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Resumen

El municipio de Mutiscua se basa en una economia campesina de tradicion agricola, asentado
en la siembra de hortalizas y tubérculos a menor escala, que son comercializados por

intermediarios en los mercados de Bucaramanga, Clcuta y Pamplona.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar alternativas bioldgicas combinadas con la
hormona reguladora de crecimiento acido naftalenacético (ANA) para el manejo de P. brassicae
en coliflor bajo las condiciones en el municipio de Mutiscua, para esto, se hizo un estudio
preliminar en laboratorio con los productos comerciales de microorganismos antagonistas como
Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Burkholderia cepacia en concentraciones 1/10 y
1/100 comparando su eficacia con in6culos de quistes inactivos de P. brassicae, evaluando la
tasa de sobrevivencia del patdgeno ante los tratamientos utilizados. Luego de esto, se establecio
un cultivo de coliflor en un area de 180 m2 con los microorganismos anteriormente mencionados
en combinacion con cido naftalenacético, evaluando 10 plantas por unidad experimental y
tomando variables como altura, didmetro del tallo, numero de hojas, incidencia y severidad tanto
en la parte area como en raices. Finalmente, con los resultados obtenidos, se elaboro un analisis
del costo beneficio que genera la utilizacion de estas alternativas bioldgicas no agresivas al
medio ambiente y la salud de hombre. Los resultados obtenidos demostraron que las aplicaciones
de productos biolégicos como T. harzianum bajo condiciones controladas y en campo
combinados reguladores de crecimiento como ANA no detiene de forma curativa la enfermedad
hernia de las cruciferas, no obstante, demuestra el potencial biocontrolador del antagonista,

resultando favorable con una relacion econdémica cuyo valor fue mejor para como T. harzianum



+ANA , seguido por la cal que, aunque con poca efectividad resulta la alternativa més barata

ayudando a que puedan ser de gran utilidad hacia una agricultura ecolégica sostenible.

1. Introduccion

El protozoo Plasmodoophora. brassicae Woronin, causante de la enfermedad cominmente
Ilamada hernia, afecta solo a las plantas de la familia de las cruciferas (coliflor, brécoli, repollo y
otras) (Pengjie et al., 2019), causando entre un 70 a 80% de pérdidas en los rendimientos
(Castillo & Guerrero, 2012).

La enfermedad causa grandes pérdidas econdmicas en el municipio Mutiscua - Norte de
Santander debido a que este se ha especializado en la produccion de hortalizas desde hace
muchos afios y existen pocas posibilidades de rotacion de cultivos, debido a ello se ha optado por
convivir con el microorganismo que puede sobrevivir en forma de estructuras resistentes mas de
10 afios en el suelo, por lo tanto se hace necesario la busqueda de alternativas eficaces de manejo

con productos bioldgicos, menos contaminantes con el medio ambiente.

Dejar de sembrar por al menos 10 afios o la lucha quimica han sido las soluciones en lugares
productores de hortalizas para evitar afectaciones por la hernia en las cruciferas, sin embargo por
lo toxico de los productos usados la aplicacion de moléculas sintéticas al suelo se hizo
insostenible ambientalmente y econdmicamente.

En la literatura se han propuesto algunas alternativas preventivas de manejo como: el uso de
Trichoderma spp. y B. subtilis para el manejo de la enfermedad, los resultados son adn
inconsistentes y a veces contradictorios, por lo que se ha recomendado profundizar y realizar
mas investigaciones para comprobar en cada localidad la eficacia de estos antagonistas en

funcidn de las condiciones edafoclimaticas, el sistema de manejo agronémico de los agricultores,



las especies, variedades de cruciferas, el potencial de inoculo del fitopatdégeno en el suelo y la
capacidad de las cepas de los antagonistas de realizar su efecto biocontrolador. En ese sentido no
se han realizado investigaciones bajo las condiciones de Mutiscua.

En muchas zonas los agricultores han optado por aplicar cal agricola en aras de subir el pH y
disminuir las afectaciones por el protozoo. Esta alternativa constituye una préctica comin en
Mutiscua, sin embargo, no siempre se logran los resultados esperados por lo que se impone la
necesidad de realizar méas investigacion que brinden otras alternativas de solucién efectivas y

econdmicamente viables a los agricultores.

2. Problema

2.1 Planteamiento del problema

La hernia de las cruciferas, causada por P. brassicae., afecta a las plantas de la familia
Brassicacea tales como coliflor, brécoli, repollo, entre otras, causando afecciones en las raices al
propiciar la elongacion y division celular en los hipocétilos y la formacion de agallas en las
raices de las plantas. Como resultado, las plantas infectadas no pueden obtener suficiente agua y
nutrientes (Pengjie et al., 2019).

Woronin determino esta especie como el agente causal de la hernia, y elabord el primer
informe sobre la morfologia y la fisiologia del patdgeno en 1878, o sea, que la enfermedad se
conoce hace mas de 130 afios y se considera emergente en muchos lugares como en Canada
(Gossen et al., 2015).

El municipio de Mutiscua Norte de Santander, cuya caracteristica principal es la siembra de
hortalizas entre ellas las cruciferas como: brécoli, coliflor y repollo (Mutiscua, 2018), ha sido

afectado desde hace afios por el patdgeno de P. brassicae, ocasionando con ello pérdidas a los



agricultores, al llegar a devastar gran parte de estos cultivos impidiendo volver a sembrar en ellos
especies susceptibles. Debido a esto, se ha disminuido en algunas veredas el area de siembra de
las cruciferas ocasionando una falta de oferta y conllevando a que los precios aumenten.

Otra causante de la diseminacion de patdgeno P. brassicae en la zona, tiene que ver con las
malas practicas agricolas de los productores en las diferentes veredas y la forma en que tratan de
mitigar esta problematica, realizando tratamientos al suelo con productos altamente toxicos que
atentan la micro, meso y microbiota del suelo, generando asi, un impacto negativo en la fertilidad

de este.

Teniendo en cuenta la ubicacion geografica de municipio de Mutiscua, con una gran
extension del perteneciente al paramo de Santurban, hace que se incrementen los riesgos del
impacto ambiental con los cultivos de hortalizas y es donde se centraria la solucién a la
problematica fitosanitaria en la presente investigacion. Es por este motivo, que se pretende
evaluar diferentes alternativas bioldgicas y amigables con la capa edéafica, esperando con estas
mitigar los dafios causados por este patdgeno con la incorporacién de alternativas que
contribuyan a un manejo eficaz del mismo. Hasta el momento esta enfermedad no tiene un
control efectivo en la zona, a pesar de aplicarse cal agricola para subir el pH y de esta forma

atenuar los efectos de la enfermedad.

Profundizar sobre la accion de Trichoderma spp. se hace necesario, ya que es un hongo
antagonico contra microorganismos patdgenos de las plantas, por su capacidad para producir
secreciones enzimaticas toxicas extracelulares que causan desintegracién y muerte en hongos
fitopatégenos (Villegas, 2015) y tambien de nematodos (Pérez, Castellanos & Almarales, 2011);
sobre B. subtilis, teniendo en cuenta que es una bacteria antagonica la cual produce metabolitos

secundarios, con propiedades antiflngicas, supresores efectivos contra diversos fitopatdgenos



(Ariza & Sanchez , 2012); y ademés B. cepacia, que aunque no se recomienda en la literatura
contra P. brassicae es considerada como una bacteria atractiva por su poder antagonico para el
control de patdgenos, ademas, de tener propiedades como estimulador de crecimiento vegetal

(Toledo, Hernandez, Alvarez, Martin, & Marquez, 2002).

2.2 Justificacion

La investigacion se hace necesaria ya que en pruebas realizadas en la zona de Mutiscua con
productos comerciales a base de T. harzianum, B. subtilis, B. cepacia y el enraizador acido
naftalenacético (ANA) no se observé una reduccion importante de la enfermedad, sin embargo,
en otros trabajos se varié la forma de hacer los tratamientos y se aplicaron mezclados los
bioproductos y el enraizante, se demostré que disminuyé considerablemente la enfermedad. Las
condiciones frias y hiumedas de la Mutiscua obligan a profundizar en la posible existencia y
capacidad de control de cepas mas adaptadas de estos antagonistas que pudieran tener
perspectivas de utilizarse en el futuro. También, para disminuir la actividad biol6gica de
microorganismos oportunistas que pueden hospedarse en los diferentes cultivos agricolas durante
largos periodos, llegando a ocasionar grandes pérdidas econdmicas en la agricultura. Mejorando

la calidad de vida de productores de la zona y sus familias.

3. Objetivos
3.1 Objetivo general
Evaluar alternativas bioldgicas combinadas con acido naftalenacético (ANA) para el manejo de

P. brassicae en coliflor bajo las condiciones en el municipio de Mutiscua, Norte de Santander.



3.2 Objetivos especificos

e Comparar la eficacia de T. harzianum, B. subtilis y B. cepacia en condiciones de

laboratorio para el control de P. brassicae.

e Determinar la eficiencia de alternativas que incluyen T. harzianum, B. subtilis y B.
cepacia combinadas con acido naftalenacético para el control de P. brassicae en coliflor

bajo las condiciones de Mutiscua.

e Valorar el costo-beneficio de las nuevas alternativas versus la tradicional y no tratadas.

4. Marco de referencia

4.1 Antecedentes

4.1.1 Internacional

Alternativas biologicas para el control de la hernia de las cruciferas

Botero (2016), busco evaluar el efecto de T. asperellum cepa Th034, T. brevicompactum cepa
Th201 y T. koningiopsis cepa Th003 sobre la reduccion de la hernia en repollo ‘Delus’. Para tal
fin se llevaron a cabo experimentos en cuarto de crecimiento de plantas y en un campo infestado.
Para los ensayos en cuarto de crecimiento de plantas, se emplearon dos concentraciones del
patogeno, y Trichoderma se aplicé una o dos veces; la enfermedad se evalud 60 dias después de
la inoculacion. Para los ensayos en campo Trichoderma se aplicd una, siete o catorce veces
durante el ciclo, y se llevaron a cabo evaluaciones de la enfermedad cada dos semanas. En
condiciones controladas, se observo disminucién de la enfermedad Unicamente en bajas

concentraciones del patogeno; la mayor reduccion de la enfermedad se encontré con una sola



aplicacion de T. koningiopsis y T. brevicompactum. La reduccion de la enfermedad por parte de
T. asperellum fue proporcional al nimero de aplicaciones efectuadas. Los resultados observados
en campo no fueron tan concluyentes como los observados en condiciones controladas; no
obstante, se observé disminucion de la enfermedad cuando T. brevicompactum se aplicd 14
veces en el ciclo. De los resultados puede concluirse que T. brevicompactum exhibe potencial
para el manejo de la hernia de las cruciferas cuando se aplica frecuentemente, mientras que cepas
de T. asperellum o T. koningiopsis pueden ser potenciales para el manejo de la enfermedad en

densidades bajas de indculo del patégeno.

