiento
(Figura 6), obteniéndose valores de germinacién
que oscilaron entre el 94,8% y el 96,8%. Por el
contrario, el tratamiento correspondiente a los
conidios sin formular presenté una disminucion
progresiva de la germinaciéon a partir del sex-
to mes de almacenamiento hasta obtener una
germinacion del 4,2% luego de 18 meses de al-
macenamiento. Un comportamiento similar fue
observado para el producto granulado, el cual
mantuvo su germinacién por encima del limite
de aceptacién equivalente al 80%, hasta el nove-
no mes de evaluacion. En el mes 12 se observé
una reduccién de la germinacién, la cual presenté
valores inferiores al 10%; con todo, después de
incubar las muestras por 36 horas se alcanzaron
niveles de germinacién superiores al 95%, lo que
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sugiere que el almacenamiento no causé la muer-
te celular sino que indujo al microorganismo en
un estado de latencia o dormancia, que retardé la
recuperacion metabdlica de las células y el proce-
so de germinacion. Algunos autores han estable-
cido que las formulaciones de microorganismos
requieren que el ingrediente activo (conidios del
hongo) entre en un estado de latencia durante el
almacenamiento para mantenerse estable y no
pierda sus caracteristicas fisiolégicas y de activi-
dad biocontroladora en el momento de su aplica-
cién (Murillo et al., 2003).

La latencia es un estado en el que el microorga-
nismo reduce su metabolismo dando lugar a una
reactivacion y recuperacion fisioldgica mas lenta.
Un comportamiento similar al presentado con T.
koningiopsis Th003 fue observado por Moore et al.
(1995) después de almacenar conidios de Metar-
hizium flavoviride durante 160 semanas a 8°C, los
autores evidenciaron una reduccién en la germi-
nacién del hongo la cual fue atribuida al hecho de
que cada microorganismo posee una tempera-
tura 6ptima para su desarrollo y cambios en ésta
pueden generar una pérdida de su viabilidad y la
entrada en estados de latencia.

En los resultados correspondientes a las muestras
de bioplaguicida almacenadas a 28 °C se observd
una reduccién en la capacidad de germinacion de
T. koningiopsis tanto formulado como sin formular
(Figura 6). Los conidios sin formular presentaron
una disminuciéon de su germinaciéon del 93,6%
luego de seis meses de almacenamiento, pero
luego de incubar las muestras por 36 horas se
alcanzé una germinacién superior al 95%, lo que
sugiere —al igual que cuando el almacenamiento
se realiz6 a 18°C- que el microorganismo entré
en un estado de latencia a causa del almacena-
miento a 28°C. Para los dos prototipos de biopla-
guicida la germinaciéon se mantuvo por encima

del 80% hasta los seis meses de almacenamiento
y a partir de dicho tiempo la germinacién decay6
drasticamente, siendo superior al 80% al incre-
mentar los tiempos de incubacion.

La temperatura de almacenamiento es un fac-
tor critico que determina la conservacién de la
viabilidad y la actividad biocontroladora de los
bioplaguicidas. Resultados similares a los obte-
nidos en el presente estudio fueron observados
por Zahng et al. en el 2006, quienes evaluaron el
almacenamiento bajo dos temperaturas de una
formulacién a base de la levadura Cryptococcus
nodaensis. Los autores observaron una viabilidad
del principio activo entre 7,8 y 8 Log UFC g' cuan-
do el producto fue almacenado a 4°C, mientras
que el almacenamiento a temperatura ambiente
(25°C) provocd una reduccién en el conteo de
unidades formadoras de colonia hasta valores in-
feriores de 5 Log UFC g'luego de 14 semanas de
almacenamiento.

Factores ambientales como la temperatura y la
humedad relativa determinan en gran medida la
vida util de los bioplaguicidas; es asi como tem-
peraturas de 4°C y humedades relativas cercanas
al 12% mantuvieron alta la viabilidad y actividad
bioocontroladora de una formulacién granular a
base de Alternaria alternata durante 20 meses de
almacenamiento. Esta misma formulacion al ser
almacenada a 20°C presentd una reduccion sig-
nificativa en su eficacia y viabilidad luego de 12
meses de almacenamiento (Lawrie et al., 2002).
Asimismo, el producto Pesta —cuyo principio ac-
tivo es Fusarium oxysporum Foxy 2- present6 una
reduccion del 32% y 21% en su viabilidad luego
de seis y doce meses de almacenamiento, respec-
tivamente. Los autores afirmaron que la pérdida
rapida de las reservas endégenas de carbono fue
una de las posibles causas que ocasionaron bajos
niveles de viabilidad del microorganismo almace-
nado a 25°C (Elzein et al., 2004).
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Figura 6. Cinética de la germinacién de los conidios de T. koningiopsis Th003 formulados y sin formular,
durante 18 meses de almacenamiento a diferentes temperaturas.

Por otra parte, formulaciones oleosas a base de
Metarhizium flavoviride presentaron una dismi-
nucion en la germinacién y muerte de conidios
luego de 8 horas de almacenamiento a tempera-
turas de 45°C, efecto atribuido por McClatche et
al. (1994) al desarrollo de mecanismos de protec-
cién, como por ejemplo las proteinas de choque
térmico. Al igual que en los ensayos anterior-
mente mencionados, Trichoderma koningiopsis
Th003 mostré una mayor viabilidad y vida util
cuando fue almacenado a temperatura de 4°C,
presentando una disminucién en dichos valores
a medida que se aumento6 la temperatura de al-
macenamiento a 28°C. En todos los tratamientos
evaluados en el presente estudio se observé que
al aumentar la temperatura de almacenamiento
aumentd el efecto deletéreo sobre la germina-
cién, lo que sugiere que para aumentar la vida util
de los prototipos, estos deben ser almacenados a
la menor temperatura posible.

Los resultados de las seis réplicas de la cinética
de la germinacién de cada tratamiento fueron
sometidos a un analisis de regresién, a partir del
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que se elaboré la linea de tendencia, sobre la
cual se extrapol6 la vida util de cada producto,
teniendo en cuenta una germinacién minima
del 80%.

Los mayores tiempos de vida util se obtuvieron
con el prototipo en polvo almacenado a 4°C y
180°C, asi como con el prototipo granulado a 4°C
(Tabla 3). Por otra parte, la temperatura de 28°C
presentd un efecto nocivo sobre el microorganis-
mo, observandose tiempos de vida util de 3,3 y
3,7 meses para los productos granulado y polvo
respectivamente, y 0 meses para las esporas sin
formular.

Estos resultados evidencian el efecto protector
que tienen los excipientes sobre el microorga-
nismo, asegurando su estabilidad durante el pro-
cesamiento y almacenamiento, ayudando a su
aplicacion en campo, protegiendo el producto de
condiciones ambientales desfavorables y promo-
viendo la efectividad del bioplaguicida sobre el
agente blanco.




Tabla 3. Tiempo de vida util de prototipos de bioplaguicida a base de Th003

Producto Temperat.ura de Tie’n?po de vida
almacenamiento (°C) util (meses)

Conidios sin formular 4 3,7
Conidios sin formular 18 33
Conidios sin formular 28 0
Prototipo granulado 4 18
Prototipo granulado 18 52
Prototipo granulado 28 33

Prototipo polvo 4 18

Prototipo polvo 18 18

Prototipo polvo 28 3,7

Aunque la mayoria de bioplaguicidas que se en-
cuentran en el mercado internacional deben ser
almacenados en condiciones de refrigeracion, a
partir de los resultados del estudio se puede re-

comendar el almacenamiento del prototipo en
polvo a una temperatura promedio de 18°C. Para
el prototipo granulado se recomienda el almace-
namiento bajo condiciones de refrigeracion.
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Las prospecciones econdmicas y comerciales de
la produccidon de bioplaguicidas dependen en
gran medida del éxito o del fracaso de su esca-
lamiento. El escalamiento es un mecanismo me-
diante el cual se trasladan condiciones y variables
de operacién de un proceso en un equipo o sis-
tema determinado, a otro de tamaiio diferente
(Gallego et al., 2002). Con el escalamiento de la
produccién de bioplaguicidas se busca mantener
tanto las condiciones éptimas de crecimiento del
microorganismo como la generacién y separa-
ciéon de metabolitos y/o biomasa encontrados a
nivel de laboratorio, obteniendo resultados simi-
lares en cuanto a rendimientos y productivida-
des. Para el escalamiento se debe recoger la ma-
yor cantidad de informacion posible del proceso
que se escalara en condiciones de laboratorio, lo
que implica conocer la fenomenologia del proce-
so y factores tales como la temperatura, la con-
centracion de nutrientes, el pH y la actividad del
agua, entre otros. Adicionalmente, con los datos
experimentales generados se deben realizar ba-
lances de materia y determinar los rendimientos
en términos de cantidad de microorganismo por
sustrato y cantidad de sustrato por producto final
(Duarte, 1995). Teniendo en cuenta estos aspec-
tos, para el escalamiento a nivel planta piloto de
la produccién del bioplaguicida a base de Tricho-
derma koningiopsis Th003, surgieron las operacio-
nes y puntos criticos descritos en la Figura 7.

Entre las técnicas de fermentaciéon mas estudia-
das para la produccién de hongos filamentosos
se encuentran la fermentacion sélida (SSF), la
fermentacion sumergida (SmF) y la fermentacién
bifasica (mezcla de SSF y SmF). Para los procesos
de SSF los factores mas importantes incluyen el
tipo de sustrato, microorganismo, el contenido de
humedad, el pH y la altura de la matriz sélida. Por
otro lado, en la fermentacion sumergida (SmF)
para hongos filamentosos los factores mas impor-
tantes a controlar son las condiciones reolégicas
de operaciéon como la viscosidad, densidad y las
velocidades de agitacion; de igual forma el pH y
la concentracién de oxigeno disuelto (Singhania
etal., 2008).

En el Laboratorio de Control Biolégico del Centro
de Biotecnologiay Bioindustria de CORPOICA, tras
varios estudios de crecimiento comparativo para
la producciéon masiva de Trichoderma koningiop-
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sis Th003 se desarrollé un método de produccion
masiva eficiente en un medio sélido compuesto
por cereales y que luego fue codificado como SS1.
No obstante, las condiciones del proceso de fer-
mentacion para este hongo no habian sido estan-
darizadas a nivel planta piloto, por lo que se hizo
necesario su estandarizacién para la obtencién de
conidios del hongo biocontrolador.

Una vez las condiciones de produccién masiva de
T. koningiopsis a escala piloto se estandarizaron,
este principio activo fue formulado para la obten-
cién de un bioplaguicida en forma de polvo moja-
ble (WP). Las operaciones unitarias de separacion,
mezcla y secado fueron escaladas a nivel planta
piloto, y la eficiencia de las mismas se evalud te-
niendo en cuenta los puntos criticos de estos pro-
cesos (Figura 7).

El escalamiento de la produccién a nivel planta
piloto fue realizado en la planta de bioplaguici-
das ubicada en CORPOICA, Tibaitatd. Esta planta
cuenta con instalaciones adecuadas para la pro-
duccién de bioplaguicidas a nivel semicomercial
y equipos apropiados para las operaciones de
fermentacién, separacion del principio activo,
mezcla, granulacion y secado. La planta también
cuenta con areas para el control de calidad de ma-
terias primas, asi como de productos terminados
y en proceso.

Escalamiento del
proceso de fermentacion
de T. koningiopsis
Th0O3

Teniendo en cuenta los resultados mostrados en
el capitulo anterior sobre produccién masiva, se-
leccion del medio de cultivo y condiciones de fer-
mentacién para Th003, se establecieron y estan-
darizaron las metodologias de fermentacion para
la produccion a escala planta piloto. Para la estan-
darizacion se evalud la fermentacion bifasica'y s6-
lida con el fin de determinar cudl de las dos me-
todologias alcanzaban mayores rendimientos en
términos de cantidad de conidios/kilogramo de
sustrato/hora de fermentacion (conidios/kg/h).

e
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Figura 7. Esquema general del escalamiento de produccién del bioplaguicida
a base de T. koningiopsis Th003.

