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Equipos Adquiridos: Ninguno.

ASPECTOS GENERALES SOBRE LA INNOVACION Y EL

MoDULO Il DESARROLLO TECNOLOGICO DESARROLLADOS!

Resumen en espafiol del proyecto (Méaximo 20 lineas):

El moho gris es una enfermedad cosmopolita y limitante del cultivo y la poscosecha de la rosa en
Colombia; por lo que se propuso como principal objeto, establecer una prueba in vitro, para evaluar la
compatibilidad de cuatro fungicidas, con un aislamiento de Trichoderma (USTA_Tri-004); esto con el fin
de proponer posibles rotaciones del aislamiento de Trichoderma, con cuatro fungicidas con base en los
principios activos Fenhexamid, Pyrimethanil, Procloraz y Fenhexamid + Tebuconazole, los cuales son lo
mas utilizados para el control de Botrytis cinerea en la produccidn de rosa en la Sabana de Bogot3;
teniendo en cuanta que B. cinerea puede afectar follaje y las estructuras florales bajo invernadero, se
evaluara la susceptibilidad a la luz UV de los aislamientos de levadura, USTA Iv011, USTA lev012,
USTA Iv005, USTA Iv007 y el aislamiento de Trichoderma USTA Tri004. En otro ensayo se
determinara el potencial biocontrolador a 6°C, de los aislamientos de las levaduras contra B. cinerea,
teniendo en cuenta que algunas especies de levaduras crecen a temperaturas de refrigeracion; condiciones
que son comunes en los cuartos frios de almacenamiento de rosa, en los cultivos comerciales de
exportacién en donde el moho gris también causa pérdidas significativas. Finalmente se realizard una
evaluacion de tres desinfectantes contra B. cinerea, orientado al tratamiento de herramientas y enseres
relacionados con la cosecha y poscosecha de rosa, que puedan servir de medio de propagacion de la
infeccion del moho gris.

Abstract en inglés del proyecto (Méximo 20 lineas):

Gray mold is a cosmopolitan disease and limiting cultivation and post-harvest rose in Colombia; so it was
proposed as the main object, to establish an in vitro test to evaluate the compatibility four fungicides with
isolation of Trichoderma (USTA_Tri-004); this in order to propose possible rotations of the isolation of
Trichoderma, with four fungicides based on the active ingredients Fenhexamid, Pyrimethanil, Procloraz
and Fenhexamid + tebuconazole, which are the most used for control of Botrytis cinerea production rose
in the Sabana de Bogota; taking into account that B. cinerea can affect foliage and flower greenhouse
structures, susceptibility to UV light yeast isolates, USTA Iv011, USTA lev012, USTA_Iv005,
USTA Iv007 and isolation of Trichoderma USTA Tri004 be evaluated. In another test the potential
biocontrol be determined at 6 ° C, isolates of B. cinerea against yeasts, considering that some yeast
species grow at refrigeration temperatures; conditions that are common in cold storage rooms rose in
export cash crops where gray mold also causes significant losses. Finally, an evaluation of three
disinfectants against B. cinerea, treatment-oriented tools and equipment related to harvest and postharvest
of rose, which can serve as means of spread of infection is made of gray mold.

Palabras clave: levaduras, Trichoderma, amonios cuaternarios moho gris
Key Words: Yeast, Trichoderma, quaternary ammonium, gray mold.

Cumplimiento de los Objetivos.

Objetivo general: Porcentaje de | Resultados relacionados (Verificables y
Evaluacion del potencial de control in | cumplimiento. | medibles).

vitro e in planta, de cinco | 50 Se han realizado dos de cuatro objetivos
microrganismos y tres desinfectantes, especificos.

como alternativa de manejo de Botrytis
cinerea en rosa.
Observaciones:
e Objetivo especifico: 100% Presentacion de resultados y evidencia
Establecer la compatibilidad del fotogréfica.

! Tomado de NORMAS PARA LA PRESENTACION DE INFORMES RELACIONADOS CON PROYECTOS FINACIADOS TOTAL O
PARCIALMENTE POR COLCIENCIAS. Direccion de Desarrollo Tecnoldgico e Innovacién. Bogota D.C., Febrero de 2010.
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aislamiento del género Trichoderma
USTA_Tri004, con cuatro
fungicidas de uso comun, para el
control del moho gris en cultivos de

rosa.

Observaciones:

¢ Objetivo especifico: 0%
Evaluar el crecimiento de las
levaduras USTA_Iv011,
USTA lev012, USTA _Iv005,

USTA_Iv007 y el aislamiento de
Trichoderma USTA Tri004, en
presencia de luz ultravioleta.