Pengjie (2019), evalud la efectividad de diferentes periodos de control para la enfermedad de
clubroot (hernia) de la col China. Una cepa muy potente de B. subtilis, XF-1, que se aislé de la
rizosfera de coles chinas con severa raiz de club en el distrito de Guandu de Kunming, provincia
de Yunnan, China, tuvo fuertes efectos inhibitorios tanto en la supervivencia como en la
germinacion de las esporas en reposo de P. brassicae. Se evaluaron varias estrategias para
administrar de manera eficiente la enfermedad en la col china, y se investigaron diferentes
mecanismos. La capacidad de los pelos de la raiz del repollo chino para reducir la infeccion por
P. brassicae en el crecimiento y la eficiencia de la colonizacion de XF-1 en raices de plantulas
también se estudid. Las respuestas a la supresion de la hernia aumentaron con el aumento de la
edad de las plantulas en condiciones de macetas y campos, y la tasa de pelo de la raiz no
infecciosa aumento con la inoculacion de patégenos, lo que sugiere que la edad de las plantulas
afecta la infeccién por P. brassicae. La aplicacion del cultivo liquido de B. subtilis XF-1 para el
tratamiento durante las etapas de desarrollo de las plantulas de col chinas infectadas disminuy6

gradualmente el efecto de control. Por otra parte, empapando las semillas con B. subtilis se



redujo la tasa de incidencia de la enfermedad y la incidencia de la enfermedad en un 40% y 69%,
respectivamente. Estos resultados indican que la prevencion y el tratamiento por B. subtilis XF-1

en una etapa temprana es la mejor manera de reducir el dafio causado por la enfermedad.

En el caso de B. cepacia no tiene un registro como tal en control para P. brassicae. Pero
segun, Doncel & Cordero (2017) la actividad anfifungica de B. cepacia contra el hongo
Colletotrichum gloeosporioides la cual inhibe el crecimiento micelial y la germinacion de la
espora entre un 41 y 100% respectivamente, comprobando asi su actividad antifungica. Ademas,
esta bacteria ha sido utilizada como promotora de crecimiento vegetal en diferentes cultivos de

interés comercial y como agente de biocontrol de fitopatégenos.

El empleo de enraizantes para el manejo de P. brassicae

La aplicacion de un enraizante Fortiraiz (Ecoagro, 2014) a una dosis de 4,5 g/L para el
manejo de la hernia de las cruciferas en brocoli en Ecuador, produjo resultados alentadores, al
mantener la incidencia de la enfermedad en 10,63 % alcanzando las plantas mayor altura y
mayores rendimientos que los testigos que alcanzaron entre 14 y 17 % de incidencia de la
enfermedad por lo que fue recomendado para disminuir la incidencia de la enfermedad e

incrementar la productividad del cultivo de brocoli (Telenchana, 2015).

Estudios en laboratorio con P. brassicae

En un estudio de patogenicidad con fuentes de inoculo del patdgeno de diferentes zonas de
Brasil mostrd que al inocular sobre varias especies de cruciferas no se observaba un patrén

genético especifico en cuanto al lugar de origen de las poblaciones evaluadas, mostrando que



incluso en lugares distantes y con diferencias en cuanto a la patogenicidad, tales poblaciones son

genéticamente similares Cruz et al. (2009).

La preservacion de las estructuras de resistencia de P. brassicae, en condiciones de
laboratorio, es dificultada por el hecho de tratarse de un paréasito obligatorio. Por tal razén Cruz
et al. (2008), realizaron ensayos para la preservacion de estas por congelacion usando un
congelador comun. Hubo una diferencia estadistica entre el testigo y los tratamientos con
materiales congelados en el periodo de 21 a 242 dias, los cuales preservaron sus caracteristicas
patdgenas, mostrando que el método de congelacion en congelador es una buena opcién para la

preservacion de las estructuras de reposo de este patgeno.

Uso de cal agricola para el manejo de hernia de las cruciferas

Heinrich y Stone (2014), demostraron que el encalado del suelo es un método efectivo para
reducir la incidencia y severidad del patdgeno P. brassicae, ya que se busca tener un pH de 7,1

en los suelos y aungue no elimina al patégeno reduce la infeccion de la planta.

Donald et al. (2004) Probaron la eficiencia de diferentes granulometrias de calcio
cianamida y calcareo en el control de la hernia de las cruciferas y verificaron que las
granulaciones mas finas del producto, en suelos contaminados de Australia, fueron mas
eficientes en el control de la enfermedad y proporcionaron aumento de produccion de brécoli,
cuando se aplica hasta siete dias antes del trasplante de las mudas. Este autor sefiala que el
aumento de pH de suelo no elimina el patdgeno de suelos contaminados, pero interfiere en el
proceso de infeccion radicular, o sea, en la fase inicial de la enfermedad, y que las particulas mas
finas de los productos son mas eficientes por reaccionar mejor con las superficies de las

particulas del suelo, proporcionando un aumento de pH mas eficiente. Pero el exceso de calado
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también puede perjudicar a los huéspedes, impidiendo la absorcion de otros nutrientes por la

planta, dejandolos debilitados.

4.1.2 Nacional

Castillo & Guerrero (2008) evaluaron el efecto de controladores biolégicos sobre hernia de las
cruciferas en Tabio, Cundinamarca el cual consistio en determinar el efecto del EM y del hongo
Trichoderma en el desarrollo del patdgeno. Los tratamientos fueron: a) EM; b) EM +
Trichoderma nativo; ¢) EM + Trichoderma comercial; d) Trichoderma nativo; €) Trichoderma
comercial; y, f) testigo. Se determind la severidad del ataque por la relacion entre el volumen de
las raices con agallas y el volumen de las raices totales por planta. En los resultados no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos con ninguna de las variables evaluadas,
pero si se observd que en época lluviosa se incremento la severidad del patdégeno, causando entre
un 70 a 80% de pérdidas en rendimiento. El hibrido del brécoli usado presento tolerancia a P.
brassicae porque produce nuevas raices sanas para reemplazar las raices con agallas, lo que

permite un mejor desarrollo de las plantas y un mejor rendimiento del brécoli.

4.2 Marco contextual

Las parcelas del experimento se ubicaron en Mutiscua — Norte de Santander, limita al norte
con Cucutilla'y Pamplona, al sur con Silos, al oriente con Cacota y Pamplona y al occidente con
el departamento de Santander. Este municipio cuenta con una poblacion de 3.847 habitantes,
ubicados el 85% en el area rural y el 15% en el area urbana. Su economia se sustenta en su
tradicion agricola, con una economia campesina basada en la siembra de hortalizas y tubérculos
a menor escala, que son comercializados por intermediarios en los mercados de Bucaramanga,

Cucuta y Pamplona. Otro renglén de produccion se centra en el cultivo de trucha como
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alternativa econémica que ha generado empleos en la regién. Asi mismo se registra la
explotacion de marmol que ha disminuido por precarias condiciones de trabajo, falta de técnicas

mineras Yy dificultades de mercadeo (CONSORNOC, 2010).

4.3 Marco tedrico

4.3.1 Clasificacion taxonémica de la coliflor.

Reino: Plantae
Division:  Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Brassicales

Familia: Brassicaceae
Género: Brassica
Especie:  Brassica oleracea var. Botrytis (Pinzon, 2012)

4.3.2 Morfologia de la coliflor (Brassica oleracea L. var. Botrytis)

Posee una raiz ramificada y profunda, puede alcanzar un radio de 45 cm a 60 cm desde la
parte central. Su tallo es cilindrico corto, carnoso, muy pequefio (10 cm), grueso, sin
ramificacion y al alcanzar su altura definida comienza la formacién de hojas. Sus hojas son
sésiles, enteras o hendidas, oblongas, (de unos 40 a 50 cm de largo y 20 cm de ancho) elipticas,
largas y lanceoladas, de color verde claro, cubiertas de una delgada cera, a veces con rizaduras
en los bordes, erguidas hacia arriba. Las flores verdaderas se forman en las axilas de las flores
abortivas, forman un racimo terminal de flores de color amarillo. La cabeza la conforma la
inflorescencia hipertrofiada de yemas florales con peddnculos carnosos de color crema o blanco.
El fruto es una silicua verde amarillenta, y contiene cerca de 20 semillas, las cuales son de

tamafo pequerio, sin cotileddn, ricas en aceite y miden de 2 a 3 mm de diametro (Florez, 2012).

4.3.3 Requerimientos ecofisiolégicos del coliflor
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La temperatura requerida en el periodo de crecimiento es de 15-21 °C, su fotoperiodo oscila
entre las 9-12 horas luz durante el dia. Se adapta bien a zonas que van desde los 1800-2700
msnm Yy necesita una precipitacion anual de 800-1200 mm. El coliflor demanda suelos francos,
ricos en materia organica, medianamente tolerante a las sales, poco tolerante a la acidez, pH 6.0-

6.8 (Pinzon, 2012)

4.3.4 Hernia de las cruciferas (Plasmodiophora brassicae)

Clasificacion taxondmica

Dominio: Eukaryota

Reino: Protista

Divisién: Myxomycota

Clase: Plasmodiophoromycetes
Orden: Plasmodiophorales
Familia: Plasmodiophoraceae
Género: Plasmodiophora

Especie: P. brassicae

El agente causal es un protozoo que se comporta como parasito obligado. En su ciclo de vida
se distinguen diferentes estructuras bioldgicas: esporas de resistencia, zoosporas, plasmodios y
zoosporangios. Las esporas de resistencia son las estructuras esenciales en la sobrevivencia y
diseminacion del patdgeno. Una vez que éstas llegan al suelo, pueden sobrevivir casi 20 afios en
ausencia de un hospedero, sin embargo, pueden iniciar su germinacion rapidamente en presencia
de un hospedero susceptible. Al germinar, forman esporas maéviles (zoosporas) que, en suelos

con alta humedad, encuentran condicion éptima para infectar nuevas plantas. En las raices
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infectadas se forma una estructura microscopica conocida como plasmodio, que invade las
celulas de las raices conduciendo a la formacion de tumores o agallas. Posteriormente, se
produce una nueva generacion de zoosporas que reinfectan las raices y plantas cercanas,
tornandose el proceso de infeccion invasivo con la formacion de nuevos plasmodios. Las agallas
formadas en las raices de las plantas infectadas se descomponen y nuevamente las esporas de

resistencia llegan al suelo (Galdames, 2017).

4.3.5 Los sintomas

Las plantas infectadas al principio tienen unas hojas de color verde palido a amarillento. Mas
tarde, las plantas infectadas muestran marchitamiento en dias calurosos y soleados,
recuperandose durante la noche. Las plantas jovenes pueden morir pronto por la enfermedad
después de la infeccion, mientras que las plantas mas viejas pueden permanecer vivas pero se
atrofian y no producen cabezas comercializables. Los sintomas mas caracteristicos de la
enfermedad es que aparecen en las raices unas inflamaciones en formas de huso, esféricas,
nudosas o0 en forma de hernias. Las hinchazones pueden ser pocas y aisladas o pueden unirse y

cubrir todo el sistema radicular (Agrios, 2005).