Fermentacion bifasica

Para la estandarizacién de la fermentacién bifasi-
ca se realizé inicialmente la fermentacion liqui-
da, determinando las condiciones 6ptimas para
maximizar la producciéon de conidios de Th003
en un fermentador de tipo Airlift. Este medio de
cultivo fue el indculo para la fermentacién sélida
realizada en un fermentador de bandejas. Ambos
fermentadores fueron disefiados y puestos en
marcha previamente en el Laboratorio de Con-
trol Bioldgico.

La cepa del microorganismo fue suministrada
por el Banco de Germoplasma del Laboratorio
de Control Biolégico de CORPOICA. Su manteni-
miento a corto plazo (3 - 5 semanas) se realizé me-
diante el almacenamiento de cajas de Petri con
el hongo esporulado, en medio agar PDA a 4°C.
Para la conservacion a largo plazo (6 - 48 sema-
nas) suspensiones de conidios de T. koningiopsis

se mantuvieron en un medio con peptona 1%, y
un agente crioconservante (glicerol 10%) a -72°C.

Primera fase:
Fermentacion liquida

« Preparacion del preindculo

A partir de cultivos en medio agar PDA con el
hongo crecido de 7 dias de edad, se removieron
los conidios mediante la adiciéon 10 ml de una so-
luciéon de Tween 80 al 0,1% (v/v). La suspensién de
conidios obtenida se ubicé en un tubo estéril y se
homogeneizé en un agitador vibratorio durante
30 segundos; a partir de esta suspension madre
se realizaron diluciones seriadas usando una solu-
cion de Tween 80 al 0,1% (v/v), con el fin de obte-
ner una suspension de 1x107 conidios/ml.
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Consecutivamente, se inocularon 2,5 ml de la sus-
pensién de conidios mencionada anteriormente
en erlenmeyers de 125 ml de capacidad que con-
tenian 25 ml del medio estéril codificado como
SL1 (Pefa, 2002). Los erlenmeyers se incubaron
a 25°C con agitacion constante (180 rpm) en un
bafo termostatado Lindberg Blue® durante 24 ho-
ras. Transcurrido este tiempo, se realizé el control
de calidad del caldo de fermentacién mediante
una coloraciéon de Gram buscando detectar pre-
sencia de bacterias y de azul de lactofenol para
visualizar las estructuras fiingicas. Posteriormen-
te, se llevaron a cabo tres cambios de volumen su-
cesivos en erlenmeyers de 125 ml, 500 ml y 1000
ml manteniendo una relacién volumen medio de
cultivo: volumen del erlenmeyer de 1/5. Los erlen-
meyers fueron incubados bajo las mismas condi-
ciones descritas arriba, y las coloraciones antes
mencionadas fueron realizadas para verificar la
pureza del cultivo y para observar microscépica-

mente la morfologia del hongo. Finalmente, los
preindculos se inyectaron a un fermentador tipo
Airlift para la evolucion de la fermentacion liquida
y estandarizacién del proceso.

« Fermentacion en biorreactor
Airlift de 20 litros

El fermentador Airlift (Figura 8) es un equipo neu-
matico de contacto gas-liquido en el que el gas
(aire u oxigeno) cumple las funciones de agita-
cién, contribucidn a la transferencia de calor y
suministro de oxigeno (Florez, 2002).

En el disefio del equipo se tuvieron en cuenta
parametros como la geometria, el volumen del
reactor, el tipo de lazo, la relacién altura-diametro,
el separador gas-liquido, la instrumentacién vy el
material de construccion. En laTabla 4 se resumen
las principales caracteristicas del fermentador Air-
lift disefado (Flérez, 2002).

Tabla 4. Principales caracteristicas del fermentador Airlift, disenado en el

Laboratorio de Control Bioldgico.

Caracteristica

Descripcion

Volumen 20 litros
Tipo de Lazo lazo interno
Relacion altura-didmetro 5
Tipo de distribuidor de aire Anular

Material de construccion

Acero inoxidable
y vidrio

Figura 8. Fermentador Airlift

La seleccion de los factores y niveles por evaluar
para la fermentacion liquida de T. koningiopsis
ThOO3 se realiz6 teniendo en cuenta las carac-
teristicas relacionadas con el equipo (altura de
la zona de ascenso) y condiciones fisicas de la
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fermentacién (caudal de aire y volumen de anti-
espumante) (Tabla 5). Para la estandarizacion, se
empled un disefo experimental factorial fraccio-
nado a la mitad que incluyo6 seis fermentaciones
(Tabla 6). Todas las fermentaciones fueron evalua-
das a 25°Cy por un tiempo de 48 horas.




Tabla 5. Factores y niveles evaluados durante la fermentacion liquida del hongo Trichoderma koningiopsis Th003 en un biorreactor
Airlift de 20 litros.

Variable
Factores Nivel bajo Nivel alto de respuesta
Altura de la zona de ascenso 44,3 cm 55,1cm .
Concentracién
Caudal del gas de entrada 0,5 vvm 0,75 vvm de b!omasa
(micelio
rincipalmente, g/L
Volumen de antiespumante 0,075% (v/v) 0,1% (v/v) P P gL
15 ml 20 ml

Tabla 6. Matriz del disefo experimental factorial fraccionado para la fermentacion liquida del hongo Trichoderma koningiopsis
Th0O03 en un biorreactor Airlift de 20 litros.

Variable

Altura de la zona

Caudal Volumen de

Fermentacion de ascenso (cm) de aire (vvm) antiespumante (ml)
1 44,3 0,75 15
2 44,3 0,75 20
3 551 0,5 15
4 551 0,5 20
5 58,7 0,42 22
6 68,3 0,20 18

Durante las fermentaciones llevadas a cabo se
presenté una morfologia mixta con presencia de
agregados de diversos tamafios, observandose
un rapido crecimiento micelial que increment? la
viscosidad del liquido y cambié gradualmente el
color del medio a medida que transcurrié el perio-
do de incubacion (48 horas). En concordancia con
lo anterior, durante las fermentaciones 1y 2 en las
que la velocidad de agitacion fue elevada (=0,75
vvm), el micelio libre fue la forma de biomasa
predominante. Por el contrario, en las fermenta-
ciones 3, 4,5y 6 a velocidades de agitacion bajas
(=0,5 vvm), la forma de biomasa presente estuvo
constituida en su totalidad por micelio en forma
de agregados; sin embargo, en ninglin caso se
present6 una limitaciéon de oxigeno, pues el oxi-
geno disuelto se mantuvo en valores superiores
a 50% con todos los caudales de aire evaluados.

Los datos de peso seco obtenidos experimen-
talmente permitieron comprobar la hipdtesis
de que los factores evaluados afectaron direc-
tamente la productividad del proceso de fer-
mentacion liquida, ya que las diferencias entre
tratamientos presentaron una variaciéon hasta
del 10,23% y al realizar el andlisis estadistico de
los datos empleando la prueba LSD -con un 95%
de confianza- se determind que existieron dife-
rencias significativas entre fermentaciones. Los
mejores resultados en términos de biomasa seca
(15,619/1) se obtuvieron bajo las condiciones de-
finidas en la fermentacion 4, las cuales fueron:
altura del riser 55,1 cm; caudal de aire 0,5 vvm; y
volumen de antiespumante 20 ml.

De otra parte, se observd que el contenido de
glucosamina fue directamente proporcional a la
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concentracion de biomasa fungica, independien-
te del tiempo de fermentacién y de la edad del
microorganismo. Estos resultados coinciden con
los trabajos descritos por Tomaselli et al. (2001) y
Drysdale et al. (1972), en los que se determind que
el factor mas importante en los procesos de esca-
lamiento fue la aireacion.

Se llegé a la conclusion que el cambio en la mor-
fologia del hongo fue un elemento que influyé de
manera negativa sobre la producciéon de biomasa
al final del proceso, siendo necesaria la realiza-
cién de un control exacto sobre las condiciones
de incubacion respecto a la etapa del precultivo,
la temperatura y de la agitacion.

p=0.1
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Figura 9. Diagrama de Pareto para los factores evaluados durante la fermentacion liquida
en un biorreactor Airlift. Codificacién de los factores: A: Altura zona de ascenso;
B: Caudal de aire; C: Volumen de antiespumante.

De acuerdo con el andlisis Pareto (Figura 9) nin-
guno de los factores presentoé un efecto significa-
tivo sobre la concentracién de biomasa obtenida
después del proceso de fermentacion liquida. Se
pudo observar que el efecto mas importante fue
la interaccién de dos factores altura de la zona de
ascenso y caudal de aire (AB) con un efecto ne-
gativo, mientras que el menor efecto lo presentd
caudal de aire y volumen de antiespumante (BC),
de forma negativa. En cuanto a la combinacion
altura de la zona de ascenso y volumen de anties-
pumante su efecto fue positivo.

Segunda Fase:
Fermentacion Sélida

Una vez conocidas las mejores condiciones para
la produccion de T. koningiopsis Th003 en fermen-
tacion liquida y utilizando este caldo resultante
como indculo, se evalué la fase de fermentacién
solida. Para esta segunda fase se utilizo el sus-
trato sélido compuesto por granos de cereales,
codificado como SS1. Existen tres grandes tipos
de biorreactores para la fermentacién solida: el
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lecho empacado con aireacion forzada, el tambor
rotatorio y las bandejas con sustrato estatico (Ger-
vais, et al., 2003), a este Ultimo grupo pertenece el
fermentador utilizado y ubicado en el Laboratorio
de Control Biolégico.

Para determinar las condiciones dptimas de ope-
racion, se aplicé un disefio experimental simplex.
La eleccién de los factores se efectud teniendo en
cuenta 3 tipos de caracteristicas: las relacionadas
con el equipo (numero de bandejas), las condicio-
nes fisicas de la fermentacion (temperatura) y las
relacionadas con el hongo T. koningiopsis cepa
Th0O03 (volumen de indculo).

Se eligié la temperatura, debido a que éste es un
factor clave dentro del proceso de fermentacion
sélida y asi mismo esta directamente relacionado
con la actividad metabdlica del microorganismoy
la velocidad de crecimiento (Krishna, 2005). El vo-
lumen del inéculo liquido obtenido en el fermen-
tador Airlift y aplicado al sustrato sélido es un fac-
tor importante, ya que de su concentracion final
depende la velocidad de colonizacién del sustrato
sélido (Krishna, 2005 y Pandey, 2003). La cantidad
de bandejas empleada para llevar a cabo cada co-




rrida experimental es importante, puesto que el
espacio entre bandejas limita la entrada de luz al
sistema (sustrato + microorganismo). La variable
respuesta escogida fue la concentracion final de

conidios, y los niveles seleccionados para cada
uno de los factores se determinaron teniendo
en cuenta los valores reportados por la literatura
consultada para este tipo de procesos (Tabla 7).

Tabla 7. Factores y niveles evaluados para la fermentacion sélida del hongo T. koningiopsis Th003 en un biorreactor de bandejas.

Variables de estudio Nivel bajo  Nivelalto Variable
respuesta
Temperatura 25°C 27°C
Cantidad de bandejas 10 15 Concentracion
de conidios
Volumen de inéculo liquido 110 ml 220 ml (conidios/q)

Caudal de aire inyectado

0vvm; 0,25 vvm; 0,5 vvmy 1 vvm

El sustrato solido se inoculé con el caldo de fer-
mentacion proveniente del biorreactor Airlift; la
temperaturay el caudal de aire se ajustaron segun
las condiciones de fermentacién establecidas.