Observaciones: No se han hecho ya que no se ha adquirido la lampara de luz UV.

e Objetivo especifico: 0%
Determinar el nivel de proteccion in
planta de los aislamientos de

levadura USTA_Iv011,
USTA lev012, USTA Iv005,
USTA_Iv007 a 6°C y 20°C contra B.
cinerea.

Observaciones: Se realizo la prueba de patogenicidad (B. cinerea) en el mes de septiembre, insumo

indispensable para realizar este bioensayo.

e  Objetivo especifico: 100% Presentacion de resultados y evidencia

Establecer el nivel de proteccion in fotografica.
planta de 3 desinfectantes para el
control preventivo del moho gris a
20°C.

Observaciones: Las pruebas se realizaron en octubre con base en la prueba de patogenicidad (B. cinerea)

hecha en septiembre.

Desarrollo del enfoque metodoldgico. En una escala de 0-100 Establezca el porcentaje de cumplimiento

del enfoque metodoldgico.

Observacion (Si aplica):

Cumplimiento del Cronograma.

Porcentaje de
cumplimiento

Observacion (Si aplica): Pruebas de Compatibilidad in vitro de un aislamiento de
Trichoderma con cuatro fungicidas. Esta actividad se debid realizar en los meses de
febrero marzo del presente afio. Pero no se ha realizado ya que el acta de inicio se
firmo en la tercera semana de abril. Estas se realizaron en los meses de mayo junio.
De acuerdo al efecto de la luz ultravioleta sobre la viabilidad de cuatro aislamientos
de levaduras y un aislamiento de Trichoderma. No se realiz6 en el tiempo estipulado
ya que no se ha adquirido la lampara de luz ultravioleta. Las pruebas de antagonismo
in planta de tres desinfectantes contra B. cinerea, fueron realizadas en el mes de
octubre, con un 100% de cumplimiento. La entrega del informe parcial fue aplazada
al mes de octubre por disposicion del Centro de Investigacion. Finalmente, el
informe final se entregara en el mes de mayo de 2017. Ya que en el proyecto no se
contemplé las vacaciones estudiantiles de julio, diciembre y retraso en la firma del
acta de inicio.

50%
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Dificultades enfrentadas en la realizacién del proyecto - (Si aplica).

La firma del acta de inicio solo se llevo a cabo en la tercera semana de abril. De otra parte, los materiales
para el desarrollo del proyecto fueron entregados en la segunda semana de octubre, lo cual retraso el
desarrollo del proyecto. De otra parte, en la Gltima semana de noviembre del presente afio, se iniciaran los
trabajos de remodelacion del edificio de laboratorios de microbiologia entre otros; razon por la cual se
suspendieron las sesiones experimentales. Hasta el momento no es claro donde se pueden culminar las
labores pendientes del proyecto en lo referente a evaluacion de la actividad biocontroladora de las cepas de
lavaduras y evaluaciones de estas en presencia de luz ultravioleta.

‘ MODULO 11 TEXTO O CUERPO DEL INFORME (Para todos los proyectos) ‘

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

TEMA: Control biolégico y quimico.

AVANCES: 100% de desarrollo de pruebas de combatividad in vitro de ocho fungicidas

2. AVANCES EN EL MARCO TEORICO

Recientemente se ha propuesto el uso de levaduras como organismos ideales para el control bioldgico en
diversos cultivos y poscosecha especialmente de enfermedades, debido a sus principales mecanismos de accién
contra los fitopatdgenos tales como: antibiosis, micoparasistismo, competicion por nutrientes y espacio y
supresion de esporulacién dentro de sus principales mecanismos de accion de estos microorganismos
levaduriformes (Huang, y otros, 2011).

Como agentes de control biolégico de B. cinerea, se ha reportado que las levaduras presentan mecanismo de
accion tales como produccion de enzimas que degradan la pared celular, produccién de metabdlicos volétiles,
induccién de resistencia, competicion por nutrientes y espacio; siendo este criterio una herramienta Util para
producirlas eficientemente y para disefiar formulaciones que les permita activarse rapidamente y proteger las
células cuando son aplicadas en campo (Nunes, 2002).

Dentro de los biocontroladores las levaduras epifiticas también han demostrado tener alta actividad
biocontroladora contra diversos fitopatdgenos en frutas y hortalizas como lo es el caso de B. cinérea causante del
moho gris y otros patdgenos de postcosecha como Penicillium sp y Rhizopus stolonifer (Lima, 1997).