4.3.6 Hospedantes

Esta enfermedad afecta practicamente a todas las especies de la familia Brassicaceae, que
incluyen hortalizas (repollo, brocoli, coliflor, repollo chino, etc.) y forrajeras (nabo forrajero, col

forrajera, nabo de hoja y nabo de raiz), entre otras (Galdames, 2017).

4.3.7 Desarrollo de la enfermedad
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A medida que los plasmodios pasan a través de las células se van establecido en algunas de
las raices, que se estimulan para agrandar, dividir de forma anormal, y llegar a ser cinco 0 mas
veces el tamafio normal. Las células infectadas de una hernia, resultan en pequefios grupos a lo
largo del tejido enfermo, y los grupos suelen estar separados por células no infectadas, raramente
se infectan todas las células de una hernia; generalmente, solo alrededor del 30% del tejido esta
ocupado por plasmodium. Sin embargo, incluso las células no invadidas de los tejidos enfermos
se estimulan a crecer de forma anormal. Las hernias infectadas con plasmodio no solo utilizan
mucho de los alimentos necesarios para el crecimiento normal de la planta, también interfieren
con la absorcion y translocacion de nutrientes minerales y agua a través del sistema radicular
esto da lugar a un retraso gradual en el crecimiento y al marchitamiento de las partes aéreas de la
planta, ademas, el rapido crecimiento de las células agrandadas de los tejidos de la hernia son
incapaces de formar una capa de corcho en su superficie y son facilmente rotas e invadidas por

microorganismos secundarios, débilmente parasitarios (Agrios, 2005).

4.3.8 Ciclo de la enfermedad

P. brassicae es un obligado transmitido por el suelo. El patdgeno tiene tres etapas en su vida.
Ciclo: supervivencia en suelo, infeccién del vello radicular e infeccién cortical. Las esporas de P.
brassicae en reposo tienen una gran capacidad para sobrevivir en el suelo, estas esporas en
reposo liberan primaria zoosporas, cuando una zoospora alcanza la superficie de una raiz de pelo,
penetra a través de la pared celular, esta etapa es denominada etapa de infeccion del pelo
radicular. Dentro de los pelos de la raiz el patdgeno forma plasmodios primarios, una serie de
divisiones nucleares que ocurren sincrénicamente en los plasmodios, seguidas de por escision en
zoosporangia. Mas tarde, 4-16 zoosporas secundarias se forman en cada zoosporangio y se

liberan en el suelo. Las zoosporas secundarias penetran en los tejidos corticales de las raices, un
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proceso llamado infeccidn cortical. Dentro de las células de las raices invadidas, el patdgeno se
desarrolla en plasmodios secundarios que se asocian con una hipertrofia celular, seguida de
formacion de agallas en los tejidos. Los plasmodios finalmente se convierten en una nueva
generacion de esporas latentes, seguidas de su liberacion de nuevo en el suelo como estructuras
de supervivencia. Se han desarrollado in vitro cultivos duales con pelos de raices y suspensiones
de esporas latentes de P. brassicae y se ha podido observar de una forma no destructiva el

crecimiento de este patdgeno dentro de las células hospederas (Kageyama y Asano, 2009).

Esporas en latencia

-
/”
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6 Foosporas en pelos radiculares

Zoosporas

Desintegracion de raices infectadas

liberando esporas en latencia Plantula

Planta de raps infectada

Plasmodios invaden c&lulas
y causan formacién de tumores

Figura 1. Ciclo de vida del patégeno (Galdames, 2017).

4.3.9 Trichoderma spp.

Es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se encuentra de manera natural en un nimero
importante de suelos agricolas y otros tipos de medios. Se ubica taxondmicamente en el Reino:

Fungi, Division: Mycota, Subdivision: Eumycota, Clase: Hyphomycetes, Orden: Moniliales,
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Familia: Moniliaceae. Pertenece a la subdivision Deuteromicetes que se caracterizan por no

poseer, 0 no presentar un estado sexual determinado (Lopez et al., 2017).

En el género Trichoderma se ubican més de 30 especies, todas con efectos benéficos para la
agricultura y otras ramas. Este hongo se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, y se
presenta en diferentes zonas y hébitat. Trichoderma spp., tiene diversas ventajas como agente de
control bioldgico. Los antagonistas contribuyen a la atenuacion de los dafios que causan las
enfermedades, en los agroecosistemas donde existan condiciones para su desarrollo y
conservacion. Para lograr este objetivo, los microorganismos beneficiosos presentan diferentes
modos de accidn que les permitan ejercer su efecto biorregulador. Estos atributos, de conjunto
con la capacidad de multiplicarse abundantemente, se encuentran entre los de mayor importancia
para su seleccion como agentes de control biol6gico. Lleva a cabo la toma de nutrientes de los
hongos (a los cuales degrada) y de materiales organicos ayudando a su descomposicion, por lo
cual las incorporaciones de materia organica y compostaje lo favorecen; también requiere de
humedad para poder germinar, su velocidad de crecimiento es bastante alta, por esto es capaz de

establecerse en el suelo y controlar enfermedades.

Es reconocido por ser utilizado como controlador bioldgico, al expresar una capacidad
micoparasitica sobre algunos hongos fitopatégenos. Adicionalmente, Trichoderma spp. es
antagonista de microorganismos fitopatdgenos debido a la capacidad de sintetizar enzimas
hidroliticas que generan la muerte en hongos fitopatdgenos habitantes del suelo, pero ademas es
un buen competidor por oxigeno, nutrientes y espacio debido a su buena adaptabilidad y rapido
crecimiento EI modo de accidn de Trichoderma spp. esta asociado a la descomposicién de la

materia organica que hay en el suelo y por el antagonismo con microorganismos patdgenos a las
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plantas usando procesos de amensalismo, depredacion, parasitismo y competicion, y por su
hiperparasitismo (Infante et al., 2009).

Trichoderma spp., probablemente sea el hongo beneficioso, mas versétil y polifacético que
abunda en los suelos capaces de aportar una inmensa gama de beneficios que demuestran su
incalculable valor desde el punto de vista agricola, beneficios que lo convierten en un

microorganismo de imprescindible presencia en los suelos y cultivos (Valdés, 2014).

La utilizacién de algunos microorganismos como agentes de CB ha demostrado ser una
alternativa para mantener una alta produccion con un bajo impacto econémico en diferentes
sistemas agricolas. La utilizacion de especies de Trichoderma spp., en el CB de enfermedades de
plantas se ha relacionado principalmente con sus habilidades antagonistas, observadas hace casi

un siglo, frente a hongos y oomicetos fitopatégenos (Hermosa, 2017).

Las diferentes especies de Trichoderma spp., ejercen mecanismos de control mediante:
competencia directa (por espacio y nutrientes), produccion de metabolitos antibioticos, la
inactivacion de enzimas del agente patégeno, modificacion de las condiciones ambientales,
produccidn de sustancias promotoras del crecimiento vegetal y por micoparasitismo (Intagri,

2014).

Competencia

La competencia por espacio y/o nutrientes ha sido considerada uno de los mecanismos
clasicos de biocontrol de este género. Tiene una répida tasa de desarrollo, lo que hace que sea un
fuerte competidor por espacio a la hora de colonizar la Rizosfera. Por otra parte, tiene una
capacidad superior de movilizarse y tomar los nutrientes del suelo, siendo muy versatil para

utilizar sustratos como fuente de carbono y nitrégeno (Intagri, 2014).
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La competencia por nutrientes puede ser por nitrégeno, carbohidratos no estructurales
(azucares y polisacaridos como almidén, celulosa, quitina, laminarina, y pectinas, entre otros y
microelementos. Esta forma de competencia en los suelos o sustratos ricos en nutrientes no tiene
importancia desde el punto de vista practico. Por ello, cuando se emplea fertilizacion completa o
existe exceso de algunos de los componentes de los fertilizantes e inclusive en suelos con alto

contenido de materia organica, este tipo de antagonismo es poco eficaz (Infante et al., 2009).
Produccion de metabolitos (Antibiosis)

Trichoderma spp., tiene la capacidad de producir compuestos organicos volatiles y no
volatiles, que juegan un papel importante inhibiendo el crecimiento y desarrollo de
microorganismos patdgenos. En estas interacciones estan involucradas enzimas liticas

extracelulares, antibidticos y compuestos de bajo peso molecular (Intagri, 2014)

La antibiosis es la accion directa de antibiéticos o metabolitos tdxicos producidos por un
microorganismo sobre otro sensible a estos. Algunos autores opinan gue la antibiosis no debe ser
el principal mecanismo de accion de un antagonista, ya que existe el riesgo de aparicidn de cepas
del patégeno resistente al antibiotico. En la practica uno de los antecedentes ha sido el caso de la
aparicion de cepas de Agrobacterium tumesfaciens Smith y Townsend., resistentes al Agrosin 84,

un antibiotico producido por una cepa de Agrobacterium radiobacter Beijerinck y van Del Den.,

Muchas cepas de Trichoderma spp., producen metabolitos secundarios volatiles y no
volatiles, algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros microorganismos con los que no
hacen contacto fisico. Tales sustancias inhibidoras son consideradas “antibioticos”. Al inicio se
estimd que la actividad inhibidora de aislamientos de Trichoderma spp., sobre otros hongos se

debia solo a compuestos no volatiles. Dennis y Webster, fueron los pioneros en esta tematica,



19

con la realizacién de los trabajos méas completos acerca de la funcion de los antibioticos
producidos por hongos del género Trichoderma spp., sobre patdgenos de las plantas. Ellos
relacionaron la actividad antibidtica de Trichoderma spp., con compuestos no volatiles, entre los
que se encontraban uno identificado como trichodermina y otros metabolitos peptidicos (Infante

et al., 2009).
Micoparasitismo

Es definido como una simbiosis antagonica entre organismos, en el que generalmente estan
implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas, celulasas, y que se corresponden con la
composicidn y estructura de las paredes celulares de los hongos parasitados las especies de
Trichoderma spp., durante el proceso de micoparasitismo crecen quimio tropicamente hacia el
hospedante, se adhieren a las hifas del mismo, se enrollan en ellas frecuentemente y las penetran
en ocasiones. La degradacion de las paredes celulares del hospedante se observa en los estados
tardios del proceso parasitico, que conlleva al debilitamiento casi total del fitopatdgeno (Intagri,

2014).
El crecimiento quimiotrépico

El quimiotropismo positivo es el crecimiento directo hacia un estimulo quimico. En la etapa
de localizacion del hospedante, se ha demostrado que Trichoderma spp., puede detectarlo a
distancia y sus hifas crecen en direccion al patdgeno como respuesta a un estimulo quimico. Las
investigaciones realizadas a lo largo de muchos afios con un nimero considerable de cepas de
Trichoderma spp., y de especies de hongos fitopatogenos han demostrado que estas son efectivas

sOlo contra patogenos especificos. EI conocimiento de esta especificidad condujo a la idea de que
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el reconocimiento molecular entre Trichoderma spp., y el hospedante es el evento esencial que

precede al proceso antagonista (Infante et al., 2009).