La evaluacion del proceso de esporulacién del
hongo se hizo al dia 7 de fermentacién. Los fac-
tores evaluados durante el proceso de fermenta-
cién bifasica tuvieron diferentes efectos sobre la
concentracion de conidios obtenida. Al analizar
por separado el efecto de los factores principa-
les, se registré que la cantidad de bandejas fue el
factor que tuvo mayor influencia sobre la variable
de respuesta, siendo éste un efecto negativo. En
segundo lugar en magnitud se encontré el factor
temperatura, el cual presenté un efecto positivo
sobre la concentracién de conidios; mientras que
el tercer factor en orden de magnitud se refiere

a la concentracion del indculo proveniente de la
fermentacion liquida anterior y no presenté efec-
to alguno sobre la conidiacién del hongo T. konin-
giopsis Th0O3 (Figura 10).

En funcién de los resultados obtenidos se pudo
concluir que el volumen de indéculo emplea-
do (en forma de micelio principalmente) no
presentd un efecto significativo sobre la con-
centracion de conidios obtenida al final de la
fermentacion bifasica, debido a que los niveles
de los volumenes evaluados fueron suficientes
para cubrir de forma homogénea el sustrato
solido y permitir asi una esporulacién similar;
aunque la combinacién del volumen de inéculo
con el factor temperatura mostré tener el ma-
yor efecto negativo sobre la produccioén final de
los conidios del hongo.
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Figura 10. Representacion grafica de los efectos principales sobre la concentracion de conidios de los factores evaluados
en la fermentacion sélida.
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Los mayores resultados de concentracién del
hongo fueron alcanzados bajo las condiciones
de temperatura de incubacién de 27°C, 0 vvm de
flujo de aire y 220 ml de inéculo (Tabla 8, Figura

11). La concentracién de conidios en las bandejas
estuvo en el orden de 109 conidios/g, siendo el
valor maximo 2,79x10° conidios/g y un valor pro-
medio de 1,29x10° conidios/g.

Tabla 8. Resultados fermentacién bifasica de T. koningiopsis

Bandeja Concentracion (conidios/g) Log concentracion
1 1,71x10° 9,23
2 9,80x10° 8,99
3 2,79x10° 9,45
4 9,84x108 8,99
5 6,70x108 8,83
6 1,13x10° 9,05
7 1,08x10° 9,03
8 1,00x10° 9,00
Desviacion estandar 0,19
Promedio concentracién 1,29x10°
Coeficiente de variacion (%) 0,02

Tras 9 dias de fermentacién, divididos en 2 dias
en fermentacion liquida y 7 dias en fermentacion
solida, la productividad promedio de la fermenta-
cion biféasica fue de 5,97x10° conidios/kg/h. Este
valor es relativamente bajo comparado con los

alcanzados por Kubota (1995) junto con Agosin
y colaboradores (1997), quienes obtuvieron valo-
res de 6,0x10" conidios/kg/h y 1,4x10"" conidios/
kg/h respectivamente, en fermentacién sélida de
Trichoderma harzianum.

Figura 11. Crecimiento de T. koningiopsis Th003 por fermentacién bifasica
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La baja productividad alcanzada en la fermenta-
cién bifasica fue consecuencia del largo tiempo
de fermentacion (216 h) que incluye la produc-
cién del preindculo (48 horas), haciendo que la
concentracion del orden de 10° conidios/g en-
contrada al final de la fermentacién sélida no sea
suficiente para alcanzar una productividad supe-
rior a 1,0 x10" conidios/kg/h.

- Fermentacion sdlida

La fermentacion en estado solido (SSF) se defi-
ne como el cultivo de microorganismos sobre un
soporte solido humedecido, un vehiculo inerte o
sobre sustratos insolubles que ademas pueden ser
usados como fuente de carbono y de energia. La
fermentacion tiene lugar en ausencia o con muy
baja cantidad de agua libre (Holker et al., 2004). La
fermentacion solida es utilizada en varios biopro-
cesos como bioremedacién, biodegradacion de
compuestos toxicos y biotransformacion de resi-
duos agricolas, asi como en la produccién de meta-
bolitos secundarios como antibiéticos, alcaloides,
factores de crecimiento de plantas, enzimas, aci-
dos organicos, biocombustibles y bioplaguicidas.
Frente a la fermentacion liquida, la solida presenta
rendimientos mas altos para el caso de hongos fi-
lamentosos; esto se atribuye principalmente a que
la fermentacion solida simula el habitat natural del
microorganismo (Pandey, 2003).

La fermentacion sélida de T. koningiopsis Th003 se
llevd a cabo en el mismo fermentador sélido es-
tatico de bandejas descrito anteriormente. El sus-
trato fue el mismo que el utilizado para la fermen-
tacion bifasica, es decir el codificado como SS1.

Con el fin de estandarizar los procedimientos de
fermentacién sélida a escala piloto, y teniendo
en cuenta los resultados encontrados en la fer-
mentacion bifasica en cuanto a la influencia del
numero de bandejas, se realizaron 4 lotes con 14
bandejas cada uno.

El indculo se prepard a partir de cajas con medio
agar PDA con el hongo crecido después de 7 dias,
se adicionaron 10 ml de una solucién de Tween
80 al 0,1% (v/v) y se removieron los conidios de
Th003 usando un asa bacteriolégica. La suspen-
sion de conidios obtenida fue ajustada a valores
cercanos a 1,0x107 conidios/ml.

A diferencia de la fermentacién bifasica, don-
de la inoculacién del sustrato se hizo desde la
bomba de inyeccién a través de boquillas de
1 mm, la inoculacién del sustrato con T. konin-
giopsis Th003 en fermentacion soélida se realizé
por aspersién directa. Posteriormente, éstas
fueron incorporadas al fermentador, donde
se mantuvieron en condiciones promedio de
27°C, una humedad entre 60% y 65%, y sin in-
yeccion de aire.

Tras seis dias de incubacién, se hizo un mues-
treo al azar de 5 g del sustrato colonizado
por cada bandeja. A estas muestras se les
determiné la concentracién (conidios/g) por
recuento en cdmara de Neubauer y el con-
tenido de humedad (%) usando una balanza
halégena OHAUS MB 45, y a los resultados
obtenidos se les determiné el coeficiente de
variacién para verificar el nivel de reproduci-
bilidad entre lotes.

En los cuatro lotes se observé que la humedad del
sustrato dentro del fermentador mostré variabili-
dad entre bandejas, presentandose los menores
valores en las bandejas cercanas a la resistencia
del fermentador (bandeja 13 y 14) (Figura 12).
Adicionalmente, los coeficientes de variacion en-
tre lotes fueron superiores al 10%, encontrandose
valores entre 14,75 y 18,44% (Tabla 9). Esta varia-
bilidad en el contenido de humedad podria ser
causada por el gradiente dentro de la camara del
fermentador. Resultados similares fueron encon-
trados por Cruz (2007), quien reportd un gradien-
te de humedad al finalizar la fermentacion entre
19% y 39%.
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Figura 12. Humedad (%) del sustrato colonizado por T. koningiopsis Th003
en fermentacion sélida

Tabla 9. Coeficientes de variacion de la humedad (%) y concentracion final (conidios/g) del sustrato esporulado para la
fermentacion solida.

Coeficiente de variacion

Coeficiente de variacion

Lote para la concentracion (%) para la humedad (%)
Lote 1 14,75 1,14
Lote 2 15,69 2,60
Lote 3 18,10 2,42
Lote 4 18,44 1,64

En cuanto a la concentracion del sustrato colo-
nizado, después de seis dias de fermentacién
en los cuatro lotes se encontraron en la mayo-
ria de los casos valores por encima de 1,0x10°
conidios/g (Figura 13), demostrandose una ho-
mogeneidad en el crecimiento del hongo en la
totalidad de lotes evaluados. Este crecimiento
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fue uniforme no solo en la superficie del sus-
trato sino también en su interior (Figura 14). Al
determinar los coeficientes de variacion por lote
(Tabla 9) se encontraron valores entre el 1,14y
2,60%, valores inferiores al 10% que nos indican
que la produccion entre lotes fue reproducible
en el tiempo.

M lote 1

lote 2
M lote 3
M lote 4

8 9 10 1 12 13 14

Numero de bandeja

Figura 13. Concentracion (conidios/g) de T. koningiopsis ThO03 en el sustrato colonizado por fermentacion sélida.
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Al evaluar el rendimiento en los cuatro lotes en tér-
minos de conidio/kg/h se encontraron valores en-
tre 9,15x10°y 1,93x10 conidios/kg/h con un valor
promedio de 1,42x10'" conidios/kg/h (Tabla 10).
Estos resultados son cercanos a los encontrados

por Kubota (1995) y Agosin y colaboradores (1997),
quienes describieron rendimientos de 6,0x10'° co-
nidios/kg/h y 1,4x10" conidios/kg/h respectiva-
mente, con una cepa de T. harzianum para fermen-
taciones solidas con granos de maiz como sustrato.

Figura 14. Crecimiento de T. koningiopsis Th003 por fermentacion sélida

Tabla 10. Rendimiento en el proceso de fermentacion sélida de T. koningiopsis ThO03

Lote Rendimento SSF (conidios/kg/h)
Lote 1 9,15x 10°
Lote 2 1,41 x 10"
Lote 3 1,63 x 10"
Lote 4 1,93 x 10"

Al comparar los resultados de rendimiento de la
produccion de conidios tanto en fermentacion bi-
fasica (5,97x10° conidios/kg/h) como en fermen-
tacion sélida (1,42 x10' conidio/kg/h) se puede
concluir que el proceso SSF presenté cerca del

doble de rendimiento. Este analisis permiti6 se-
leccionar la fermentacién SSF como el proceso es-
tandar para la produccion de la biomasa utilizada
como principio activo del bioplaguicida a base de
T. koningiopsis Th003.
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Cabe anotar que el producto de la fermentacion
solida tiene algunas ventajas, ya que la pared
celular de las esporas es mucho mas gruesa, au-
mentando su durabilidad y permitiendo que ésta
persista por mas tiempo en condiciones adversas.
De hecho, se ha demostrado que la pared celular
de las esporas aéreas es el doble de gruesa que la
de las esporas producidas en medio liquido.

Otro factor de relevancia son las propiedades hi-
drofdbicas que exhibe una espora producida en
un sistema de fermentacién sélida, determinado
por la acumulacién en la pared celular de protei-
nas hidrofébicas y compuestos como las tricorzia-
ninas, que en conjunto repelen el agua. Esto tiene
gran importancia para una rapida y persistente
adherencia a la superficie de las plantas y de otros
hongos, los cuales tienen iguales propiedades de
hidrofobicidad (Jenkins et al., 2000).

Escalamiento del
proceso de formulacion
de T. koningiopsis
ThO0O3

Una vez estandarizada la metodologia de fermen-
tacién para la produccién masiva de T. koningiop-
sis Th003, se desarrollé el escalamiento a nivel
planta piloto de la formulacion del bioplaguicida
disefiado como un polvo mojable WP, teniendo
en cuenta las operaciones descritas en la Figura 7.

Para el escalamiento del proceso de formulacién
se definieron los puntos criticos de cada una de
las operaciones unitarias involucradas. La impor-
tancia de los puntos criticos radica en el control
que ejercen sobre los procesos, de manera que
permiten definir si un lote terminado o en pro-
ceso es aprobado. Los puntos criticos del proce-
so de formulacién fueron, en su orden: el rendi-
miento de separacién en g de conidios humedos/
kg de biomasa procesada, la concentracién de la
mezcla (conidios/g) y la concentracién final des-
pués del proceso de secado (conidios/g). Para el
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escalamiento de las operaciones de formulacion
se evaluaron cuatro lotes piloto de aproximada-
mente 10 kg, y a los resultados encontrados se les
determiné el coeficiente de variaciéon con el fin de
evaluar la reproducibilidad entre lotes.