Se ha reportado la eficacia de la levadura Pichia membranifaciens para el control de B. cinerea en cultivos de
vid inhibiendo al patdgeno por coagulacion del citoplasma (Masih, 2001). En otras investigaciones se observo
altos niveles de control para B. cinerea en plantas de tomate cultivadas bajo invernadero del 83%, con las
levaduras Candida guilliermondii aislamiento 101 y US 7 y del 62% con Candida oleophila 1-182, al ser
aplicadas 24 horas antes del patogeno (Saligkarias, 2002). En otro trabajo la levadura Candida sake fue eficaz en
manzanas y peras contra Penicillium expansum y B. cinerea (Nunes, 2002).

La plasticidad de usos de las levaduras para control biolégico se demostrd, al evaluar 30 aislamientos de
levaduras de la fildsfera de tomate, con una reduccion de la incidencia de la enfermedad del moho gris del 90%
bajo condiciones de invernadero (Kalogiannis, 2006), lo cual demuestra que estos microrganismos no solo son
aplicables en poscosecha, sino también en campo.
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En Colombia también se han realizado trabajos tendientes a la seleccién aislamientos nativos de levaduras con
alta eficacia y actividad biocontroladora contra patégenos en postcosecha de tomate, cebolla de bulbo y mora de
castilla (Zapata, 2004).

Especificamente se ha seleccionado a las levaduras Pichia onychis aislamientos Lv027 y Lv031 aisladas a
partir de rizosfera en cultivos de cebolla de bulbo en suelos del municipio de Cucaita del departamento de
Boyaca, fueron seleccionadas por ejercer un control superior al 85% tanto a 5°C como a 22°C de Botrytis alli en
postcosecha de cebolla de bulbo (Jimenez & Neisa, 2004).

De forma similar en postcosecha de tomate, estos aislamientos controlaron la pudricién blanda causada por
Rhizopus stolonifer (Garcia & Cotes-Prado, 2004), Alternaria alternata (Fuentes-Murillo, 2004) y Botrytis
cinerea (Pava & Garcia-Murillo, 2004).

Con el aislamiento de la levadura Lv027, se desarrollaron dos prototipos de bioplaguicida, un concentrado
emulsionable recomendado para su aplicacién en pos cosecha (Gutierrez, Gomez, & Garcia-Murillo, 2004) y un
granulado dispersable en agua, recomendado para aplicarse foliarmente en campo (Higuera, Villamizar, &
Garcia-Murillo, 2004).

La levadura Pichia anomala, aislamiento Lv050 aislada de tomates comercializados en la ciudad de Bogota,
presentd porcentajes de proteccion del 88,50% contra R. stolonifer, durante la postcosecha de tomate a
temperatura ambiente y del 89,53% a temperatura de refrigeracion (Garcia & Cotes-Prado, 2004).

De otra parte, fueron evaluadas los aislamientos de las levaduras denominadas Lv297, Lv298 y Lv299, aisladas
de frutos de mora de castilla procedentes de mercados locales en Bogota; las cuales redujeron la incidencia de la
enfermedad causada por B. cinerea en frutos de mora de Castilla entre el 67,4% y 78% en condiciones de
evaluacion in planta (Zapata, 2004).

En el pais también se han realizado trabajos en de seleccidn de hongos filamentosos, en un ensayo hecho bajo
condiciones de invernadero con tomate larga vida (var. Rocio), el cual presentd una alta incidencia de la
enfermedad mildeo polvoso ocasionada por Oidium sp., se encontré una reduccion de la mencionada enfermedad
en presencia del producto comercial TRICHODEX® con base en el hongo biocontrolador Trichoderma
harzianum, con el cual se presenté un porcentaje de inhibicion de 51,31% en el area bajo la curva de progreso de
la incidencia de mildeo polvoso, mientras que Trichoderma koningiopsis presentd un 49,52% y Clonostachys
rosea 45,11% de inhibicién comparados con el tratamiento testigo absoluto. El producto TRICHODEX® redujo
la severidad de mildeo polvoso en 92,1%, T. koningiopsis en 91,7% y C. rosea en 75,7% (Moreno-Velandia,
2003).

Los anteriores resultados demuestran que la aplicacion preventiva de las algunas especies del género
Trichoderma, puede controlar la infeccién causada por B. cinerea y otros fitopatdgenos; sin embargo, podria
presumirse que estos no podrian controlar las enfermedades, una vez la infeccion y la pudricion logre
establecerse (Cheng & Yang, 2012).