Adhesion y enrollamiento

Cuando la respuesta de reconocimiento es positiva, las hifas de Trichoderma spp., se
adhieren a las del hospedante mediante la formacidn de estructuras parecidas a ganchos y
apresorio, se enrollan alrededor de estas, todo esto esta mediado por procesos enzimaticos la
adherencia de las hifas de Trichoderma spp., ocurre gracias a la asociacion de un azucar de la

pared del antagonista con una lectina presente en la pared del patdégeno (Infante et al, 2009).

Actividad litica

En esta etapa ocurre la produccion de enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente
quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes celulares del hospedante y
posibilitan la penetracion de las hifas del antagonista. Por los puntos de contacto donde se
produce la lisis y aparecen los orificios, penetra la hifa del micoparasito en las del hongo
hospedante. La actividad enzimatica en Trichoderma spp., ha sido estudiada extensamente, asi
como las posibles funciones que desenvuelven en el micoparasitismo. Las especies de
Trichoderma spp., tienen un elevado potencial parasitica, con una actividad metabolica muy
particular, que les permite parasitar eficientemente las estructuras fangicas de los hongos

(Infante et al., 2009).

Resistencia inducida

Trichoderma spp., en el hospedero es uno de los mecanismos indirectos de mayor interés en la

actualidad involucra cambios celulares en el hospedero, tales como un aumento de depdsitos de
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calosa en el interior de la pared celular y aumento en la actividad peroxidasa y quitinasa. Otros
procesos relacionados con la induccién sistémica contra patdgenos del suelo, tal como F.
Oxysporum f. sp. Lycopersici., son el confinamiento, la inhibicion del patégeno y los cambios
histologicos en el hospedero. Estos ultimos relacionados con la produccion de reguladores de
crecimiento y estimulacion de la division, diferenciacion y crecimiento celular en la planta por el
agente elicitor. La rapida colonizacion de la rizosfera y de las capas superficiales de las raices
permiten el control bioldgico y la supresion de los hongos fitopatdgenos del suelo, siendo una de
las principales caracteristicas de T. harzianum Rifai., que por consecuencia de este biocontrol se
estimula el crecimiento de las plantas. Ademas del efecto biocontroladores, varios mecanismos
se han propuesto para explicar el efecto promotor del crecimiento, entre ellos, el que T.
harzianum Rifai., produce metabolitos que estimulan el crecimiento y desarrollo vegetal seguido
de la produccion de fitohormonas de crecimiento por parte del hongo como el acido 3-indol
acetico (AIA) y sus analogos, viéndose favorecido el desarrollo radical. La versatilidad,
adaptabilidad y la facil manipulacion de las especies de Trichoderma spp., permite tener

diferentes roles en la agricultura (L6pez et al., 2017).

Existen numerosos reportes de la accion de Trichoderma spp., como estimulador de
crecimiento en amplia gama de cultivos. Lo refieren como estimulador de crecimiento en tabaco
(Nicotiana tabacum L.), papa (Solanum tuberosum L.); asi como en judia (Phaseolus vulgaris
L.), en fruta bomba (Carica papaya L.). Algunas especies de Trichoderma spp., han sido
informadas como estimuladoras de crecimiento en especies tales como clavel (Dianthus
caryophyllus L.), pepino (Cucumis sativus L.), berenjena (Solanum melongena L), arveja (Pisum

sativum L.), pimienta (Piper nigrum L.), rdbano (Rhapanus sativus L.), tabaco (Nicotiana
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tabacum L.), tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), lechuga (Lactuca sativa L.), zanahoria

(Daucus carota L.), algodon (Gossypium herbaceum L.), y otras (Valdés, 2014).

Otra de las funciones beneficiosas de Trichoderma spp., es la de proteger las semillas contra
el ataque de hongos patégenos. Este hongo coloniza las semillas botanicas protegiendo las
futuras plantulas en la fase post emergente de patdgenos fungicos. Trichoderma spp., produce
tres tipos de propagalos: hifas, clamidosporas y esporas “conidias”. Las esporas son los mas
viables de los propagulos empleados en programas de biocontrol. Estos cuerpos especializados
se caracterizan por poseer una gruesa pared exterior, constituida por tres capas (endospora,
epispora y perispora) que protegen el interior del conidio (protoplasto). Esta gruesa pared se
diferencia de la pared celular de las células vegetativas del hongo (hifas y clamidosporas), las
cuales son mucho maés delgadas y no esta formada por capas constitutivas como las esporas. La
ventaja del conidio de poseer una pared celular gruesa es la posibilidad de aislarlo de su medio
natural y que sobreviva a condiciones adversas, manteniéndolo en dormancia hasta que las

condiciones sean propicias para la germinacién (L6pez et al., 2017).
4.3.10 Bacillus subtilis

Se ubica taxonémicamente en el Reino: Bacteria, Divisién: Firmicutes, Clase: Bacilli, Orden:

Bacilliales, Familia: Bacilliaceae, Género: Bacillus, Especie: B. subtilis (GALAN, 2007).

Es una bacteria Gram positiva, tiene la habilidad para formar una resistente endospora
protectora, permitiendo al organismo tolerar condiciones ambientalmente. Tiene una actividad
fungicida natural, y es empleado como un agente de control bioldgico. B. subtilis provee un
control efectivo de enfermedades causadas por hongos y bacterias. EI compuesto bioquimico

presente en este producto combate los agentes patdgenos por su modo de accion. Posee alto
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espectro de accion. Aplicacion foliar y radicular. Se recomienda para brocoli, cebolla, ajo,
especias, flores, fresas cucurbitaceas, lechuga, manzana, pera, papa, tomate, jitomates, chiles,
uvas, zanahoria, cafia de azucar, palma aceitera, platano entre otras (Marcela, 2010).

4.3.11 Burkholderia cepacia

Se ubica taxondmicamente en el Reino: Bacteria, Division: Proteobacteria, Clase:
Betaproteobacteria, Orden: Burkholderiales, Familia: Burkholderiaceae, Género: Burkholderia,

Especie: B. cepacia (Reinhold & Hurek, 2011).

Es una bacteria muy atractiva y de considerable atencion por su versatilidad genética,
apareciendo como patdgeno de plantas, saprofitico, biorremediador y agente de biocontrol en
cultivos de interés agricola. Se destacan el aumento de la toma de agua y nutrientes por la planta,
la produccion de fitohormonas y el biocontrol de patdgenos. Es una proteobacteria que se ha
caracterizado por ser un efectivo controlador bioldgico, promotor de crecimiento vegetal; juega
un papel importante en la descontaminacion del suelo y aguas subterraneas, razon por la cual se
le ha considerado como una buena alternativa en la biorremediacion de suelos contaminados con
pesticidas. Asi mismo, se ha destacado la accidn de B. cepacia como antagonista y represor de
patdgenos del suelo, como aquellos pertenecientes al género Fusarium spp., por medio de un
mecanismo de antibiosis que desintegra el micelio del patdgeno impidiendo su proliferacion
(Mantilla, 2007).

4.3.12 Acido Naftalenacético (ANA)

Las auxinas intervienen en diferentes actividades de la planta como crecimiento del tallo,

formacion de raices, inhibicion de las yemas laterales, abscision de hojas y frutos al igual que en
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la activacion de las células del cambium. Su principal efecto es la estimulacion del alargamiento

celular o su depresidn segun la concentraciéon (Herndndez, Aramendiz, & Cardona, 2005).

Uno de los estimulantes del enraizamiento es la auxina &cido indolbutirico (AIB), el cual tiene
una actividad auxinica débil y los sistemas de enzimas destructores de auxinas la destruyen en
forma relativamente lenta. Otra auxina excelente utilizada con frecuencia en la promocion de
raices es el &cido naftalenacético (ANA); sin embargo, este producto es mas toxico que el AIB y
deben evitarse las concentraciones excesivas del mismo por el peligro de provocar dafos en las

células (Herndndez et al., 2005).

4.4 Marco legal

4.4.1 Reglamento trabajo de grado

El proyecto se regird por la normatividad establecida por la Universidad de Pamplona la cual
reglamenta las modalidades de trabajo de grado, en este caso se toma en cuenta las normas para

investigacion.
Acuerdo N°186 de la Universidad de Pamplona del 02 de diciembre del 2005.

Por el cual compila y actualiza el Reglamento Académico Estudiantil de Pregrado.

Acrticulo 35. Definicion de trabajo de grado.

En el Plan de Estudios de los programas, la Universidad establece como requisito para la
obtencion del titulo profesional, la realizacion por parte del estudiante, de un trabajo especial que
se denomina “TRABAJO DE GRADO?”, por medio del cual se consolida en el estudiante su
formacion integral, que le permite: a. Diagnosticar problemas y necesidades, utilizando los

conocimientos adquiridos en la Universidad. b. Acopiar y analizar la informacién para plantear
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soluciones a problemas y necesidades especificas. c. Desarrollar planes y ejecutar proyectos, que
le permitan demostrar su capacidad en la toma de decisiones. d. Formular y evaluar proyectos. e.

Aplicar el Método Cientifico a todos los procesos de estudio y decision.
Paragrafo Primero

El Trabajo de Grado, segln sus caracteristicas puede ser realizado en forma individual o en
grupo. Corresponde al Comité de Trabajo de Grado autorizar que dos (2) 0 mas estudiantes se

integren para realizar uno solo.
Avrticulo 36 Modalidades de Trabajo de Grado.
El Trabajo de Grado, puede desarrollarse en:

Investigacion: Comprende disefios y ejecucion de proyectos que busquen aportar soluciones
nuevas a problemas teéricos o practicos, adecuar y apropiar tecnologias y validar conocimientos
producidos en otros contextos. Para los estudiantes que se acojan a esta modalidad, debera
presentar al Director de Departamento el anteproyecto que debe contener: propuesta para la
participacion en una linea de investigacion reconocida por la Universidad, tutor responsable del
Trabajo de Grado y cronograma, previo estudio y aprobacion de la misma, del respectivo Grupo

de Investigacion.
4.4.1 Constitucién Politica de Colombia 1991
Art.27 El estado garantiza las libertades de ensefianza, investigacion y catedra.

Art.67 La educacion es un derecho de la persona y un servicio publico que tiene una funcion
social: con ella se busca el acceso al conocimiento, a la ciencia, a la técnica y a los demas bienes

y valores de la cultura.
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Art.69 Consagra la autoria universitaria, la cual es reglamentada por la ley 30 del 28 de

Diciembre de 1982. (Art.3).
4.4.2 Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural

CONVENIO 495 DE 2015. Por medio del cual se busca articular esfuerzos entre las entidades
involucradas con el fin de fomentar y coadyuvar el desarrollo del sector agropecuario, la

agroindustria y el crecimiento del comercio, tanto en el ambito nacional como internacional.

Resolucion 000187 (31 de Julio del 2006) por la cual se adopta el reglamento para la produccién
primaria, procesamiento, empacado, etiquetado, almacenamiento, certificacion, importacion,

comercializacion y se establece el sistema de control de productos agropecuarios ecoldgicos.