Operacidon
de separacioén

Los conidios obtenidos en el proceso de fermen-
tacion solida fueron separados usando procesos
previamente estandarizados. Al final de la opera-
cién, se determino el rendimiento en términos de
g conidios himedos obtenidos por kg de sustrato
procesado para los cuatro lotes evaluados.

Los conidios humedos obtenidos en los 4 lo-
tes presentaron humedades entre el 61,08% vy
63,65%, con una media de 62,36%. En cuanto a
la concentracién, se encontraron valores entre
1,5%x10' y 3,0x10'° conidios/g, con un valor pro-
medio de 2,25x10" conidios/g (Figura 15). Para
lograr que el polvo mojable de T. koningiopsis
presente una concentracion final de 1,0x10°
conidios/g es necesario partir de conidios hiime-
dos con una concentracion minima de 1,0x10'
conidios/g; los cuatro lotes evaluados estuvieron
dentro de este rango, con lo cual se garantiza que
el producto final cumplira con los limites de acep-
tacion establecidos.

En cuanto al rendimiento en términos de g de co-
nidios/kg de biomasa procesada, se observaron
valores entre 73,20 y 84,40 g conidios/kg biomasa
(Tabla 11), variable que fue considerada como un
punto critico para el desarrollo de la operacién de
separacion.

Teniendo en cuenta los valores obtenidos para
estos cuatro lotes y los resultados previamente
encontrados en condiciones de laboratorio, se
decidio establecer como limite un rendimiento
de separacion minimo de 70 g de conidios/kg de
biomasa procesada.
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Figura 15. Concentracion (conidios/ g) y humedad (%) de conidios himedos
de T. koningiopsis obtenidos después del proceso de separacion.

Tabla 11. Resultados obtenidos para la operacion de separacion
para cuatro lotes de T. koningiopsis.

Concentracion Rendimiento (g conidios/hiimedos/kg Humedad
Lote (conidios/g) biomasa procesada) (%)
1 1,56 x 10'° 73,20 61,08
2 2,19x 10 82,73 63,65
3 1,51x 10" 84,42 62,07
4 1,99 x 10" 81,80 62,44

Operaciéon de mezcla

Los conidios hiumedos fueron mezclados con ex-
cipientes que brindan al bioplaguicida final pro-
piedades de desintegracién y proteccién frente
a los rayos ultravioleta del sol. El tiempo de mez-
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cla ideal fue determinado evaluando diferentes
tiempos (10, 15 y 20 minutos) por triplicado. La
distribucion del microorganismo en la mezcla se
determiné mediante el IM (indice de Mezcla), uti-
lizando como trazador la concentracién de coni-
dios de T. koningiopsis.
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Figura 16. indice de Mezcla (IM) para el lote 1 de T. koningiopsis Th003
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En la Figura 16 se observa que a los 10 y 20 minu-
tos el IM esta alejado del valor de 1, mientras que
a los 15 minutos es igual o cercano a 1, es decir
que los valores tedricos de la concentracion de
conidios y los determinados experimentalmente
fueron muy similares; por esta razén, un tiempo
de mezcla de 15 minutos fue seleccionado como

el tiempo o6ptimo de mezcla. Este comporta-
miento también se observo en los demas lotes
evaluados (Tabla 12). En cuanto a la humedad
final de la mezcla, no se encontraron diferencias
significativas entre lotes, por lo que se establecié
para esta caracteristica un rango de aceptabilidad
comprendido entre 43% y 45%.

Tabla 12. Resultados de la operacion de mezcla humeda de 4 lotes de T. koningiopsis

Tiempo de mezcla ideal Humedad Concentracion promedio
Lote (minutos) (%) (conidios/g)
1 15 44,06 7,60 x 108
2 15 44,96 9,40 x 108
3 15 44,24 831x108
4 15 43,18 9,21 x 108

Para garantizar una concentracién final de
1,0x109 conidios/g en el producto final seco se
establecié como limite de aceptacion en el pro-
ceso de mezcla una concentracién minima de
6,0x108 conidios/g en los tres puntos muestrea-
dos. Los cuatros lotes fabricados cumplieron los
limites establecidos tanto de humedad como de
concentracion, garantizdndose la homogeneidad
del producto obtenido.

Operaciéon de secado

Los valores del porcentaje de humedad son de
vital importancia, ya que para que el microorga-
nismo se encuentre en un estado de latencia es
necesario almacenarlo a bajas humedades. En
la mayoria de productos de control bioldgico se
sugiere mantenerlos con humedades inferiores al
10% (Burges, 2000).

Buscando evaluar el efecto de la temperatura
sobre el porcentaje de germinacion y la pérdida
de humedad de los conidios de T. koningiopsis, se
evaluaron cuatro cinéticas de secado a 27°C, 30°C,
33°Cy 36°C. La cinética a 27°C se mantuvo como
control por ser ésta la temperatura recomendada
en estudios previos realizados en condiciones
de laboratorio. Una vez iniciadas las cinéticas de
secado se tomaron dos muestras cada dos horas
durante aproximadamente 25 horas con el fin de
determinar la humedad (%) y la germinacién de
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los conidios (%) mediante las técnicas de pérdida
de peso y microscopia, respectivamente.

Al realizar las cinéticas de secado a las diferentes
temperaturas (27°C, 30°C, 33°C y 36°C) se obser-
vé, respecto a la pérdida de humedad, que a ma-
yor temperatura el producto se seca mas rapido,
hasta llegar a valores de humedad por debajo del
6% (Figura 17). Para llegar a este valor de hume-
dad se requirié de 17 horas a 27°Cy de 17,5 horas,
13 horas y 5 horas a 30, 33 y 36°C respectivamen-
te. En cuanto a la germinacion (%) los resultados
demuestran que con el aumento de temperatu-
ra la germinacién de los conidios se ve afectada
negativamente, acentuandose este efecto a ma-
yores tiempos de exposicién (Figura 18). A 27°C
después de 17 horas de secado se presenté una
reduccion de la germinacién en un 5,1%, mien-
tras que a 30°C la germinacion disminuyé 7,08%
después de 19 horas de secado. A 33°C la dismi-
nucién de la germinacion fue relativamente alta
(12,10%), sin embargo, el mayor efecto se presen-
16 a 36°C, ya que con solamente 5 horas de seca-
do los valores de germinacion (%) se redujeron en
un 30% (Figura 19). La pérdida en la germinacion
a 30°C no fue significativamente diferente com-
parada con la obtenida a 27°C, por lo que estas
temperaturas podrian ser utilizadas en el proceso
de secado. Las temperaturas de 33 y 36°C no fue-
ron recomendadas para el secado, ya que aunque
los tiempos de secado fueron cortos, las pérdidas
en germinacion fueron superiores al 10%.

———
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Figura 17. Humedad (%) del bioplaguicida a base de T. koningiopsis secado a cuatro temperaturas diferentes.
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Figura 18. Germinacién (%) del bioplaguicida a base de T. koningiopsis secado a cuatro temperaturas diferentes.
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Figura 19. Pérdida de germinacion (%) del bioplaguicida a base de T. koningiopsis, secado a cuatro temperaturas diferentes.

Control de calidad

El producto seco obtenido se someti6 a control  ca), verificando que cumpliera con los pardmetros
de calidad en el laboratorio certificado (Biotécni-  de aceptacion previamente definidos.
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En estudios anteriores el prototipo granulado
(WG) a base de Trichoderma koningiopsis Th003,
desarrollado por el Laboratorio de Control Bio-
I6gico de CORPOICA, se ha aplicado en el cultivo
del tomate de forma directa en cada sitio de tras-
plante; en este caso el aplicador hace el hoyo y
coloca en el fondo aproximadamente dos 0,5 g
de producto que toma con los dedos, para pos-
teriormente colocar la plantula y suministrar el
riego. Una semana después del trasplante, el
prototipo se ha aplicado como una suspensién
en agua en concentracion de 1x10° conidios.ml”’!
con una frecuencia semanal durante el primer
mes postrasplante. En este caso, la aplicacion de
la suspension se ha realizado con una fumigadora
de espalda, retirandole la boquilla y dirigiendo el
chorro (30 mL) a la base de la planta a fin de que el
producto llegue a la zona de la rizdsfera.

En un estudio llevado a cabo en el centro de in-
vestigacion Tibaitatd de CORPOICA se observo
que bajo condiciones de alta humedad en el sue-
lo (época de invierno) las aplicaciones posteriores
en drench, con frecuencias de 8 y 15 dias, favore-
cieron el desarrollo de la enfermedad marchitez
ascendente causada por Fusarium oxysporum;
mientras que cuando se aplico el bioplaguicida
de forma directa solo en el momento del tras-
plante, el nivel de enfermedad fue el mas bajo.
CORPOICA también desarrollé un prototipo en
polvo (WP) a base del mismo hongo antagonista,
disefiado para aplicarlo a la filésfera de las plan-
tas, mostrando alta eficacia en el control de Bo-
trytis cinerea y Oidium lycopersicum en tomate. No
obstante, los estudios de valorizacion de la tecno-
logia indicaron alta factibilidad econédmica tanto
para el prototipo en polvo como para aplicacién
al suelo y aplicacién foliar.

Teniendo en cuenta que en los sistemas de pro-
duccion de tomate el bioplaguicida puede ser
incorporado con diferentes equipos que podrian
ofrecer mayor eficiencia técnica y econémica -
como el fertirriego, equipos para aplicacién en
drench y equipos de aspersion—, en este estudio
se evalud la sobrevivencia del antagonista en el
suelo, se midié el efecto de la presién de aplica-
cién sobre la germinacion de los conidios, se eva-
luaron equipos para incorporar el bioplaguicida
WP en sistemas de produccién comercial de to-
mate y se midié la actividad biocontroladora de
fitopatdgenos del suelo (que no habia sido medi-
da con este prototipo).

/
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SOBREVIVENCIA

DE T. koningiopsis
Th0O03 EN LA RIZOSFERA
DE PLANTAS DE TOMATE

Determinar el efecto de diferentes formas de
aplicacion del bioplaguicida al suelo sobre la
densidad de propagulos viables de T. koningiopsis
Th0o3.

Se llevaron a cabo dos experimentos para medir
la poblaciéon del hongo T. koningiopsis Th003 en la
rizésfera de las plantas de tomate: un experimen-
to se realizé en materas con suelo franco arcilloso
en un invernadero de vidrio en el centro de inves-
tigacién Tibaitata (en Mosquera), y el segundo se
realizé en un suelo arcilloso en un invernadero
de producciéon comercial de tomate, ubicado en
la vereda alto del molino del municipio de Pasca,
Cundinamarca, invernadero No. 1 de la finca El
Mirador.

En este experimento se evalué el efecto de dos
formas de aplicacién de los prototipos de biopla-
guicida granulado dispersable en agua (WG) y
polvo mojable en agua (WP) a base de Th003 so-
bre la permanencia del hongo en la rizosfera del
tomate (Solanum lycopersicum).

Se prepar6é una mezcla de suelo con cascarilla
de arroz quemada (80%), en proporcién 1:1 (v/v)
para llenar las materas. El sustrato no recibié nin-
gun tratamiento de desinfeccidn; sin embargo,
antes de la aplicacién de los tratamientos se to-
maron muestras y se determiné que Trichoderma
spp. no estaba presente.