La alta actividad antagonica de algunas especies de Trichoderma se puede explicar a la luz de los mecanismos
de accion que posee este hongo frente a fitopatogenos como B. cinerea, Rhizoctonia solani y Fusarium
oxysporum, tales como: micoparasitismo, competencia por nutrientes y espacio e induccion respuestas de
resistencia (Jaimes & Moreno, 2009.

Sin embargo, la evaluacién en laboratorio y campo de los agentes de control bioldgico, no es suficiente para
garantizar el control de enfermedades. Se hace necesario al igual que con las moléculas quimicas, hacer un
proceso de formulacién de los ingredientes activos (biocontroladores), para ser protegidas a los cambios abruptos
ambientales, tales como la humedad, radiacién UV, temperatura, incidencia del viento entre otras, y deben poseer
una estabilidad para su aplicacién en campo y almacenamiento, esto se logra mediante el proceso de formulacion
(Cotes-Prado A. M., 2004).

Un ejemplo de lo anterior fue realizado en un trabajo de investigacion en donde se evalud, 4 prototipos de
bioplaguicidas formulados como polvos secos para espolvoreo y granulados dispersables a base de 2 aislamientos
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colombianos de Trichoderma koningiopsis Cepa Th003 y Trichoderma asperellum cepa Th034, microorganismos
con actividad antagonista frente a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici agente causal de la marchitez vascular y
Rhizoctonia solani causante de la pudricién de cuello de raiz, con una reduccion de la incidencia de entre el 70 y
el 100% en cultivos de tomate y papa, respectivamente. En donde el tipo de formulacién afectd la estabilidad de
los conidios de los 2 aislamientos colombianos de Trichoderma spp., siendo el polvo para espolvoreo el
bioplaguicida que presentd la mayor estabilidad y vida Gtil a 8°C y 18 °C (Santos, Garcia, & Cotes, 2012).

3. METODOLOGIA

El desarrollo del presente proyecto de semilleros de investigacion, se realiza en la ciudad de Bogota, en el
Laboratorio de Microbiologia perteneciente a la sede Central de la Universidad Santo Tomas.

Se realizaron pruebas de eficacia de tres desinfectantes in vitro y dos in planta contra B. cinerea en tallos de
rosa de la Variedad Forever Young, de cuerdo a la metodologia propuestas por Garcia-Murillo y Melo Quintana,
en 2015.

Para la evaluacion in vitro e in planta de los tres desinfectantes contra B. cinerea; se aplicé tallos de rosa con
cada uno de los productos y 48 horas después inoculandose el fitopatdgeno, siendo puestas las camaras hiumedas
solo a 20°C. Los productos con base en los amonios cuaternarios se mencionan a continuacion (Tabla 1):

Tabla 1. Productos a base de amonios cuaternarios a evaluar in planta contra B. cinerea.

Producto Ingrediente Activo Dosis ml-g *I* E\_/aluguon E_valuauon
in vitro in planta
DidecyL Methyl Ammonium
® -
PURSUE Chloride (DDAC) 10 X
Desogerme Clorhidrato de poly
509 ® (hexamethylenebiguanide), 15 X X
Veégetaux .
Cloruro de benzalkonio
Desogerme Glutaraldehido, Cloruro de
: © ’ 1.0 X X
Microserre Benzalkonio

Fuente: el autor, 2015

Para las pruebas de compatibilidad in vitro de un aislamiento de la cepa USTA-Tri004 de Trichoderma con
ocho (8) fungicidas; se utilizara un cultivo del aislamiento de la mencionada cepa, la cual fue previamente
incubada a 20° C por 12 dias en cajas de Petri en medio agar Sabouraud mas rosa de bengala (0.1 g*I%).

Cumplido lo anterior, se tomé un cultivo y con la ayuda de un sacabocados de 6 mm de didmetro, se cortaron
trozos de este a partir del Gltimo anillo de crecimiento del hongo antagonista. Cada trozo fue sembrado en una
caja de Petri con medio agar Sabouraud, pero con la adicion de un fungicida de acuerdo a la tabla 2.

Tabla 2. Fungicidas empleados en la prueba de compatibilidad in vitro del aislamiento de Trichoderma
USTA Tri-004.