4.4.3 Instituto Colombiano Agropecuario - ICA

Resolucién No. 00375 (27 de febrero de 2004). Por la cual se dictan las disposiciones sobre

Registro y Control de los Bioinsumos y Extractos Vegetales de uso agricola en Colombia.
4.4.4 Norma Técnica Colombiana

NTC 5167 - Productos para la industria agricola. Productos organicos usados como abonos o

fertilizantes y enmiendas o acondicionadores de suelo

NTC 4422- 1 Bioinsumos para uso agricola. Agentes biolégicos para el control de plagas y

enfermedades. Parte 1: produccion

NTC 4422-2 Bioinsumos para uso agricola. agentes bioldgicos para el control de plagas y

enfermedades. parte 2: requisitos.

5. Metodologia
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La presente investigacion se desarroll6 en los laboratorios de Sanidad Vegetal de la
Universidad de Pamplona y en condiciones de campo naturalmente infestado con el patgeno P.
brassicae en el municipio de Mutiscua (Norte de Santander) cumpliéndose los objetivos y

actividades que se mencionan a continuacion.

5.1 Comparacion de la eficacia en condiciones de laboratorio con productos comerciales de

T. harzianum, B. subtilis y B. cepacia para el control de P. brassicae.

Para obtener un inoculo del protozoo fitopatdgeno se tomaron 10 g de raices extraidas de las
parcelas de brocoli mostrando sintomas tipicos de hernia. Las raices se picaron en pedazos de
2cm? se trituraron en una licuadora por un minuto con 200 ml de agua destilada y posteriormente
se filtraron con gasa estéril para retirar las partes solidas de las liquidas. Se obtuvo el material
bioldgico de P. brassicae y se conservo en un refrigerador comdn como han sugerido Cruz et al.

(2009).

Figura 2. Proceso de extraccion del patogeno. a) Peso de raices con sintomas de hernia. b) Filtracion del patégeno.
(A. personal, 2019).

De esta forma se obtuvo un inoculo de quistes inactivos de P. brassicae para enfrentarlo a las

suspensiones de los bioproductos.
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Los bioinsumos comerciales utilizados para evaluar su efecto sobre el protozoo fueron los

siguientes:

e T. harzianum (Trichox WP)

Es un producto con una composicion garantizada de 1x108 esporas/g, con registro de venta
(ICA) 9121. Posee un porcentaje de pureza microbiologica >95%. Tiene una germinacion: 95% a
las 24 horas. Su pH oscila entre los 5,0 — 7,0. Humedad <5%. Dosis de 1cc/L de agua. Categoria

toxicoldgica I1l — Moderadamente toxico.

Es un bioinsumo formulado con el hongo T. harzianum controla hongos fitopatégenos
mediante parasitismo y antagonismo, estimula los mecanismos de defensa de las plantas y la
resistencia sistematica, aumenta el vigor de las plantas y el volumen radicular, mejora el proceso
fotosintético lo que incrementa la produccion, estimula la proliferacion de microorganismos

benéficos en el suelo (Valle, 2016).
e B. subtilis (Bactox SL)

Es un producto con viabilidad de 5x10° esporas/ml de producto. Contiene un porcentaje de
pureza microbioldgica: 95% - 98%. Su pH oscila entre 5,0 - 7,0. Registro de venta ICA 9824.

Categoria toxicoldgica IV — Ligeramente toxico.

Es un bioinsumo formulado con la bacteria B. subtilis, controla enfermedades causadas por
hongos y bacterias, solubiliza fosforo, fija nitrégeno e induce la produccion de hormonas de
crecimiento vegetal, disminuye el estrés de la planta, optimiza el desempefio del cultivo, estimula

la proliferacion de microorganismos benéficos (Valle, 2016).

e B. cepacia (Botrycid SL)
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Producto con base en cepas de la bacteria B. cepacia 1x10® unidades formadoras de colonia
por centimetro cubico (UFC/cc), que inhiben el crecimiento y desarrollo de microorganismos
fitopatogenos. Esta bacteria es enddfita, coloniza el interior de los tejidos vegetales, estimulando
su crecimiento, ademas, fija nitrdgeno atmosférico, incrementa y modifica los pelos radiculares
aumentando la capacidad de absorcion de elemento nutritivos, registro ICA 6204, categoria

toxicoldgica 111 — Moderadamente tdxico (Control, 2018).

Para el ensayo de laboratorio se utilizé un disefio completamente aleatorizados que consistio
se en el empleo de 28 cajas de Petri de 6 cm de diametro previamente esterilizadas. Se

implementaron 7 tratamientos cada uno con 4 repeticiones para un total de 24 cajas de Petri.
Modelo matematico que rige un disefio completamente aleatorizado:
Yij=m+ti+ei
Donde: m es la media
ti:esel efecto del i-ésimo tratamiento

e ij : es la variacion aleatoria del i-ésimo tratamiento y de la j- ésima observacién o

repeticion (error experimental).

Los bioproductos comerciales en diferentes concentraciones se enfrentaron al patdgeno
comparando el resultado con la suspensidn del testigo. Se probaron dos concentraciones 1/10 y

1/100 de cada bioproducto: T. harzianum, B. subtilis y B. cepacia.

Para preparar estas concentraciones se tomaron 2 ml del producto comercial y se diluyeron
en 18 ml de agua destilada estéril y se obtuvo la concentracidon 1/10 y de esta concentracion se

tomaron 2 ml y se diluyeron en 18 ml de agua destilada estéril para obtener la concentracion



1/100.Este procedimiento se realizd para todos los bioproductos. Seguido a esto se tomaron las
cajas de Petri a las cuales se les afiadio 4 ml de zumo de raices y 2 ml de la suspension
microbiana en sus diferentes concentraciones segun el tratamiento, y en cuanto al testigo se le

suministro 6 ml del zumo de raiz.
Tratamientos

1. Testigo

2. B. subtilis concentracion 1/100

3. B. subtilis concentracion 1/10

4. B. cepacia concentracion 1/100

5. B. cepacia concentracion 1/10

6. T. harzianum concentracion 1/100

7. T. harzianum concentracién 1/10

Figura 3. Tratamientos evaluados en laboratorio (A. personal, 2019).
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Se realizaron observaciones microscopicas en camara de Neubauer a los 3 'y 7 dias después de
ser inoculados. Se utilizaron micropipetas para tomar 2 microlitros por tratamiento combinados
con 1 ml de agua esteéril para su posterior montaje con el fin de que esta estuviera a una
concentracion de 1/1000, el conteo de quistes consistio en tomar 4 cuadros generales los cuales
contaban con 16 cuadriculas mas pequefias, para un total de 64 cuadriculas por unidad
experimental. Las observaciones se realizaron con ayuda de un microscopio realizandose con el
lente de ampliacion de 40X. Se contaron el nimero de quistes sobrevivientes en los diferentes

tratamientos, registraron en una base de datos.

Figura 4. Conteo de quistes inactivos en laboratorio (A. personal, 2019).

|lf| J

iy Count all cells within the 4
* comar areas

Figura 5. Camaras de recuento (Focosi, 2014).
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Para determinar la concentracion de quistes se utilizé la férmula:

- Total de quistes contados 10000
~ " Numero de cuadrados

Con la informacion obtenida de UFC/mI se hizo un anélisis de varianza de un solo factor. Las
medias fueron comparadas por la prueba de Tukey con un 5% de probabilidad de error. Se

empleod el paquete SPSS versién 21 para Windows.

5.2. Determinacion de la eficacia de alternativas que incluyen T. harzianum, B. subtilis, B.
cepacia y combinadas con acido naftalenacético (ANA) para el control de P. brassicae en
coliflor bajo las condiciones de Mutiscua.

La investigacion se desarrollé en la finca La Aguadita con coordenadas N 7°18°20,4” W -
72°44°58.1”, en la vereda Tapagua del municipio de Mutiscua. En la cual se implemento el

cultivo de coliflor en el periodo comprendido entre el 16 agosto al 28 de noviembre del 2019.

Figura 6. Coordenadas geograficas del cultivo (Google Earth, 2019).
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Disefio experimental

Se desarrollé una investigacion experimental en coliflor empleando los tres antagonistas (T.
harzianum, B. subtilis y B. cepacia), probados anteriormente en condiciones de laboratorio,
fueron mezclados con el enraizador auxinico ANA (Hormonagro) comparados con la cal agricola

y un testigo sin tratamiento.

Los antagonistas que se emplearon en la prueba fueron los mismos bioproductos comerciales,
evaluados en el laboratorio, asi como el enraizador auxinico ANA (Hormonagro) (Colinagro,

2013).

Los productos utilizados para la investigacion de campo fueron:

T. harzianum (Trichox WP)

Es un producto con una composicion garantizada de 1x108 esporas/g, con registro de venta
(ICA): 9121. Posee un porcentaje de pureza microbioldgica >95%. Tiene una germinacion: 95%
a las 24 horas. Su pH oscila entre los 5,0 — 7,0. Humedad <5%. Dosis de 1cc/L de agua.

Categoria toxicoldgica 111 — Moderadamente toxico.

Es un bioinsumo formulado con el hongo T. harzianum. Controla hongos fitopatogenos
mediante parasitismo y antagonismo, estimula los mecanismos de defensa de las plantas y la
resistencia sistematica, aumenta el vigor de las plantas y el volumen radicular, mejora el proceso
fotosintético lo que incrementa la produccion, estimula la proliferacion de microorganismos

benéficos en el suelo (Valle, 2016).

B. subtilis (Bactox SL)
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Es un producto con viabilidad de 5x10° esporas/ml de producto. Contiene un porcentaje de
pureza microbioldgica: 95% - 98%. Su pH oscila entre 5,0 - 7,0. Registro de venta ICA 9824.
Categoria toxicologica 1V — Ligeramente toxico.

Es un bioinsumo formulado con la bacteria B. subtilis, controla enfermedades causadas por
hongos y bacterias, solubiliza fésforo, fija nitrogeno e induce la produccion de hormonas de
crecimiento vegetal, disminuye el estrés de la planta, optimiza el desempefio del cultivo, estimula
la proliferacion de microorganismos benéficos (Valle, 2016).

B. cepacia (Botrycid)

Producto con base en cepas de la bacteria B. cepacia 1x10® unidades formadoras de colonia
por centimetro cubico (UFC/cc), que inhiben el crecimiento y desarrollo de microorganismos
fitopatdgenos. Esta bacteria endofita, coloniza el interior de los tejidos vegetales, estimulando su
crecimiento, ademas, fija nitrdgeno atmosférico, incrementa y modifica los pelos radiculares
aumentando la capacidad de absorcion de elemento nutritivos, registro ICA 6204, categoria
toxicoldgica I11 — Moderadamente tdxico (Control, 2018).

Acido Naftalenacético (ANA) - HORMONAGRO - 1

Producto regulador de crecimiento vegetal con registro de venta (ICA) 1966. Es un
concentrado soluble (SL) de categoria toxicoldgica 111 — Moderadamente téxico. Dosis

recomendada 15cc/20 Bomba de L.