Material vegetal

Se utilizaron semillas de tomate tipo milano hi-
brido Rocio (Semillas Syngenta), las cuales fueron
lavadas con agua de grifo para eliminar el fungi-
cida adherido a la superficie. Antes de sembrar la
semilla en el sustrato (una semilla por matera), el
sustrato se humedecié con agua de grifo hasta
capacidad de campo. Luego de 24 horas se apli-
caron los tratamientos.

Tratamientos

Teniendo en cuenta que el prototipo de biopla-
guicida WG fue disefiado para ser reconstituido
en agua o para ser aplicado directamente al sue-

lo, y que el prototipo WP fue disefiado para ser
reconstituido en agua y aplicarse con equipos de
fumigacion, en este bioensayo se evaluaron estas
tres formas de aplicacién de los prototipos y se in-
cluyé un testigo sin aplicacién de bioplaguicida.
Después de la siembra se aplicé un riego diaria-
mente (30 ml.matera™).

«  T1:Testigo.

«  T2:Aplicacién directa de los bioplaguicidas en
dosis de 0,5 g por matera (5x10® conidios en
cada matera) a 2 cm de profundidad en el sitio
de siembra (Figura 20). El producto se cubrié
con una fina capa de suelo y luego se colocé
la semilla a 0,5 cm de profundidad.

Figura 20. Aplicacion directa del prototipo de bioplaguicida WG a base de Th003

«  T3: Aplicacion del prototipo de bioplaguicida
WG reconstituido en agua en dosis de 1 g/L
(1x10° conidios ml"). Se aplicaron 30 ml/ma-

tera (3x107 conidios/matera) después de la
siembra (Figura 21).

Figura 21. Aplicacion del prototipo de bioplaguicida WG a base de Th003 suspendido en agua
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«  T4: Aplicacion del prototipo de bioplaguicida
WP reconstituido en agua en dosis de 1 g/L
(1x10° conidios ml"). Se aplicaron 30 ml/ma-

tera (3x107 conidios/matera) después de la
siembra (Figura 22).

Figura 22. Aplicacion del prototipo de bioplaguicida WP a base de Th003 suspendido en agua

Disefo experimental
y andlisis de datos

Se utilizé un disefio experimental completa-
mente al azar, con tres repeticiones. La unidad
experimental consistié en una matera. Los datos
estimados de UFC/g de sustrato se transformaron
con Log,, y se sometieron a analisis de varianza
(ANAVA) y a una comparacion de medias de trata-
mientos mediante la prueba de Tukey (& = 0,05).

Muestras y procesamiento
de muestras

Para evaluar la densidad de propagulos viables
de Th0O3 en la rizdsfera de las plantas se tomaron
muestras a los 30 y 60 dias después de la aplica-
cion de los tratamientos. Para tomar la muestra de
rizésfera se sacé la plantula del sustrato de creci-
miento, halandola cuidadosamente desde la base
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Figura 23. Procedimiento para tomar la muestra de sustrato de la rizdsfera
de las plantas de tomate

del tallo. Estando afuera, se golpe6 suavemente la
base del tallo para desprender parte del sustrato y
tomar 1 g de aquel que queda adherido a la raiz
(Figura 23). La muestra de sustrato se dispuso en 9
ml de solucién estéril Tween 80 (0,1% v/v) y se rea-
lizaron diluciones seriadas decimales hasta 10 En
cada dilucién se agit6 el tubo de ensayo con Vortex
en maxima velocidad durante 1 min. Asimismo, de
cada dilucién se tomé una alicuota de 100 pL que
fue sembrada en una caja de Petri con medio de
cultivo TSM modificado (Askew y Lang, 1993) (Ane-
xo 1) y con ayuda de un rastrillo de vidrio estéril se
distribuy6 el in6culo en la superficie del medio de
cultivo. Este procedimiento se realizé por triplica-
do, y las cajas de Petri se llevaron a incubacién en
condiciones de oscuridad a 24°C. Después de 10
dias de incubacion, se realizé el conteo de colonias
de T. koningiopsis Th003 y se estimé el numero de
colonias por 1 g de sustrato de la rizésfera.




Segundo experimento

Teniendo en cuenta los resultados encontrados
en el experimento realizado en condiciones con-
troladas en materas, se selecciond el prototipo de
bioplaguicida WP a base de T. koningiopsis Th003
para ser incorporado en el cultivo de tomate para
el control de Fusarium oxysporum y Rhizoctonia
solani. En este experimento, efectuado en un in-
vernadero comercial, se midié la poblacién de
propagulos viables de Th003 en el suelo después
de la aplicacién en drench del bioplaguicida for-
mulado.

Dado que en el suelo de este invernadero ya se
habian realizado aplicaciones previas de T. konin-
giopsis Th003 un afo antes (2007), se tomaron
muestras del suelo anterior a la aplicacién del tra-
tamiento, determindndose la presencia y el nivel
de poblacion en términos de propagulos viables
de Trichoderma sp. en él. La poblacion de Tricho-
derma en la parcela tratada se comparé con la po-
blacién del hongo en una parcela testigo.

Material vegetal y aplicacion
del tratamiento biolégico

En este experimento se utilizé tomate tipo chon-
to var. Atala (las plantulas fueron adquiridas por

el agricultor en un semillero comercial en donde
no aplicé Trichoderma sp). La aplicacion de la sus-
pension del bioplaguicida (1x10° condios ml”) se
realizé inmediatamente después del trasplante.
Para la aplicaciéon se utilizé una fumigadora de
espalda operada por palanca (Guarany”, a la cual
se le retird la boquilla, realizando una descarga
dirigida a la base de cada planta (30 ml aproxima-
damente) y operando continuamente la palanca
para tener presién en el interior del equipo.

Disefo experimental, muestreo
y procesamiento de muestras

Se utilizé una parcela Unica compuesta por cin-
co camas de cultivo de 1,2 m de ancho por 20 m
de largo cada una (120 m?). Para separar las dos
parcelas se dispuso una cama de cultivo (Figura
24), con una distancia de siembra empleada por
el agricultor de 20 cm entre surcos y 40 cm entre
plantas al tres bolillo.

Después de la aplicacion del bioplaguicida en
drench se tomaron cuatro muestras de suelo pe-
riodicamente (14, 21, 29y 35 dias), una de las cua-
les estuvo constituida por 100 g de suelo y que
fue tomada de diferentes plantas en la parcela.
Para esto se saco la planta del suelo y se sacudid,
retirando parte del suelo y tomando aquella parte
adherida a la raiz (Figura 24).

Figura 24. Muestreo de la rizdsfera de plantas de tomate en el experimento
en invernadero comercial

Cada muestra fue homogenizada y de ella se
tomaron 10 g que se colocaron en 90 ml de so-
lucion estéril Tween 80 (0,1% v/v) y se realizaron

diluciones, de las cuales se tomaron alicuotas de
suspension que se sembraron en el medio de cul-
tivo TSM, como se describié anteriormente.
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Resultados

Primer experimento

El andlisis microbiolégico realizado a las mues-
tras de sustrato antes de la aplicacion de los
tratamientos mostré que Trichoderma spp. no
estaba presente, con lo cual se pudo asegurar

que las muestras del hongo obtenidas después
de la aplicacién correspondieron a T. konin-
giopsis Th003. De otra parte, en las muestras
de rizdsfera del testigo tampoco se presentd
Trichoderma spp. después de la aplicacion de
los tratamientos. El hongo aplicado como una
formulacidn reconstituida en agua se recupero
eficientemente de las muestras de sustrato tra-
tado y crecio bien en el medio de cultivo selec-
tivo (Figura 25).

Figura 25. Crecimiento de colonias de T. koningiopsis ThO03 en el medio de cultivo TSM.
En las cajas de Petri se inocularon 100 pl de suspension diluida de suelo rizosférico, tratado con el antagonista de las muestras
tomadas en el experimento realizado en materas.

En las unidades experimentales tratadas con
los prototipos de bioplaguicida se observé una
poblacion mas alta de propagulos viables de
Th0O03 30 dias después de la siembra, en com-
paracién con la poblacién encontrada a los 60
dias. La aplicacién del prototipo granulado di-

6,0

rectamente al suelo mantuvo los niveles mas
altos de poblacién de Th003 en la rizésfera de
las plantas de tomate en los dos tiempos de
evaluacion, siendo estos de 5,3x10° UFC/g a los
30 dias y de 3,9x10* UFC/g a los 60 dias des-
pués de la aplicacidon (Figura 26).

W 30 ddt ¥ 60 ddt

Propégulos viables (Logio UFC Th003 /g)

WG directo

WP drench

WG drench

Figura 26. Efecto de la forma de aplicacion de los prototipos de formulacion WG y WP a base de T. koningiopsis Th003 al suelo sobre
la sobrevivencia del hongo antagonista en la rizésfera de plantas de tomate. WG directo: el producto se colocé en el fondo del sitio
de la siembra (0,5 g); WG drench: el producto se reconstituyé en agua (1 g/L) y se aplicé después de la siembra (30 ml); WP drench: el
producto se reconstituy6 en agua (1 g/L) y se aplicé después de la siembra (30 ml). Las lineas verticales sobre las barras representan
la desviacion estandar de los datos (n=9).
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Cuando los prototipos de bioplaguicida se recons-
tituyeron en agua y se aplicaron en drench, se ob-
servo que la formulacion polvo mojable mantuvo
los niveles de poblacién mas altos entre los dos
tratamientos, siendo estos de 3,9x10*UFC/g a los
30 dias y de 1,5x10° UFC/g a los 60 dias; mientras
que con la formulacion WG aplicada en drench la
poblacion de Th003 en la rizésfera fue de 1x10*
UFC/g en el primer tiempo y de 5,1x10? UFC/g en
el segundo tiempo.

Sin embargo, hay dos aspectos que se deben te-
ner en cuenta en éste analisis: el primero es que
en la aplicacion directa del prototipo de biopla-
guicida WG se aplicé al suelo una densidad de
conidios 17 veces mas alta que en los otros dos
tratamientos, ya que mientras en la aplicacion
directa se aplicaron 5x108 conidios en la unidad
experimental, en los otros dos tratamientos se
aplicaron 3x107 conidios. El sequndo aspecto que
se debe tener en cuenta es que debidoaqueenla
aplicacion directa Th003 se concentré en un sitio
en el sustrato, y en la aplicacién en drench la po-
blacién de conidios se dispersé en el sustrato, se
esperaba una mayor colonizacion de la rizosfera
para el primer caso. En el muestreo realizado 30
dias después de la aplicacion de los tratamientos,
se observé que la poblacion de Th003 encontrada
en la rizésfera guardé la proporcién con respec-
to al numero de conidios aplicado entre los tra-
tamientos WG directo y WP drench, siendo ésta
13 veces mayor en el primer caso, aunque dicha
proporcion se perdié cuando se comparé con el
tratamiento WG drench, en donde la poblacién
de propégulos viables fue 52 veces mas alta.

El establecimiento de Trichoderma spp. en el sue-
lo cuando ha sido introducido como agente de
control bioldgico de fitopatégenos no ha sido
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estudiado suficientemente, pero las investigacio-
nes realizadas demuestran que los factores fisicos
y quimicos del suelo afectan las poblaciones del
hongo y su actividad biocontroladora. La reduc-
cién en la densidad de la poblaciéon de los mi-
croorganismos introducidos en control bioldgico
es deseable desde el punto de vista ambiental, ya
que este comportamiento indica un bajo impacto
sobre las poblaciones naturales de microorganis-
mos presentes en el suelo. En el presente estudio
se encontré que la pérdida de propagulos de
Th003 en la rizésfera fue similar entre los tres tra-
tamientos. Al comparar la poblacién de Th003 a
los 30y 60 dias después de la aplicacion se encon-
traron pérdidas de 24%, 34% y 35% (en términos
de cifras logaritmicas) para la aplicacion directa,
WG drench y WP drench respectivamente.