Tratamiento Fungicida Ingrediente Activo Dosis ml-g *I**
PDA + Cabo Cabo® / Bayer Fenhexamid 500 1.0
PDA + Sialex Sialex® / Sumitomo Dicarboxamide 1.0
PDA + Scala Scala® / Bayer Pyrimethanil 1.0
PDA + Dithane Dithane® / Dow Agro Science | Mancozeb 2.0

Mirage® / Makhteshim

PDA + Mirage Chemical Works Ltd. Procloraz 0.5
PDA + Teldor Teldor Combi® Fenhexamid + 15
Combi Tebuconazole

PDA + Clortocaffaro® / Barpen Clorotalonil 1.0

Clortocaffaro
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Iminoctadine Tris
(Albesilate) 40 %
Fuente: el autor, 2015

PDA + Bellkute Bellkute® /Sumitomo 0.3

Las cajas de Petri con medio de cultivo Sabouraud con adicién de los fungicidas, fueron inoculadas con
el aislamiento de Trichoderma (USTA_Tri-004) y puestas a incubar a 20°C por 12 dias; de forma similar se
inocularon cajas de Petri con el mismo medio sin fungicida (tratamiento control). A partir de las 48 horas de
inoculacion del hongo antagonista hasta los doce dias de incubacion; se cuantifico el didmetro de colonia (cm)
del aislamiento USTA_Tri004, tanto vertical como horizontal, en todos los tratamientos y el control.

Anadlisis de los resultados

Las variables a evaluadas correspondieron a los didmetros de colonia del aislamiento de USTA Tri004
medidas, cada 48 horas hasta el dia 12. Calculdndose la eficacia de cada uno de los fungicidas contra el
aislamiento del hongo biocontrolador.

Para la realizacion de este ensayo se propuso un disefio completamente al azar. Los tratamientos
correspondieron a cajas de Petri con medio de cultivo (PDA) con cada uno de los fungicidas; de forma similar el
control correspondié a cajas de Petri con el mismo medio, pero sin fungicidas. La unidad experimental,
correspondera a una caja de Petri + fungicida inoculada con el fitopatégeno. Cada tratamiento y el control, fue
constituido por 7 repeticiones. A partir del analisis de varianza realizado con los promedios de area bajo la curva
de los diametros de colonia del fitopatégeno, se realizé la prueba de Tukey (p<0.005).

4. AVANCEY LOGROS

Con este proyecto se logr6 consolidar el semillero denominado Bioprospeccion y Biosistemas Integrados. En
este grupo de investigacion participaron activamente 5 estudiantes del programa de Administracion Ambiental y
de los Recursos Naturales. A partir de las actividades del proyecto se derivaron otras actividades de divulgacion
de resultados del grupo de semilleros las cuales se mencionan a continuacion:

Ponencia oral: Tratamiento de semillas de Quercus humboldtii con un biofungicida y una cepa del género
Trichoderma.

Autores: Jesika Natali Valencia Gonzalez, Paulo German Garcia Murillo.

Evento: 2°. Encuentro Nacional de Investigacion en Educacion Virtual y a Distancia

Lugar: Tunja, Boyaca, Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Tunja (UPTC).

Fecha de participacion: 8 de octubre de 2016.

Ponencia oral: Evaluacién in planta de tres biofungicidas y seis fungicidas, para el tratamiento de
Peronospora sparsa (Peronosporaceae), causante del mildeo velloso en rosa.

Autores: Paulo German Garcia Murillo.

Evento: 111 Congreso Internacional de Biotecnologia y Biodiversidad.

Lugar: Hotel Hilton, Guayaquil, Ecuador.

Fecha de participacion: 10 al 13 de octubre.

5. RESULTADOS, PRODUCTOS E IMPACTOS

Los resultados no se presentan, ya que son insumos de un articulo actualmente en proceso de publicacion.



& UNIVERSIDAD SANTO ToMAS Centro de Investigacion

PRIMER CLAUSTRO UNIVERSITARIO DE COLOMBIA Vicerrectoria Universidad Abierta y a Distancia
EDUCACION ABIERTA Y A DISTANCIA

6. CONCLUSIONES
e Los productos Cabo y Sialex, presentan eficacias “in vitro™ bajas contra Trichoderma (USTA-Tri004).
e El fungicida Scala presenta una eficacia “in vitro” media contra Trichoderma (USTA-Tri004).
e 0s productos Dithane, Teldor Combi, Clortocaffaro, Bellkute y Mirage, presentan eficacias “in vitro”
altas contra Trichoderma (USTA-Tri004).
e Los productos Vegetaux y Microser presentaron eficacias preventivas “in vitro™ altas.
e El producto Bucket presento una eficacia preventiva media.
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