Es un activador enzimatico de los siguientes procesos fisioldgicos en las plantas: Activa la
division celular, regula la maduracion, mantiene las semillas en un estado de germinacion
latente, promueve la emision de raices, la floracion y la fructificacion, evita la caida de botones,

flores y frutos (Colinagro, 2013).



Se establecid el cultivo de coliflor con un disefio de bloques completos al azar, donde se
implementaron 6 tratamientos, cada uno con 3 repeticiones, para un total de 18 parcelas
(unidades experimentales) (Figura 7) de 10 m? cada una, para un total de180 m2. La toma de

datos se llevd semanalmente y se muestrearon 10 plantas al azar por unidad experimental.

El modelo matematico para esta investigacion fue la siguiente:

Yij=m+ti+rj+eij

Doénde: m es la media

ti: es el efecto del i-ésimo tratamiento

rj . es el efecto de la j-ésima réplica o blogue

e ij : es la variacion aleatoria del i-ésimo tratamiento y la j- ésima réplica (error

experimental).

Repeticion 3 | Repeficion 2 | Repeticion 1

Figura 7. Disefio de parcelas trabajado en campo (A. personal, 2019).

Tabla 1. Tratamientos evaluados bajo las condiciones de Mutiscua. Fuente: A. personal, 2019.

35
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Tratamientos  Descripcion

T1 T. harzianum + ANA
T2 B. subtilis + ANA
T3 B. cepaciat ANA
T4 ANA

TS5 Cal

T6 Testigo

Se utilizaron las dosis de los productos comerciales recomendados por los proveedores. Se
sembraron plantulas de coliflor variedad Bola de Nieve, cuya caracteristica es su precocidad y
su facil adaptabilidad a condiciones medioambientales adversas (Mejia, 1998) provenientes de
una plantuladora del municipio. El manejo agronémico y fitosanitario para los agentes diferentes

a P. brassicae fue el mismo empleado por los agricultores de la zona.

Tabla 2. Dosificacion y frecuencia de aplicacion empleadas en la investigacion. Fuente: A.
personal, 2019.

. . Composicion . Frecuencia Numero de

ratamientos : Dosis T L
garantizada de aplicacion  aplicaciones

1. T. harzianum 1x108 1g/L 8 dias Siembra.

+ ANA esporas/g 15 cc/Bomba 20L En adelante

1 cc/L Siembra.
2. B. subtilis 5x10° 8 dias
+ ANA esporas/ml 15 cc/Bomba 20L En adelante

3. B. cepacia 1x108 1 cc/L 8 dias Siembra.
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+ ANA UFC/cm® 15 cc/Bomba 20L En adelante
4. ANA 17,2 g/L 15 cc/Bomba 20L 8 dias 5
21.6% de Ca
5. Cal y 13.1% de 1Ton/ha
Mg

Sin aplicaciones

6. Testigo para el control de
la enfermedad

Fuente: Bioinsumos registrados ICA (Agosto, 2019)

Forma de medicion

Variables morfométricas

Altura de la planta: Se determin6 midiendo desde la base del suelo, hasta el apice de la tltima

hoja.

Diametro del tallo: Utilizando un calibrador digital (Pie de rey), se tomaron los diametros de los

tallos a cada una de las plantas.

Numero de hojas: Se llevo un conteo de hojas en las diez plantas seleccionadas al azar en cada

una de las parcelas.

Incidencia de la enfermedad

Se llevo el registro de 10 plantas utilizando la férmula que se presenta a continuacion:

Numero de plantas afectadas

% Incidencia = X
° Numero de plantas evaluadas

Lo registros empezaron 8 dias después del trasplante y se determind con una periodicidad de

cada siete dias.

Severidad de la enfermedad
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Se evaluo el desarrollo de la enfermedad en el tiempo mediante una escala propuesta por

Horiuchi y Ori (1980) y modificada por Strelkove et al. (2006).

Tabla 3. Escala de severidad en el follaje de la planta afectadas por hernia Strelkove et al.
(2006).

Escala Descripcion
0 Planta sana
1 Sintomas en hojas, marchitez incipiente
2 Sintomas avanzados, amarillamiento en hojas, marchitez avanzada
3 Planta muerta

Severidad (%) > (nx0 4+ nx1 + nx2 + nx3) 100
Nx3
Donde:

n: es el nimero de plantas afectadas en los diferentes grados

N: es el nimero total de plantas en una unidad experimental

0, 1, 2,y 3: las clases de gravedad de los sintomas

Incidencia en raices: Esta se determind dos dias después de la cosecha de cada una de las
plantas evaluadas, aplicando la formula que se presentada anteriormente por observacién visual

de las deformaciones de las raices.

Numero de raices afectadas

% Incidencia raiz = —; - X
Numero de raices evaluadas/planta



39

Severidad en raices: Se evaluo el desarrollo de la enfermedad mediante una escala propuesta
por Horiuchi y Ori y modificada por Strelkove (2006).

El indice de enfermedad se calcul6 utilizando la formula descrita a continuacion:

Tabla 4. Escala de severidad en raices afectadas por hernia.Fuente: Strelkove (2006).

Escala Descripcion

Raiz sana

Hernias de tamafio pequefio, menos de un 25% de la raiz afectada.
Hernias de tamafio mediano en un 50% de la raiz.

Hernias de tamafio medio a gran tamafio en mas del 50% de la raiz.

w N P O

Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE): Al final del experimento se
determind en cada parcela segun el método de Campbell y Madden (1990), para lo cual se utiliz6
la siguiente formula:

ABCPE =X [(X j+Xj+1)/2 ] * (Tj+1-Ti)

Donde:

X j=distribucion 1 o intensidad 1 de la enfermedad en el muestreo i

X j+1 =distribucion o intensidad de la enfermedad en el muestreo i+1

T j=tiempo 1

T j+1 = tiempo 2

Las medias fueron comparadas por la prueba de Tukey con un 5% de probabilidad de error.

Se empleo el paquete SPSS version 21 para Windows.

Rendimiento
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En todos los experimentos se estimo la produccion total por parcela y se estimaron el
rendimiento t/ha. Para esto contamos las plantas que estaban en las unidades experimentales y
sacamos el porcentaje de plantas/inflorescencia, después se pesaron 10 cabezas al azar por todas
las parcela y promediamos el peso en gramos. Con estos datos, se obtuvieron resultados como el

peso promedio en 10 m2 y un estimado de produccion por hectarea.

5.3 Valoracion del beneficio costo de las nuevas alternativas versus la tradicional y sin

tratar

Se realizaron los analisis necesarios para valorar la efectividad econdmica de cada tratamiento
bioldgico u alternativo utilizando la metodologia del incremento parcial recomendada por el

CIMMYT (1988).

En la misma se simplifica el analisis y se intenciona la determinacion del incremento del valor
de la produccién, una vez deducido el monto del costo de cada tratamiento biologico u

alternativo sobre la variante testigo y la variante tradicional de cal.

Se plante6 a partir de la siguiente formulacion:

E = Vipn-Ct

Donde:

E = Efectividad econdémica

Vipn = Valor del incremento de la produccién de las variantes nuevas (biologicas o alternativas).

Ci = Costo adicional de la variante nueva, con respecto al testigo tradicional (variante cal), y sin

tratamiento (testigo absoluto).
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Para estimar los flujos de caja de cada tratamiento nuevo, se tuvo en cuenta un periodo de
planificacion de sesenta dias condicionado por el tiempo en que se logra convertir la coliflor

desde que se planta hasta que se cosecha.

Se tuvo en cuenta como costos de operacion las siguientes partidas:

e Gastos de salario para los tratamientos fitosanitarios.

e Gastos de materiales directos por los tratamientos fundamentales, o sea, los incurridos

con la cal, los bioldgicos alternativos y ANA.

Se consideraron todos los tratamientos que se realicen durante el ciclo del cultivo a partir de los

precios de adquisicién de los productos siguientes:

T. harzianum comercial

B. subtilis comercial

B. cepacia comercial

ANA comercial

Cal agricola

Para cada tratamiento se tuvieron en cuenta la dosis recomendada en cada caso. El aumento
del costo por salario en la atencion fitosanitario a las posturas en las variantes con tratamiento se
calculo como el incremento del valor monetario de la produccion de la parcela en relacion al

tratamiento testigo para cada caso, asi como su significacion en valor.

Se tuvo en cuenta el precio de comercializacion de la coliflor para finales de noviembre del

presente afio. Se obtuvieron los datos meteoroldgicos disponibles en la estacion
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agrometeoroldgicas del proyecto Plantar ubicada en el municipio Mutiscua, disponible en la

Plataforma de este proyecto ubicada en el municipio de Cucuta.

6. Resultadosy analisis

6.1 Comparacion de la eficacia en condiciones de laboratorio con cepas de T. harzianum, B.

subtilis y B. cepacia para el control de P. brassicae.

En el primer conteo el tratamiento T. harzianum 1/100 y 10 (53,50 y 89,50 quistes) tuvo
diferencia estadistica con el testigo y con el tratamiento B. subtilis 1/10 con (230,50 quistes),
aunque los valores relativos de B. cepacia en concentraciones 1/10 y 1/100 no difirieron
estadisticamente con T. harzianum 1/100, mientras que en el segundo conteo hubo diferencia
estadistica entre el tratamiento T. harzianum 1/10 con (52,25 quistes) y el testigo, y los

tratamientos B. cepacia 1/100 y B. cepacia 1/10 (471,00 y 468,00 quistes) (Tabla 5).

Tabla 5. Descripcion de los resultados de laboratorio. Fuente: A. personal, 2019.

Tratamientos Laboratorio
Conteo 3dia  Conteo 7 dia

1. Testigo 192,25 ab 291,02 ab
2. B. subtilis 1/100 186,25 abc 182,00 bc
3. B. subtilis 1/10 230,50 a 335,00 ab
4. B. cepacia 1/100 113,75 bcd 471,00 a
5. B. cepacia 1/10 151,00 abcd 468,00 a
6. T. harzianum 1/100 53,50 d 233,25 bc
7. T. harzianum 1/10 89,50 cd 52,25¢
CV (%) 29,94 34,71
ET* 21,74 50,4

*Letras desiguales en las columnas difieren para (P<0,05) por la prueba de Tukey.
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Debido a los resultados obtenidos en laboratorio observacion 3 y 7 en los dias, se evidencio
que T. harzianum con dosis 1/10 y 1/100 fueron efectivos contrarrestando el crecimiento de
quistes inactivos de P. brassicae, esto se debe a que cuando el micoparasito hace contacto fisico
con su huésped, sus hifas se enrollan alrededor de este o se le adhieren por medio de estructuras
especializadas. Observaciones al microscopio han permitido sugerir que Trichoderma spp.
produce y secreta enzimas micoliticas responsables de la degradacién parcial de la pared celular
de su huésped. Algunos resultados que apoyan esta hipotesis han mostrado que Trichoderma spp.
produce extra celularmente glucanasas, quitinasas, lipasas y proteasas (Velandia,

Galindo & Avila, 1998).

6.2 Determinacion de la eficacia de alternativas que incluyen T. harzianum, B. subtilis, B.
cepacia combinadas con acido naftalenacético (ANA) para el control de P. brassicae en

coliflor bajo las condiciones de Mutiscua.