Segundo experimento

En el suelo del invernadero de produccién comer-
cial de tomate se encontré una poblacion inicial
de Trichoderma sp. de 9x10° UFC/g. Catorce dias
después de la aplicacion se observé que la po-
blacién del antagonista aumenté considerable-
mente en la rizésfera de las plantas tratadas con
el bioplaguicida, mientras que la poblacién del
hongo en la rizésfera de las plantas testigo fue
significativamente mas baja. En ambos casos se
presento una tendencia inicialmente de descenso
de la poblacién de Trichoderma sp. en la rizosfe-
ra y posteriormente de ascenso, si bien en todas
las fechas de muestreo el nivel de poblacion de
propagulos viables fue mayor cuando se realizé la
aplicacion del bioplaguicida (Figura 27).

—&— WPTh003 drench —#— Testigo

0,0

-1 14
Tiempo después de la aplicacion (dias)

21 29 35

Figura 27. Fluctuacion de la poblacion de propagulos viables de Trichoderma koningiopsis Th003 en la rizésfera de plantas de
tomate cultivadas en un suelo arcilloso en el municipio de Pasca, Cundinamarca. La aplicacion del antagonista se realiz6 como una
suspensién del producto WP en concentraciéon de 1x10° conidios/mL. Las barras en el marcador de cada serie indican la desviacion

estandar de los datos (n= 3). La poblacién del hongo en el tiempo -1 hace referencia a la poblacién encontrada antes de la aplica-
cion del bioplaguicida.
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Los datos presentados muestran de forma gene-
ral el comportamiento de la poblacién de T. konin-
giopsis Th003 en la rizésfera de plantas de tomate
sembradas en dos tipos de suelo y no pretende
informar acerca de la distribucién del hongo en
la rizdsfera. La literatura cientifica ha descrito que
el comportamiento de los microorganismos en la
rizésfera esta relacionado con su habilidad para
crecer y tener actividad en esta zona, lo cual ha
sido llamado ‘competencia rizosférica’y es evalua-
do sobre la base de la densidad de poblacion en
funcién de la profundidad de la raiz.

Particularmente esto ha sido demostrado en el
caso de Trichoderma harzianum (Ahmad y Baker,
1987; Sivan y Chet, 1989; Sivan y Harman 1991)
y Trichoderma koningii (Tsahouridou y Thanas-
soulopoulos, 2002), quienes encontraron que la
poblacién del microorganismo en funcién de la
profundidad de la raiz present6 una forma de U,
en la cual las altas densidades se encuentran en
la base y en las puntas de la raiz, antes que en la
parte media. Este fendomeno ha sido atribuido al
incremento en los exudados desde la semilla o de
las raices laterales (Cook y Baker, 1983).

Ademas se ha demostrado que los pardmetros
abidticos edaficos afectan positiva y negativa-
mente la actividad biocontroladora de Tricho-
derma; tal es el caso de la descripcion realiza-
da por Duffy et al. (1997), quienes encontraron
variacién en la actividad biocontroladora de T.
koningii sobre Gaeumannomyces graminis en
diferentes tipos de suelos sembrados con trigo,
encontrando un aumento en la eficacia del hon-
go en suelos con alto contenido de hierro o arci-
llay en suelos con pH o concentracién de fésforo
disponible bajos.

USO DE Trichoderma koningiopsis Th003 PARA EL CONTROL
DE FITOPATOGENOS EN HORTALIZAS

EFICACIA

DEL BIOPLAGUICIDA

EN EL CONTROL

DE ENFERMEDADES DEL
TOMATE

Objetivo

Determinar el efecto de formas de aplicacion del
bioplaguicida al suelo sobre la incidencia de las
enfermedades pudricién de corona y de raices y
damping-off.

Metodologia

Ubicaciéon

El experimento se realizé en el invernadero No. 3
de la finca El Mirador en Pasca, Cundinamarca.

Material vegetal y tratamientos

Se utilizaron plantulas de tomate chonto var.
Atala adquiridas por el agricultor en un semille-
ro comercial en donde no se aplicé Trichoderma
sp. Se compararon dos formas de aplicacion del
bioplaguicida WP a base del hongo T. koningiopsis
Th0O03 suspendido en agua (1 g/L, 1x10° conidios.
ml"): una de estas formas consistio en la aplica-
cidn via sistema de riego por goteo y la otra fue la
aplicacion en drench utilizando la fumigadora de
espalda, tal como se describid en la primera parte
de este documento.

Los tratamientos bioldgicos se aplicaron tres dias
antes y tres dias después del trasplante, humede-
ciendo previamente para la primera aplicacion las
camas de cultivo. El control biolégico se compa-
ré con el tratamiento empleado por el agricultor
para regular las enfermedades del suelo, el cual
consistio en la aplicacion del fungicida Tolclofos
Metil (Rizolex), en dosis de 1 g/L. Para su aplica-
cién, el agricultor utilizé también una fumigadora
de espalda operada por palanca y dirigié la mez-
cla de producto a la base de las plantas.
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Figura 28. Mapa que muestra la distribucion de los tratamientos
en el invernadero No. 3 de la finca El Mirador en Pasca, Cundinamarca.

Se utilizé una parcela Unica, cuyo tamafo varié de
acuerdo a la independencia del riego en las naves
(Figura 24). Por consiguiente, el tratamiento bio-
I6gico empleando el sistema de riego por goteo
se aplicé en 14 camas de cultivo, la aplicacién de
Th003 con la fumigadora de espalda se hizo en 6
camas de cultivo y el tratamiento quimico en 15
camas (Figura 28).

Una vez por semana se registrd la incidencia de las
enfermedades damping-off causada por Rhizoc-
tonia solani, y pudricién del cuello y de las raices
causada por Fusarium oxysporum. El muestreo se
realizd en zig-zag en 20 parcelas fijas de 4 m de lon-
gitud, aproximadamente con 26 plantas cada una.

Resultados

La enfermedad damping-off (Figura 29) causada
por R. solani se aprecié en la segunda y tercera
semanas después del transplante, notdndose que
la incidencia fue mas baja en las parcelas tratadas
con el bioplaguicida (Figura 30), aunque no hubo
diferencias significativas entre los tres tratamien-
tos evaluados debido a una alta variabilidad de
los datos entre las muestras. La eficacia promedio
en la reduccion de esta enfermedad, mostrada
por la aplicacién del bioplaguicida a través del
riego y con la fumigadora, fue de 68% a 71% res-
pectivamente.

Figura 29. Sintomas causados por R. solani (arriba izquierda y derecha) y F. oxysporum
(abajo izquierda) en las plantas de tomate del experimento.
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Los sintomas de la enfermedad causada por F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Figura 29) se
apreciaron un mes después del trasplante, tenien-
do ésta mayor progreso en la parcela tratada con
el fungicida quimico comparado con las parcelas
tratadas con el bioplaguicida; sin embargo, se
observo que la aplicaciéon del producto bioldgico
por el sistema de riego presentd una reduccién de
la enfermedad significativamente mas alta (67%)
en comparacion con la aplicacién con la fumiga-
dora de espalda (38%) (Figura 30).

En la medicién de la incidencia de la enfermedad
causada por Fusarium se notd que la variabilidad

Damping-off

Incidencia(%)

0 T T

WP Th003 Riego WP Th003 Inyeccién Metil Tolclofos

Incidencia(%)

de los datos fue mas baja en el tratamiento bio-
l6gico aplicado en el sistema de riego. Es posible
que con esta forma de aplicacién se obtenga
mayor area de cubrimiento, lo cual permite que
el antagonista colonice el suelo y la rizésfera ho-
mogéneamente. Los resultados del experimento
sugieren que la suspension del producto en pol-
vo lleg6 a la zona radicular y el hongo protegid
la planta contra las infecciones de los fitopatoge-
nos; igualmente permite suponer que la forma
de aplicacion de los productos bioldgicos es un
factor que se debe considerar para conseguir una
alta eficacia en el control de enfermedades, lo que
también debe evaluarse detalladamente.

—A— WP Th003 Riego
| @~ WP Th003 Inyeccion
—l- WP Metil Tolclofos Inyeccion

Pudricion cuello y corona

ab

bc

22

30 37 48

Tiempo después de trasplante (dias)

Figura 30. Efecto de la forma de aplicacién del bioplaguicida polvo mojable a base de T. koningiopsis Th003 sobre la incidencia de
las enfermedades causadas por R. solani (damping-off) y F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (pudricién del cuello y de raiz). Para
el primer caso, se presenta la incidencia a los 22 dias después del trasplante. El bioplaguicida se utilizé en dosis de 1 g/L (1x10°
conidios.ml-") y se aplicé 3 dias antes y 3 dias después de dicho trasplante. El fungicida Tolclofos Metil (Rizolex) se utilizé en dosis de
1 g/L. Las lineas verticales sobre las barras representan la desviacion estandar de los datos entorno al promedio (n= 20). Los marca-
dores al final de cada serie con igual letra no son diferentes significativamente, de acuerdo con la prueba de Tukey (= = 0,05).

EFECTO DE LA PRESION
HIDRODINAMICA
SOBRE LA VIABILIDAD
DE LOS CONIDIOS DE
T. koningiopsis Th003

Obijetivo

Determinar si la presién de operacién comun
en la cdmara del equipo de fumigacién afecta
la viabilidad de los conidios de T. koningiopsis
Th003.

USO DE Trichoderma koningiopsis Th003 PARA EL CONTROL
DE FITOPATOGENOS EN HORTALIZAS

Metodologia

Ubicacién

El experimento se ejecutd en el Laboratorio de
Control Biolégico del Centro de Biotecnologia y

Bioindustria de CORPOICA en Mosquera, Cundi-
namarca.

Preparacion de la suspension
del bioplaguicida

El hongo Trichoderma koningiopsis Th003 consti-
tuyo el principio activo (1x10° conidios.g") de una
formulacion polvo mojable (WP). Dicho producto




se reconstituyd en 20 | de agua potable en dosis de
10 g/l para obtener una concentracion de 1 x 107
conidios.ml?, y seguin las recomendaciones de uso
se utilizaron 20 ml de una base oleosa en la sus-
pensién como agente adyuvante. La suspension se
homogenizé y se dispuso en el tanque de una fu-
migadora de presién previa retenida (Calimax” Co-
linagro Ind.), la cual se desinfect6 previamente con
solucion detergente e Hipoclorito de Sodio (2,5 %)
para luego lavarla con abundante agua potable.

Las muestras fueron tomadas en una cabina de
flujo laminar. Antes de tomar cada muestra se
agité vigorosamente el tanque con el fin de ho-
mogenizar la suspension, se flameé la boquilla
(material de bronce) de la lanza de aspersién y se
abrié la llave de salida durante 5 s con el fin de eli-
minar el residuo de la desinfeccién. Cada muestra
de suspension se colectd en un tubo de ensayo
estéril. La primera muestra correspondio a la pre-
sion 0 PSI, suministrando posteriormente la pre-
sion requerida en el interior del tanque a través
del movimiento del émbolo en el pistén interno;
asi se tomo la siguiente muestra para la presion
de 20 PSl y se repiti6 el procedimiento para las
presiones de 40, 60, 80, 100y 120 PSI.

De cada tubo de ensayo con las muestra obtenida
se tomé una alicuota de 200 pl; para esto el tubo
de ensayo se agitd en un Vortex en maxima ve-
locidad durante 20 s. Este volumen se colocé en
el medio de cultivo Agar-Agua (20 g/I) suplemen-
tado con Cloranfenicol (0,25 mg.I") y Tetraciclina
(0.1 mg.I"") en cajas de Petri. La muestra inoculada
se disperso en la superficie del medio de cultivo
con un rastrillo de vidrio estéril. A continuacion se
incub6 en condiciones de oscuridad a 24 °C.

Después de 16 y 24 h de incubacién se tomd
una muestra de 1 cm? de medio de cultivo de
cada caja de Petri y se adicioné una gota de
azul de lactofenol. Se hicieron observaciones
al microscopio con el objetivo 40X y se conta-
ron los conidios germinados y no germinados
en varios campos hasta obtener 100 conidios,
estimandose el porcentaje de germinacion.
Un conidio se consideré como germinado si
la longitud del tubo germinativo era mayor al
didmetro del conidio. La unidad experimental
fue la caja de Petri, y se utilizaron tres repeticio-
nes por tratamiento. Estas se acomodaron en la
incubadora bajo un disefio experimental com-
pletamente al azar. Los datos de porcentajes de
germinacion se sometieron a ANAVA y pruebas
de comparacién de promedios con la prueba de
Tukey (o= 0,05).

Resultados

La germinacién del hongo fue menor a las 16 h
de incubacién que a las 24 h. A las 16 h se ob-
servd una germinacién entre 39% y 75%, sien-
do menor la germinacién de los conidios cuan-
do la presion en el interior de la cdmara fue de 0
a 40 PSI (Figura 31). Los valores de germinaciéon
obtenidos cuando la presion de la camara fue 0
y 20 PSI no fueron diferentes significativamente
entre si, pero estos si presentaron diferencias
significativas con la germinaciéon obtenida en
los demés tratamientos. Al cabo de 24 h de in-
cubacién la germinacién de los conidios oscil6
entre 91% y 98%, muy similar entre todos los
tratamientos. Los resultados sugieren un apa-
rente efecto estimulante de la presion evaluada
hasta 60 PSI sobre la germinacién de los coni-
dios de Th003 (Figura 31).
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Figura 31. Efecto de la presién hidrodinamica sobre la germinacién de conidios del hongo T. koningiopsis Th003 al cabo de 16 y 24
h de incubacién en oscuridad y 24 °C. Se utilizé una formulacion WP en dosis de 10 g/l, para obtener una suspension en concentra-
cién de 1x107 conidios/ml. Las marcas sobre cada barra indican la desviacién estandar (n=3).

Los estudios para medir el efecto de las condi-
ciones de aplicacion sobre los microorganismos
utilizados en control biolégico son escasos. En el
2004 Garzén evalué el efecto de las presion (0 a
100 PSI) en la cdmara de una fumigadora Calimax’
sobre la viabilidad de los conidios de Lecanicillium
lecanii y en general, los resultados fueron simila-
res a los del presente estudio, puesto que la pre-
sion hidrodinamica no afectd la viabilidad de los
conidios del hongo. No obstante, las evaluaciones
que hizo este autor a las 20 y 24 h de incubacion
muestran una tendencia contraria a la observada
en el presente estudio, ya que la germinacion de
los conidios de L. lecanii fue menor a medida que
aumentd la presion en la cdmara de la fumigado-
ra. Nilsson y Gripwall (1999) en un estudio sobre
técnicas de aplicacion de agentes de control bio-
I6gico, registraron que presiones superiores a 435
PSI afectaron negativamente la viabilidad de los
conidios de L. lecanii; sin embargo, los equipos
se que utilizan usualmente para la aplicaciéon de
productos fitosanitarios no emplean presiones
mayores a 140 PSI (por ejemplo, las fumigadoras
mas utilizadas, de presién variable operadas por
palanca, entregan una presion promedio de 100
PSI, mientras que las fumigadoras de espalda a
motor operan a una presion promedio de 140 PSI.
Otros equipos poco comunes ahora pero que si
se utilizan son las fumigadoras estacionarias, las
cuales, a pesar de que si pueden llegar a manejar
presiones superiores a 200 PSI, podrian poner en
riesgo la viabilidad de los microorganismos an-
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tagonistas, por lo cual se recomienda evaluar el
efecto de altas presiones con estos equipos para
generar recomendaciones adecuadas).

Conclusiones

Las presiones hidrodindmicas en la cdmara de la fu-
migadora hasta 120 PSI no afectan negativamente la
germinacion de los conidios del hongo T. koningiopsis
Th003.

EVALUACION DE EQUIPOS
DE ASPERSION SOBRE
LA COBERTURA

DE T. koningiopsis
Th0O3 EN LA SUPERFICIE
FOLIAR DEL TOMATE
(Solanum lycopersicum)

Objetivo

Determinar la influencia del equipo de aspersién
sobre el cubrimiento del antagonista Th003 en la
superficie foliar.




Metodologia

Ubicacion

Los experimentos se realizaron en el invernadero
de producciéon comercial de tomate del centro de
investigacion Tibaitatd de CORPOICA, Mosquera. El
area experimental (1.000 m?) se encontraba sem-

brada con tomate tipo milano hibrido San José. La
edad del cultivo al momento del montaje del ex-
perimento fue de 180 dias, en etapa productiva y
con una altura promedio de las plantas de 2,5 m. El
sistema de siembra fue surco sencillo, con distan-
cias de siembra de 1,2 m entre surcos y 0,3 m entre
plantas (Figura 32), con una longitud de los surcos
de 30 m. La densidad de plantas en una cama era
igual a 100 (25.200 plantas/ha).

Figura 32. Vista general de uno de los bloques de produccion de tomate en el invernadero
comercial donde se realizo el experimento (izquierda) y detalle del sistema de siembra (derecha).

Equipos de aspersion

Los equipos de aspersion utilizados en este estu-
dio se presentan en la Tabla 13. En cada experi-
mento se evalué la combinacion de un equipo de
aspersion con dos implementos y dos boquillas.

Se utilizaron dos tipos de fumigadoras (Figura 33),
una de espalda operada por palanca (Guarany” -
cuya presion es variable- y un equipo motoriza-
do estacionario (Maruyama® estacionaria) —cuya
presion de operacidon se puede fijar antes de la
aspersion y durante la labor ésta es constante-.
La capacidad del tanque de la fumigadora de es-
palda usada es de 20 | con el tanque lleno, y con
la méxima carga de presurizacion este equipo en-
tregd una presion de salida del liquido igual a 100
PSI. El equipo estacionario se ajusté para trabajar
a una presién igual a 200 PSI.

Junto con las fumigadoras se utilizaron también
dos implementos de aplicaciéon y dos tipos de
boquilla (Figura 34). En el primer caso se utilizd
una lanza curva convencional que consiste en un
tubo de aluminio de 0,5 cm de didmetroy 0,6 m
de longitud y de una sola salida donde se coloca
la boquilla; y un aguilén, equipo fabricado artesa-
nalmente con tuberia PVC de 2" de diametro, de 1
m de longitud y con tres orificios de salida (separa-
dos entre si 0,5 m) donde se instalan las boquillas
(Figura 34).

Las boquillas que se utilizaron fueron una de cono
hueco TeeJet TXVK-6, cuyas caracteristicas de ope-
racién son presién méxima de PSly caudal de des-
carga de I/min, y una boquilla de cono lleno TeeJet
TG-1 con una presion maxima de operacién de PSI
y caudal de descarga de |/min.
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Tabla 13. Equipos de aspersion utilizados en el experimento para evaluar su efecto sobre la cobertura del bioplaguicida WP a base
de T. koningiopsis en la superficie foliar de plantas de tomate sembradas bajo invernadero.

Aspersor Implemento Boquilla

Abreviaciéon Abreviacion Abreviacion

Fumigadora de espalda

Ep manual con bomba L Lanza convencional Ch TXVK-6
de piston
Fumigadora motorizada

Et estacionaria con bomba A Aguilén Cl TG-1
de pistén

Figura 33. Aspersores utilizados en los experimentos con T. koningiopsis ThO03 para estudiar la cobertura en la superficie foliar del
tomate. Fumigadora de espalda operada manualmente con bomba de pistdn (Izquierda), fumigadora motorizada estacionaria con
bomba de pistén (derecha).

Figura 34. De izquierda a derecha, lanza curva convencional con valvula, aguilén artesanal
en PVC con tres salidas, boquilla TeeJet TXVK-6 acoplada al aguilén.
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Formulacién
de bioplaguicida

Se utilizé la formulacion WP a base del hongo T.
koningiopsis Th003 en dosis de 1 g/l. En cada expe-
rimento se prepararon 5 | de suspension del bio-
plaguicida en agua potable. Se utilizé un adyuvan-
te oleoso para la preparacion de las suspensiones,
siguiendo las recomendaciones de uso.

Aforo y calibracion
de la aplicacion
del bioplaguicida

A continuacion se presentan las instrucciones que
se definieron para realizar el aforo del volumen de
suspension aplicado (Figura 35) y la calibracion
del equipo y de la velocidad de aplicacion del
personal que hizo la aspersion.

Aforo

« ldentifique los implementos de aplicacion (lanza
y aguilén), equipos (fumigadoras) y boquillas.

+ Llene el tanque de cada fumigadora con agua
hasta su capacidad méaxima.

» Coloque un mandmetro en el extremo de salida
de cada implemento.

« Presurice el interior del tanque de la fumigadora
de espalda moviendo vigorosamente la palanca
o utilice la presién que entrega el equipo en el
caso de la fumigadora motorizada estacionaria.

« Instale la boquilla con la que se realizara el aforo.

«+ Ubique la boquilla en un recipiente aforado (pro-
beta o recipiente para colectar el liquido).

+ Abra la llave de paso del implemento, y al mis-
mo tiempo de inicio al cronémetro manténgala
abierta durante 1 minuto (Figura 35). Mantenga
el movimiento de la palanca en la fumigadora de
espalda.

« Registre el volumen de liquido colectado durante
este tiempo; ése es el valor de caudal de descarga.

- Repita el procedimiento tres veces en cada combi-
nacién de aspersor con implemento y boquilla.

Calibracion

- Indique al operario que realizard la aplicacién
que recorra una longitud determinada ha-
ciendo la aplicacion del agua a las plantas (en
el caso de este estudio se utiliz6 toda la cama
de siembra (33 m) aplicando el liquido en am-
bos lados del surco).

« Registre el tiempo que demor6 el operario en
realizar la labor indicada.

+  Con los datos obtenidos en el aforo del vo-
lumen y el tiempo registrado, estime el volu-
men de suspensidn que necesita para el area
de cultivo que se va a tratar. Tenga en cuenta
que tanto el aforo como la calibracion de la
operacién cambian con la edad del cultivo.

En este estudio la calibracion de la operacién se
realiz6 para cada combinacion de los equipos de
aplicacion.

Figura 35. Calibracion de equipos de fumigacién

Procedimiento
de muestreo

La aplicacion del tratamiento biolégico con cada
combinacion de equipo de aspersién se hizo en
una cama de cultivo y se dejaron dos surcos sin tra-
tar para separar un tratamiento de otro (Figura 36).
Antes de aplicar la suspensién de bioplaguicida se
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ubicaron cuadros (1 cm?) de papel hidrosensible
Teelet (Spraying Systems Co.” USA) en la superficie
de los foliolos del tomate, tanto en el haz como en
el envés (Figura 36) y en los tres estratos del dosel.
La unidad experimental consistié en una planta y
se utilizaron 5 repeticiones. La planta seleccionada
para la evaluacion se marcé con una tira de plastico
de color buscando facilitar la colecta.

Después de la aplicacion del bioplaguicida
(Figura 37) se colectaron los cuadros de papel
hidrosensible en bolsas ziploc debidamente
rotuladas. Posteriormente se hizo el conteo de
las gotas y se estimé la cobertura para cada
combinacién de equipo de aspersion (gotas/
cm?).