Altura de la planta

Durante la semana uno hubo diferencias estadisticas entre el tratamiento T. harzianum + ANA
(10,11 cm) y el tratamiento ANA (8,08 cm). En la semana dos hubo diferencia estadistica entre
el tratamiento T. harzianum + ANA (11,25) y ANA (8,79 cm). En la semana tres hubo
diferencia estadistica entre los tratamientos T. harzianum + ANA y B. subtilis + ANA (14,05 cm
y 11,87 cm) con respecto a los tratamientos B. cepacia + ANA (11,01 cm), ANA (11,53 cm), cal
(12,41 cm), testigo (12,32 cm). En la semana cuatro no hubo diferencia estadistica entre los
tratamientos. En la semana cinco el tratamiento T. harzianum + ANA difirié con respecto a los
demas tratamientos presentando la altura mas alta (20,45 cm). De la semana seis a la siete no

hubo diferencia estadistica entre los tratamientos, sin embargo, los valores relativos mas altos
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durante estas semanas fue el tratamiento T. harzianum + ANA (20,71 cm y 23,18 cm). De la
semana ocho a la once no hubo diferencia estadistica entre los tratamientos, no obstante, para los
valores relativos mas altos durante estas semanas fue el tratamiento ANA (25,23 cm a 31,45cm)

(Tabla 6).

Tabla 6. Descripcion de los resultados en la variable altura de la planta. Fuente: A. personal,
20109.

Tratamientos Altura (cm)

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11

LT harzianum 1419 9195 1405 16,79 2045 20,71 23,18 24.83 2556 26.46 30,06

+ ANA

a a a a a a a a a a a
2. B. subtilis 9,29 10,23 11,87 15,04 17,87 19,90 20,89 23,23 24,15 25,38 26,82
+ ANA

ab ab a a ab a a a a a a
3.B.cepacia  ggaa 949 1101 1395 17.90 1925 20,05 23,70 2418 27.82 2802
+ ANA

ab bc b a ab a a a a a a
4. ANA 8,08 8,79 1153 1491 17,83 20,22 20,93 25,23 26,65 29,16 31,45

b c b a ab a a a a a a
5. Cal 90,49 10,46 12,41 1558 18,43 20,64 21,64 23,36 2491 25,80 28,07

ab ab b a ab a a a a a a
6. Testigo 8,51 10,00 12,32 14,14 17,50 20,08 21,45 23,46 23,95 24,84 24,93

ab abc b a b a a a a a a
CV (%) 7,09 498 442 8,02 545 10,12 9,18 14,9 15,38 14,28 12,26
ET* 037 0,28 031 069 057 01 113 206 221 219 199

*Letras desiguales en las columnas difieren para (P<0,05) por la prueba de Tukey

Diametro del tallo

Durante la semana uno y dos no hubo diferencias estadistica entre los tratamientos, sin
embargo el valor relativo mas altos para la semana uno fue B. subtilis + ANA (2,59 mm), y para
la semana dos fue T. harzianum + ANA. En la semana tres hubo diferencia estadistica entre el

tratamiento T. harzianum + ANA y B. subtilis + ANA (4,42 mm y 4,25 mm) con respecto al
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tratamiento de B. cepacia (3,46 mm). De la semana cuatro a la semana once no se presento
diferencia estadistica entre los tratamientos, no obstante, los valores relativos mas altos durante
las semanas cuatro a la once fue el tratamiento T. harzianum + ANA (6,88 mm hasta 16,29 mm)

(Tabla 7).

Tabla 7. Descripcion de los resultados en la variable diametro del tallo. Fuente: A. personal,
2019.

Tratamientos Diametro del tallo (mm)
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11

2,49 299 4,42 6,88 9,27 9,95 10,83 12,21 13,09 14,15 16,29

1. T. harzianum

+ ANA

a a a a a a a a a a a
2. B. subtilis 259 286 425 620 7,76 928 998 10,88 11,66 12,90 13,82
+ ANA

a a a a ab a a a a a a
3. B. cepacia 231 254 346 539 7,07 820 911 1026 1142 1247 13.69
+ ANA

a a b a ab a a a a a a

220 250 358 562 753 876 993 11,07 12,15 13,10 14,88
4. ANA

a a ab a ab a a a a a a
5 Cal 251 293 424 658 819 976 1034 11,15 12,60 12,86 14,05
' a a ab a ab a a a a a a
6. Testigo 243 278 408 544 841 977 1020 11,01 11,97 12,68 1456

a a ab a ab a a a a a a
CV (%) 895 93 857 1477 874 76 9 107 104 1242 1143
ET* 012 014 019 051 04 04 052 068 073 093 096

*Letras desiguales en las columnas difieren para (P<0,05) por la prueba de Tukey
Numero de hojas
Durante la semana uno y dos no hubo diferencia estadistica, sin embargo, los valores

relativos absolutos del tratamiento Cal fueron mayores con (3,26 y 3,76 hojas). En la semana tres

el tratamiento T. harzianum con (6,43 hojas) tuvo una diferencia estadistica con respecto al
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tratamiento ANA (5,43 hojas). Asimismo, los valores relativos del tratamiento T. harzianum

fueron mayores desde la semana cuatro hasta la once con (7,60 hasta 11,81 hojas) (Tabla 8).

Tabla 8. Descripcion de los resultados de la variable nimero de hojas. Fuente: A. personal,
2019.

Tratamientos NUmero de hojas
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7T S8 S9 S10 S11

303 370 643 7,60 843 943 9,76 9,76 10,26 11,03 11,81

1. T. harzianum

+ ANA
a a a a a a a a a a a
2. B. subtilis 306 350 606 7,40 7,50 860 876 933 956 983 1023
+ ANA
a a ab a a a a a a a a
3. B. cepacia 203 333 550 6,80 7,33 853 910 9,70 980 10,13 10,73
+ ANA
a a ab a a a a a a a a
286 3,06 543 690 7.66 853 933 970 10,00 10,16 11,13
4. ANA
a a b a a a a a a a a
5. Cal 326 376 616 743 7,73 876 946 960 970 1020 1017
a a ab a a a a a a a a
. 286 346 601 683 7,31 841 863 883 946 956 1046
6. Testigo
a a ab a a a a a a a a
CV (%) 31,97 2823 576 448 55 51 686 688 7.61 7,39 826
ET* 055 056 019 0,18 024 025 036 037 043 043 051

*Letras desiguales en las columnas difieren para (P<0,05) por la prueba de Tukey

Aunque no siempre hubo una diferencia estadistica significativa entre los tratamientos a lo
largo de las semanas, se destacé la accion relativa que tuvo el tratamiento T. harzianum + ANA
en comparacion con los demas tratamientos empleados, influyendo favorablemente en el
desarrollo del cultivo. Valdés (2014) menciona que el hongo antagonista T. harzianum, actua
como estimulador de crecimiento en maltiples cultivos. Existen numerosos reportes de la accion
de Trichoderma spp. como estimulador de crecimiento en amplia gama de cultivos. Parets

(2002) lo refiere como estimulador de crecimiento en tabaco (Nicotiana tabacum L.) y papa
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(Solanum tuberosum L..); asi como en judia (Phaseolus vulgaris L.) y en papaya (Carica papaya
L.).

Incidencia de la enfermedad (Follaje)

Durante la semana cuatro no hubo diferencia estadistica. En la semana cinco hubo diferencia
estadistica entre el tratamiento T. harzianum + ANA (0,60) y el tratamiento Cal (1,80), el resto
de los tratamientos quedaron con valores intermedios entre los de estos dos. De la semana seis a
la semana once no hubo diferencia estadistica, sin embargo, en las semanas seis, ocho, nueve, y
once el tratamiento T. harzianum + ANA reportd menores niveles relativos de incidencia (Tabla

9).

Tabla 9. Porcentaje de incidencia de hernia en el follaje.Fuente: A. personal, 2019.

Tratamientos Incidencia de la enfermedad

S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10  S11
1. T. harzianum + ANA 0,200a 060b 1,31a 187a 22la 243a 284a 284a
2. B. subtilis + ANA 0,200a 1,32ab 152a 186a 2,25a 2,73a 3,14a 314a
3. B. cepacia + ANA 0,200a 124ab 166a 2,16a 2,33a 293a 3,14a 3,14a
4. ANA 0,200a 145ab 166a 2,0la 2,39a 2,73a 293a 314a
5. Cal 0,200a 180a 187a 225a 246a 263a 2,73a 3,14a
6. Testigo 0,3589a 1,38ab 1,86a 2,18a 2,73a 3,14a 3,14a 314a
CV (%) 50,27 2566 17,99 132 19,76 1152 9,84 6,86
ET* 0,06 0,19 0,17 0,15 0,27 018 0,16 0,12

*Letras desiguales en las columnas difieren para (P<0,05) por la prueba de Tukey.

Severidad de la enfermedad (Follaje)

Durante la semana cuatro no hubo diferencia estadistica. En la semana cinco hubo diferencia
estadistica entre el tratamiento T. harzianum + ANA (0,39) y el tratamiento Cal (0,94) el resto

de los tratamientos quedaron con valores intermedios entre los de estos dos. De la semana seis a
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la semana once no hubo diferencia estadistica, no obstante, el tratamiento T. harzianum + ANA

relaté los menores niveles de severidad durante las semanas seis, ocho, nueve y diez (Tabla 10).

Tabla 10. Porcentaje de severidad de hernia en el follaje. Fuente: A. personal, 2019.

Tratamientos Severidad follaje

S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11
1. T. harzianum + ANA 0,200a 0,39b 0,73a 097a 1,07a 1,18a 129a 1,32a
2. B. subtilis + ANA 0,200a 0,74ab 083a 097a 1,10a 1,22a 132a 1,32a
3. B. cepacia + ANA 0,200a 0,70ab 0,89a 1,08a 1,13a 122a 1,34a 1,38a
4. ANA 0,200a 0,79ab 0,89a 1,03a 1,10a 1,27a 13la 1,38a
5. Cal 0,200a 094a 097a 110a 1,13a 122a 1,36a 1l43a
6. Testigo 0,27a 0,77ab 097a 108a 1,20a 1,27a 1l4la 150a
CV (%) 25,77 20,43 143 91 10,12 4,43 7,8 7,18
ET* 0,03 008 007 005 006 003 0,06 0,05

*Letras desiguales en las columnas difieren para (P<0,05) por la prueba de Tukey

Severidad de raices

Para la variable severidad en raices hubo diferencia estadistica entre el tratamiento T.
harzianum + ANA vy los tratamientos ANA y Testigo (84,17 y 87,54) respectivamente, el resto
de los tratamientos quedaron intermedios entre estos desde el punto de vista estadistico (Tabla

11).

Tabla 11. Porcentaje de severidad en raices afectadas por hernia. Fuente: A. personal, 2019.