T4 T3 T2 ™

Figura 36. (Izquierda) distribucion de los tratamientos para evaluar la cobertura de la suspension de Th003 WP en la superficie de
las hojas del tomate. Las flechas indican la circulacion del operario para realizar la aplicacion en un surco. (Derecha) papel hidrosen-
sible ubicado en el hazy en el envés de los foliolos.

Figura 37. Operario realizando la aplicacion de la suspension de bioplaguicida Th003 WP con la fumigadora estacionaria com-
binada con el aguilén (izquierda) y con la lanza convencional (centro) y vista del operario manejando la fumigadora de espalda
(derecha).

Resultados

En el proceso de calibracién de equipos el volu-
men de liquido descargado estuvo dentro del
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rango indicado en la ficha técnica de las boquillas
a las presiones indicadas (Tabla 14).




W
Tabla 14. Comparacion del volumen de aplicacién descargado en un minuto en la calibracién realizada con el volumen de descarga
segun la ficha técnica de la boquilla utilizada en cada caso.

Fumigadora de espalda operada manualmente Fumigadora motorizada estacionaria
Tratamientos Aforo 190 PSI Ficha técnic'a Tratamientos Aforo 290 PSI Ficha técni§a
(I/min) 150 PSI (I/min) (I/min) 150 PSI (I/min)
Ep LTXVK-6 0,44 0,68 Et LTXVK-6 0,79 0,68
Ep LTG-1 0,81 1,91 EtLTG-1 1,49 1,91
Ep ATXVK-6 1,21 2,04 Et ATXVK-6 2,37 2,04
Ep ATG-1 1,93 5,73 Et ATG-1 3,77 5,73

Ep: Fumigadora de espalda manual con bomba de pistén; Et: Fumigadora motorizada estacionaria con bomba de piston;
L: implemento lanza convencional de una salida; A: implemento aguilén en material PVC con tres salidas;
TXVK-6: boquilla de cono hueco; TG-1: boquilla de cono lleno.

El volumen de suspension estimado para apli- comparacién con la lanza convencional; también
car en una cama de cultivo de tomate varié de  fue mayor cuando se utilizé la boquilla de cono
acuerdo con la combinacién del equipo de fumi-  |leno en comparacién con la boquilla de cono
gacion, siendo mayor el volumen cuando se uti-  hueco (Tabla 15).

lizd el implemento aguilén con tres boquillas, en

Tabla 15. Volumen de suspension de bioplaguicida estimado para aplicar en el area experimental

Fumigadora de espalda operada manualmente

Calibracién del operario Volumen
Tratamiento (tiempo)* Aforo necesario
min. seg. (min) (L/min) (L/cama)
Ep LTXVK-6 1 57 1,95 0,44 0,85
Ep LTG-1 1 46 1,77 0,81 1,44
Ep ATXVK-6 1 34 1,57 1,21 1,89
Ep ATG-1 1 8 1,13 1,93 2,19
Fumigadora motorizada estacionaria
Calibracion del operario Volumen
Tratamiento (tiempo) Aforo necesario
min. seg. (min) (L/min) (L/cama)
Et L TXVK-6 0 59 0,98 0,79 0,78
Et LTG-1 1 18 1,30 1,49 1,93
Et ATXVK-6 0 48 0,80 2,37 1,89
EtATG-1 0 55 0,92 3,77 3,46

*Calibracién del operario: tiempo que demora la persona realizando la aplicacion a una cama de cultivo
Ep: Fumigadora de espalda manual con bomba de pistdn; Et: Fumigadora motorizada estacionaria con bomba de pistén; L: imple-
mento lanza convencional de una salida; A: implemento aguilén en material PVC con tres salidas; TXVK-6: boquilla de cono hueco;
TG-1: boquilla de cono lleno.
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Evaluacion

de la combinacion

de los equipos

de aplicacion

e implemento de la boquilla

Se observo que la cobertura de la suspension de
bioplaguicida fue mayor cuando se utilizé la fumi-
gadora de motorizada estacionaria (1.294 gotas/
cm? en promedio) en comparacion con la fumi-
gadora de espalda operada manualmente (549

3500

gotas/cm? en promedio) (Figura 38); también fue
mayor cuando se utilizé el implemento aguilén
(772 gotas/cm? con la fumigadora de espalda y
1.944 gotas/cm? con la fumigadora estacionaria)
en comparacién con la lanza convencional (327
gotas/cm? con la fumigadora de espalda y 644 go-
tas/cm? con la fumigadora de espalda); y aunque
el efecto no fue tan pronunciado, la cobertura fue
mayor con la boquilla de cono hueco en compa-
racién con la boquilla de cono lleno (683 y 416
gotas/cm? respectivamente con la fumigadora de
espalda; 1.342 y 1.246 gotas/cm? respectivamen-
te con la fumigadora estacionaria). En general,
también se observé que la cobertura del biopla-
guicida fue mayor en el haz que en el envés de los
foliolos de las plantas (Figura 38).
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Cobertura (gotas/cmz)
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Ep LTXVK6

3500

Ep ATXVKG Ep ATG1
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2500

2000

1500

1000
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Et L TXVK6

Et ATXVK6

Figura 38. Efecto de la combinacion de la fumigadora de espalda operada manualmente (arriba) y de la fumigadora motorizada estaciona-
ria (abajo) con los implementos de aplicacién lanza convencional y aguilén y con boquillas de cono hueco (TXVK-6)
y cono lleno (TG-1) sobre la cobertura de la suspension de bioplaguicida Th003 WP en las plantas de tomate cultivadas bajo invernadero.

USO DE Trichoderma koningiopsis Th003 PARA EL CONTROL
DE FITOPATOGENOS EN HORTALIZAS




Con la combinacion de la fumigadora de espalda
operada manualmente y el implemento aguildn
se observaron dificultades en la operacién, pues
el operario presentd cansancio fisico rapidamen-
te debido a que se necesita alta presion en el tan-
que para que opere este equipo y se corre el ries-
go de perder homogeneidad de la aplicacion y de
elevar los costos de la aplicacién. Por estas razo-
nes no resulta conveniente en la practica utilizar
dicha combinacién de equipos para la aplicacion
del bioplaguicida.

Teniendo en cuenta los mecanismos de accién
de los agentes de control bioldgico y los efectos
negativos que podrian tener algunos factores del
medio ambiente sobre estos (radiacion UV, HR,
temperatura y pH, entre otros), es deseable incor-
porar altas densidades de propagulos en la super-
ficie vegetal para que haya un establecimiento
de una poblacién activa que pueda competir y
contrarrestar las infecciones de los fitopatogenos.
En este sentido, la combinacién de equipos que
entrega mayor concentracién del antagonista por
unidad de area foliar es la fumigadora estaciona-
ria y el aguilén.

Los resultados sugieren que la presion entregada
por la fumigadora estacionaria generé mayor co-
bertura y menor variabilidad en todos los trata-
mientos en comparacién con lo observado con la
fumigadora operada por palanca; asi mismo, los
volimenes de aplicacion fueron similares entre
los tratamientos y se redujo el tiempo de la ac-
tividad, y ademas se observaron mejores condi-
ciones de operacion para el operario. Igualmente

con este equipo se observé que el volumen de
aplicacion fue homogéneo en la cama de cultivo,
lo cual puede traducirse en optimizacién de uso
de los recursos.

El implemento aguilén tiene tres boquillas de
salida de producto, con lo cual se procura mayor
homogeneidad de la aplicacién en el dosel de
las plantas en comparacién con la lanza conven-
cional, con la cual el operario debe realizar mo-
vimientos verticales o de “abanico” para cubrir la
planta, corriendo el riesgo de dejar sitios del do-
sel sin producto, lo que no es deseable en control
biolégico. Contraponiéndolo con la lanza vertical,
con el aguilén también se presenté una mejor
cobertura en el envés de las hojas en los tres ter-
cios de la planta. La posicion de la boquilla frente
a la planta es un aspecto importante a tener en
cuenta para el cubrimiento del haz y el envés (en
el estudio la posicion de las boquillas de frente a
la planta resulté en una alta cobertura).

En este estudio se estimaron los costos de la apli-
cacion foliar del bioplaguicida teniendo en cuen-
ta el volumen necesario de suspensién de acuer-
do con la calibracion de los equipos y la mano de
obra para realizar la actividad. De esta forma, se
determind que el uso de la fumigadora estacio-
naria optimizé el uso de la suspensiéon y de mano
de obra (Tabla 16). Contrario a lo que se pensaba,
el hecho de requerir dos personas para la opera-
cién de la fumigadora estacionaria no represent6
un aumento en los costos por este concepto; en
contraste, la alta maniobrabilidad y eficiencia en
el uso del tiempo significé una ventaja importan-
te al usar este equipo de fumigacion.

Tabla 16. Costos de aplicacion de la suspension del bioplaguicida WP a base de T. koningiopsis con diferentes equipos de aplicacion.

Thoo3 Costo Costode  Costo total de
Tratamiento Volumen WP  Th003 WP Jornales jornales la aplicacion
(I/ha) (g/ha) ($/ha) (Unidad/ha) ($/ha) ($/ha)

Ep LTXVK-6 215 215 26.875,00 1,02 25.500,00 52.375,00
Ep LTG1 474 474 59.250,00 0,82 20.500,00 79.750,00
Ep ATG1 547 547 68.375,00 0,595 14.875,00 83.250,00

Et L TXVK6 202 202 25.250,00 0,525 13.125,00 38.375,00
EtLTG1 487 487 60.875,00 0,68 17.000,00 77.875,00
Et ATXVK6 472 472 59.000,00 0,42 10.500,00 69.500,00

e
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En un estudio previo, Moreno (2007) aplicé el pro-
ducto Th003 WP con una fumigadora de espalda
operada manualmente igual a la que se utilizd en
el presente trabajo, con una lanza convencional y
una boquilla de cono hueco. Este autor encontrd
una reduccién del 38% de la incidencia de B. cine-
rea en el tallo de las plantas de tomate cultivadas
bajo invernadero y una del 85% de reduccién de
la severidad del mildeo polvoso. De todas formas,
para complementar los resultados del presente
estudio y poder generar unas recomendaciones
con mayor precision, se recomienda evaluar el
efecto de la combinacién de la fumigadora de
espalda con el implemento lanza convencional
comparando las dos boquillas (TXVK-6 y TG-1),
y la combinaciéon de la fumigadora estacionaria
comparando los dos implementos (lanza con-
vencional y aguilén) y las dos boquillas sobre el

control de las enfermedades foliares moho gris
(Botrytis cinerea) y mildeo polvoso (Oidium lyco-
persicum) en el tomate.

Conclusiones

La combinacion de los equipos de fumigacion fu-
migadora motorizada estacionaria con el imple-
mento aguilén y la boquilla de cono lleno entregé
la mayor cobertura de la suspensién del producto
Th003 WP a base del hongo antagonista T. konin-
giopsis Th003 en la superficie foliar de las plantas
de tomate.

El uso de la fumigadora estacionaria para la apli-
cacion foliar del bioplaguicida Th003 WP resulto
importante para reducir los costos de una aplica-
cién convencional.

Anexo 1.
Composicion del medio de cultivo TSM
modificado por Askew y Laing (1993) (g/I)

MgS0O4 . 7H20
K2HPO4
KCL
NH4NO
Glucosa
Rosa de Bengala

Agar

0,2
0,9

0,15

3,0
0.15

25

Estos componentes fueron afadidos a 950 ml de
agua destilada y posteriormente esterilizados en
autoclave. El medio es suplementado con compo-
nentes biocidas Cloranfenicol (0,25), Quintozene
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(0,2), Captan 50 WP (0,2) y Previcur-N (Propamo-
carb) (1,2 ml). Las sustancias biocidas se disuelven
en 50 ml de agua destilada estéril y luego se afa-
den al medio de cultivo estéril.
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