Tratamientos Severidad raices
1. T. harzianum + ANA 4714 b
2. B. subtilis + ANA 74,07 ab
3. B. cepacia + ANA 80,81 ab

4. ANA 84,17 a
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5. Cal 77,44 ab
6. Testigo 87,54 a
CV (%) 17,05
ET* 7,4

*Letras desiguales en las columnas difieren para (P<0,05) por la prueba de Tukey

Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCP)

El ABCPE de P. brassicae en cultivo de coliflor en cuanto a incidencia tuvo diferencia
estadistica entre el tratamiento T. harzianum + ANA (2660,00) y el tratamiento Testigo
(3686,66), el resto de los tratamientos quedaron intermedios entre estos. En cuanto a la variable
ABCP Severidad los tratamientos no tuvieron diferencias estadisticas, sin embargo, el valor del
tratamiento T. harzianum + ANA fue relativamente menor en comparacion con los demas

tratamientos (956,58) (Tabla 12).

Tabla 12. Porcentaje de incidencia y severidad en el ABCPE. Fuente: A. personal, 2019.

. Produccion
Tratamientos

ABCP Incidencia ABCP Severidad

1. T. harzianum + ANA 2660,00 b 956,58 a
2. B. subtilis + ANA 3290,00 ab 1139,43 a
3. B. cepacia + ANA 3453,33 ab 1205,53 a

4. ANA 3406,66 ab 1213,33 a

5. Cal 3628,33 ab 1314,46 a

6. Testigo 3686,66 a 1333,90 a
CV (%) 11,04 12,76
ET* 214,16 88,07

*Letras desiguales en las columnas difieren para (P<0,05) por la prueba de Tukey

Teniendo en consideracién las tablas de incidencia, severidad y area bajo la curva, se puede

afirmar que en algunos casos hubo superioridad para el tratamiento de T. harzianum + ANA y en



50

la mayoria de los casos en que no hubo diferencias estadisticas significativas a lo largo de la
semanas, el tratamiento de T. harzianum + ANA se destaco de los demas teniendo menores
resultados relativos en las variables descritas anteriormente, corroborando las afirmaciones de
(Labrador, Pozo, & Garcia, 2013) sobre la efectividad de especies del género Trichoderma como
antagonista de los patdgenos vegetales, fundamentalmente sobre aquellos que viven en el suelo
como Plasmodiophora y otros tales como Rhizoctonia, Sclerotium, Fusarium, y Phytophthora

logrando reducir la severidad de la enfermedad sobre el sistema radical de la planta.

pH

En el pH de los tratamientos no hubo diferencia estadistica, observando que las escalas
encontraban por debajo de un pH neutro, impidiendo reducir significativamente el porcentaje de
incidencia y severidad de hernia de las cruciferas, tal como lo afirma Heinrich y Stone (2014),
quienes demostraron que tener un pH de 7,1 en los suelos, reduce la infeccidn, pero no elimina el

patogeno (Pinzén, 2012) (Tabla 13).

Tabla 13. Escala de pH tomado de las unidades experimentales. Fuente: A. personal, 2019.

Tratamientos pH
1. T. harzianum + ANA 6,73 a
2. B. subtilis + ANA 6,80 a
3. B. cepacia + ANA 6,73 a
4. ANA 6,86 a
5. Cal 6,73 a
6. Testigo 6,70 a
CV (%) 1,55
ET* 0,06

*Letras desiguales en las columnas difieren para (P<0,05) por la prueba de Tukey
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Precipitacion durante el ciclo del cultivo

Debido a las condiciones climéticas del municipio de Mutiscua, las precipitaciones
aumentaron en la semana cinco y seis (68,58 y 65,53 mm), propiciando directamente el
crecimiento de la dindmica poblacional de la enfermedad en el cultivo, causando dafios
irreversibles en el estado fisiologico de las plantas de coliflor, lo que genera interferencia con la
absorcién y translocacion de nutrientes, minerales y agua a través del sistema radicular (Agrios,
2005). Investigadores del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA, 2012) afirman que la
diseminacion del patdgeno se ve favorecida especialmente en aquellas zonas alimentadas por
agua lluvia y escurrimiento, lo que hace que las esporas en reposo se activen e invadan los

cultivos.
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Figura 8. Distribucién de las precipitaciones por semana muestreada. Fuente: Estacion meteoroldgica del Proyecto
Plantar en Mutiscua.

6.3 Valoracion del beneficio costo de las nuevas alternativas versus la tradicional y sin
tratar.
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Productividad

En la tabla de produccion se muestra el porcentaje promedio de plantas productivas por las
tres unidades experimentales, que aunque no haya tenido diferencias estadisticas, la proporcion
relativa del tratamiento T. harzianum + ANA difirié entre los otros tratamientos, mientras que en
la variable peso de la cabeza hubo diferencia estadistica entre el tratamiento T. harzianum +

ANA (401,00 g) y los tratamientos ANA y Testigo (208,66 g y 164,33 g) (Tabla 14).

Tabla 14. Descripcion del porcentaje promedio en produccion del cultivo. Fuente: A. personal,
2019.

Tratamientos Produccion
% Plantas productivas  Peso promedio/Cabeza (g)

1. T. harzianum + ANA 80,00 a 401,00 a
2. B. subtilis + ANA 58,33 a 321,66 ab
3. B. cepacia + ANA 61,66 a 254,33 ab
4. ANA 56,66 a 208,66 b
5. Cal 56,66 a 259,33 ab
6. Testigo 58,33 a 164,33 b
CV (%) 14,6 23,49

ET* 5,23 36,43

*Letras desiguales en las columnas difieren para (P<0,05) por la prueba de Tukey

El tratamiento con un mayor indice de produccion fue T. harzianum + ANA destacandose de
los demas tratamientos con una produccion de 20 kg/10m2, seguido por B. subtilis + ANA con
una produccion de 11,6 kg/10m2 y por altimo los tratamientos B. cepacia + ANA y cal no difirieron

significativamente en la produccién con un rendimiento de (9,7 y 9,07 kg/10 m?) (Tabla 15).

Tabla 15. Descripcion del rendimiento promedio del cultivo. Fuente: A. personal, 2019.

Tratamientos Rendimiento (kg)/m? Rendimiento (kg)/10 m? Ton/ha
1. T. harzianum + ANA 2,005 20,05 20,05
2. B. subtilis + ANA 1,166 11,66 11,66
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3. B. cepacia + ANA 0,97 9,7 9,7
4. ANA 0,73 7,3 7,3
5. Cal 0,907 9,07 9,07
6. Testigo 0,595 5,95 5,95

El tratamiento que genero los mejores ingresos fue T. harzianum + ANA con una ganancia de
$82,126 en comparacion con los demas tratamientos, el tratamiento Cal fue el segundo mejor
con una ganancias de $61,312. No obstante, los tratamientos que menor ganancia fueron B.

cepacia + ANA, B. subtilis + ANA (Tabla 16).

Tabla 16. Descripcion de costo beneficio generado por el cultivo expresado en pesos
Colombianos. Fuente: A. personal, 2019.

Tratamientos Ingresos Gastos Ganancias Cal Testigo

1. T. harzianum + ANA 155 00 42,874 82,126 20,814 40,606

2. B. subtilis + ANA 90,625 49,894 40,731 -20,581 -0,789
3. B. cepacia + ANA 95,312 66,880 28,432 -32,880 -13,088
4. ANA 87,500 41,750 45,750 -15,562 4,230

5. Cal 87,500 26,188 61,312 19,792
6. Testigo 54,000 12,480 41,520 19,792

El analisis realizado a las inflorescencias comercializables mostraron diferencias
significativas en el costo - beneficio para el establecimiento y produccién de este cultivo, sin
embargo, se puede resaltar el buen precio en el que encuentra la coliflor en la ciudad de
Bucaramanga, a la cual se le lleva en cajas con promedio de 12 cabezas, permitiendo obtener
mayores ganancias para los agricultores a finales del mes de noviembre. En los gastos se
tuvieron en cuenta la compra de las plantulas, cal, hormonagro (ANA), bioproductos, la

preparacion del terreno y los jornales expresados en horas de trabajo.
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7. Conclusiones

La aplicacion de productos bioldgicos como T. harzianum bajo condiciones controladas de
laboratorio demostrd el potencial biocontrolador del antagonista y lo sugiere como buena

alternativa de control en quistes inactivos de hernia de las cruciferas debido a su efecto in vitro.

La utilizacion de productos biologicos como (T. harzianum) combinados con reguladores de
crecimiento (ANA) no detiene de forma curativa la enfermedad hernia de las cruciferas, sin
embargo, genera buenos comportamientos en variables morfométricas y en la severidad de la

enfermedad en raices, notando leves grados de afectacidn de este parasito obligado.

Las frecuentes precipitaciones incrementan directamente en el desarrollo de la enfermedad,
debido que favorece las condiciones de humedad en el suelo, adecuados para que el patdégeno se
propague y encuentre otros huéspedes para desarrollar su ciclo bioldgico, interfiriendo asi el

efecto de los antagonistas.

El pH del suelo no se elevo lo suficiente para inhibir la propagacion de este protozoo en el

cultivo, por lo que pudo favorecer el crecimiento de esporas latentes contenidas en el suelo.

Los indicadores econdmicos obtenidos con la aplicacion del hongo T. harzianum + ANA
resultaron favorables, con una relacion costo-beneficio cuyo valor vario dependiendo de los
productos aplicados, seguido por la cal que, aunque con poca efectividad resulta la alternativa

mas barata.



8. Recomendaciones

Realizar un analisis quimico y microbioldgico para determinar las condiciones en las que se

encuentra el suelo, antes de establecer los cultivos de las cruciferas bajo estas condiciones.

Preparar el suelo con 15-20 dias de anterioridad teniendo en cuenta la incorporacion de
enmiendas agricolas como Cal que regulan el pH, ayudan a un manejo preventivo de la

enfermedad.

Continuar las investigaciones de T. harzianum combinados con reguladores de crecimiento
(ANA) para el control de la hernia bajo estas condiciones, profundizando en tipo de especie de
crucifera, cepas nativas del antagonista con mayor nivel de adaptacion y condiciones

ambientales que pueden favorecer o no su eficacia.

Es importante tener en cuenta las labores culturales como la eliminacion de residuos de
cosecha anteriores y la rotacion de cultivos con especies diferentes tales como leguminosas
(frijol, arveja, haba, habichuela) y cereales (maiz, pastos) u otras hortalizas (apio, remolacha,

cebolla, cilantro).

En investigaciones futuras, hacer comparaciones con dosis mas altas de estos productos
bioldgicos para obtener la eficacia esperada de estos tratamientos amigables con el medio

ambiente.
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10. Anexos

Anexo 2. Aplicacion de productos biol6gicos a plantulas antes de la siembra (A. personal, 2019).



Anexo 4. Aplicacion de productos biol6gicos durante su desarrollo fenol6gico (A
2019).

. personal,
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Anexo 6. Sintoma de hernia de las cruciferas en el follaje (A. personal, 2019).
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Anexo 8. Afectaciones en raices ocasionadas por hernia (A

. personal, 2019).
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Anexo 9. Toma de pH en las unidades experimentales (A. personal, 2019).
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